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ASPECTOS CLINICO-EPIDEMIOLOGICOS E IMUNOLOGICOS DA
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) continua sendo um
problema de Saude Publica no mundo. No Brasil, no periodo de 1985 a 2001,
a leishmaniose tegumentar americana (LTA) vem apresentando coeficientes
de deteccao que oscilam entre 10,45 a 21,23 por 100.000 habitantes. Em
1993, um surto de LTA foi detectado no povoado rural de Canoa, municipio
de Santo Amaro, Bahia. Um estudo observacional prospectivo foi delineado,
com objetivo de determinar as taxas de fregliéncia e caracterizar
clinicamente a doenga. Foram acompanhados 555 individuos, registrando-se
29 casos de LTA. A prevaléncia de LTA na populacdo avaliada no periodo de
estudo foi de 5,2% (29/555). A espécie de leishmania envolvida na drea foi
caracterizada como Leishmania braziliensis, sendo o flebotomineo a

Lutzomya intermedia. Foram detectados cdes e equideos infectados por

leishmania. Esses dados foram publicados no trabalhol. No segundo trabalho
os aspectos clinico—epidemioldgicos e imunoldgicos dos 104 individuos
documentados como portadores de infeccdo subclinica foram comparados
com os 29 individuos que desenvolveram leishmaniose cutanea (LC). A
infecgdo subclinica foi definida como individuo sadio, durante os 4 anos de
acompanhamento clinico, sem lesdo ativa cutdneo ou mucosa, sem cicatriz
sugestiva de doenca passada e que apresentaram o teste de
hipersensibilidade tardia positivo. O grupo de individuos com doenga
clinicamente evidente (n=29) era mais jovem (19,4 + 12,8 anos),
apresentava reacdo cutanea com enduracao significativamente maior
(17,6£1,4 mm) assim como maior proporcao de sorologia positiva (16/29;
55,2%) ao ser comparado (p<0,05) ao grupo de infecgdo subclinica (n=104;
DTH: 9,4+4,5 mm; sorologia positiva: 48/104;46,2%). Dosagem de IFN-y,
TNF-o e IL-5 foram avaliados em sobrenadantes de células mononucleares
do sangue periférico (PBMC) através da técnica de ELISA em vinte pacientes
com LC e em vinte individuos com a forma subclinica. Os resultados
mostraram que o nivel de IFN-y [353 + 594 pg/ml (0-2,075)] e de TNF-a [19
+ 144 (0-364) pg/ml] eram mais baixos nos casos de leishmaniose subclinica,
guando comparados aos dos individuos com LC [1,546 + 1,100 pg/ml (O-
3,321) e 258 + 253 pg/ml (0-904) respectivamente]. A média do nivel de IL-



5 nos individuos com infecgdo subclinica (105 + 160 pg/ml; 0-679) foi
ligeiramente maior (p>0,05) que o observado nos casos de LC (26 + 41
pg/ml; 0-85). Os dados sugerem que os individuos que ndo desenvolvem a
doenga talvez tenham a habilidade de modular melhor a resposta imune,
prevenindo-o0s contra o dano tecidual e desenvolvimento de lesdo cutanea.
No terceiro trabalho foram estudados os dados da resposta imune de 56
militares voluntarios e sadios a vacinacdo com antigeno de leishmania
(Leishvacin®) com uma ou duas doses. A reacdo de Montenegro ndo foi
utilizada para selecdo para evitar possivel sensibilizagdo. Esse estudo de
intervengdo (duplo cego e randomizado) comparou, além da resposta isolada
a vacina, a utilizagdo do Fator Estimulador de Col6nias de Granuldcitos e
Macrofagos sintético (rhGM-CSF) como adjuvante. Houve significativo
(p<0,01) aumento na producdo de IFN-y e de IL-5 no dia 21 pds vacinagao
nos dois grupos quando comparados com 0s niveis do dia 0 (IFN-y: 10+21
pg./ml e de IL-5:7+22 pg./ml). O grupo que utilizou o adjuvante demonstrou
resposta maior do que o dobro na produgao de IFN-y (2774553 pg./ml) no
dia 21 quando comparado com o0 grupo que utilizou a vacina associada a
placebo (104 + 206pg/ml), porém sem diferenca estatisticamente significante
(p>0,05). Os niveis de IL-5, no dia 21, foram ligeiramente maior no grupo da
vacinagao associada ao adjuvante quando comparados ao grupo que utilizou
a vacina com placebo, porém sem significancia estatistica. Na avaliacdo do
dia 42 os niveis de IFN-y e de IL-5 foram similares nos dois grupos. A
producao de IL-10 manteve-se baixa nos dois grupos em todas as etapas do
estudo. A reagao de Montenegro realizada no dia 42 foi positiva em 44 dos
51 individuos testados (86%). O numero de individuos com uma reacdo de
hipersensibilidade tardia positiva foi maior no grupo que utilizou o placebo
associado a Leishvacin® (24/25; 96%) quando comparado com o grupo que
utilizou o rhGM-CSF associado a vacina (20/25; 77%). A vacina tanto com
uma ou duas doses foi capaz de induzir resposta imune , assim como o
adjuvante ampliou essa resposta em intensidade e precocidade.

Palavras-chaves: 1- Leishmaniose tegumentar; 2- Infecgdo subclinica; 3-
Vacina; 4- rhGM-CSF.
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1.1. Aspectos Gerais

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenga
parasitaria endémica no mundo e no Brasil, predominando nas regides
tropicais e subtropicais. A leishmaniose € um problema de Salde Publica e
uma das seis doencas infecto-parasitarias endémicas selecionadas pela
Organizacao Mundial de Salde (OMS) para desenvolvimento de medidas
eficazes de controle (DESJEUX, 1992; WHO, 1999). A doenca apresenta-
se em fase de expansdo geografica. Nas Ultimas décadas, as analises de
estudos epidemioldgicos de LTA tém sugerido mudancas no comportamento
epidemioldgico da doenca. Inicialmente considerada zoonose de animais
silvestres que acometia ocasionalmente pessoas em contato com florestas
(forma zoondtica), a LTA comega a ocorrer em zonas rurais ja praticamente
desmatadas e em regides periurbanas (formas antropondticas), havendo a
urbanizacdo da LTA com adaptagao dos agentes e vetores aos novos
ambientes, envolvendo também os animais domésticos (TEODORO, 1987;
MARZOCHI, 1989; ASHFORD, 2000). Cerca de um terco da populagao
mundial estd sob o risco de infeccdo e doenca por parasitos do género
Leishmania sp. (ASHFORD et a/, 1992; ASHFORD, 2000). Anualmente
sdao relatados 400 mil novos casos de leishmaniose com uma prevaléncia de
até 12 milhGes de doentes nos quatro continentes (ASHFORD et alf,
1992). Estima-se em cerca de 350 milhdes de pessoas estejam sob o risco
da infeccdo, com a ocorréncia de 2 milhdes de novos casos por ano sendo
1,5 milhdo de leishmaniose cutanea e 500 mil de leishmaniose visceral
(ASHFORD et al., 1992; WHO, 1999).

Nas Américas, a LTA se distribui amplamente, desde o Texas até o
norte da Argentina, ndo havendo relato de casos apenas no Canada, Chile e
Uruguai (PONS & LONDRE, 1968; LAINSON, 1983; GRIMALDI et a/,
1989; FUNDAGCAO NACIONAL DE SAUDE, 1993). No Brasil, a doenca
tem sido documentada em praticamente todos os Estados (ZAJTCHUK et
al, 1989; MARZOCHI, 1989; MARZOCHI, 1992; GOMES, 1992;



FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1993; BRANDAO-FILHO & SHAW,
1994), tendo sido detectados 31.641 casos de LTA no ano de 1994, dos
quais 75% nas regides Norte e Nordeste, com aumento de 59% no nimero
de casos detectados no ano anterior (CENEPI, 1994).

No periodo de 1985 a 2001, a LTA no Brasil vem apresentando
coeficientes de incidéncia que oscilam entre 10,45 a 21,23 casos por 100.000
habitantes. Ao longo desse periodo observou-se a tendéncia de crescimento,
registrando os coeficientes mais elevados nos anos de 1994 e 1995, quando
atingiram niveis de 22,83 e 22,94 por 100.000 habitantes, respectivamente
(FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2003). Ao analisar a evolucdo da
LTA no Brasil, observa-se a expansao geografica no decorrer dos anos, no
inicio da década de 80 foram registrados casos em 19 unidades federadas e
nos ultimos anos todas as unidades federadas registraram casos autdctones
da doenca. No ano de 1994 houve um registro de casos autdctones em
1.861 municipios, o0 que representa 36,9% dos municipios do Pais e em 2001
houve uma expansao para 2.268 municipios (40,8%). A regido Nordeste vem
contribuindo com o maior nimero de casos (cerca de 38,8% do total de
casos registrados no periodo), e a regiao Norte com os coeficientes mais
elevados (93,84/100.000 habitantes), seguida das regides Centro-Oeste
(42,70/100.000 habitantes) e Nordeste (26,50/100.000 habitantes)
(FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2003).

1.1.1 Leishmaniose na Bahia

Desde o inicio do século XIX, quando JULIANO MOREIRA (Apud
COSTA et al, 1988) descreveu os primeiros casos da doenca, a
leishmaniose tegumentar americana € conhecida no Estado da Bahia. Outros
relatos foram realizados por PIRAJA DA SILVA (SILVA, 1912), ADEODATO
(/n REGULAMENTO DO SEGURO DE ACIDENTE DE TRABALHO.
BOLETIM INFORMATIVO, FUNDAGAO NACIONAL DE SEGURANGCA,
HIGIENE E MEDICINA DO TRABALHO, 1976) e TORRES (1920), na
denominada “fase baiana da doenga”. TORRES (1920), chamou a atengdo



para o fato de que a maioria dos seus pacientes era proveniente do
RecOncavo e regido sul do Estado, areas servidas pela estrada de ferro.
Nesta época, a expansdo da cultura de cacau atraia trabalhadores de varias
regides do pais. COSTA et al (1988) fizeram andlise desses fatos e
caracterizaram a procedéncia dos portadores de LTA nas areas endémicas de
Trés Bragos e Corte de Pedra, regido do sul da Bahia que abrange 24
municipios, constatando que na area a doenca é também ocupacional, com

85% dos pacientes cadastrados sendo lavradores.

O Distrito Sanitario de Ilhéus, estado da Bahia, € o que apresenta
maior numero de casos, englobando varios municipios da regido inclusive
Trés Bragos, onde desde 1974 existe o Nucleo de estudo da LTA ligado a
Universidade Federal da Bahia e a Universidade de Brasilia. A prevaléncia de
LTA nessa regido € de 14,9% e a incidéncia anual média de 8,1 casos/1.000
habitantes, com 2,7% evoluindo para a forma mucosa, evolugao esta que
ocorre em uma média de 6 anos (JONES et a/., 1987). A descrigdo de um
surto em Corte de Pedra foi bem documentada por COSTA (1986), com
varios outros trabalhos também caracterizando o0s aspectos clinico-
epidemioldgicos da LTA na regido (BARRETO et a/, 1981; CUBA et al,
1984; LLANOS-CUENTAS et al/, 1984; MARTINS-NETO, 1990). O
agente responsavel pela doenga na area é predominantemente a Leishmania
braziliensis (CUBA et al, 1984), embora casos de LTA por Leishmania
amazonensis tenham sido documentados (BARRAL et a/, 1991). Muitos
estudos tém-se desenvolvido em Trés Bracos (MARSDEN et al, 1985;
TAVARES-NETO et al., 1986; MARSDEN et a/, 1991; BARRAL et al/,
1992; CARVALHO et al,, 1994b; COSTA et al, 1994; BARRAL et al,
1995a; BARRAL et al, 1995b; CARVALHO et al, 1995), porém poucos
estudos clinico-epidemioldgicos existem em outras dreas da Bahia
(DOURADO et al, 1989; OLIVEIRA DOS SANTOS et al, 1993;
FOLLADOR, 1997).



1.2. Aspectos sobre o agente, os vetores e hospedeiros

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é doenca causada por proto-
zoario do género Leishmania sp. (LAINSON et al, 1986). Lindenberg em 1909
demonstrou pela primeira vez, no Brasil, elementos parasitarios nas Ulceras de

leishmaniose cutaneo-mucosa, identificando-os a Leishmania tropica (LINDEN-

BERG, 1909), agente da leishmaniose do Oriente. Baseado em diferencas
morfoldgicas, Viana em 1911 classificou a espécie como, a Leishmania brazilienses,
proveniente de um paciente do Além Paraiba (VIANA, 1911). Em 1916, MATTA
(apud LAINSON et al,, 1986) corrige 0 nome para Leishmania braziliensis.

N&o havia critérios bem definidos para o agrupamento destes parasitos
e LAINSON & SHAW (1972) propuseram agrupar os representantes do
género Leishmania, do Novo Mundo, em “complexo braziliensis” e “complexo

mexicana”, utilizando-se de caracteres bioquimicos, imunoldgicos e bioldgicos.

Os parasitas responsaveis pelas leishmanioses na regido Neotropical
sao 0s seguintes, segundo LAINSON & SHAW (1987):

Leishmania braziliensis braziliensis  Ulcera de Bauru, Espindia ou Leishmaniose
Muco-Cutanea, estendendo-se da América
Central ao Norte da Argentina.

Leishmania braziliensis panamensis  Leishmaniose Cutdnea do Panama.

Leishmania braziliensis guyanensis  Leishmaniose Cutdnea ou “pian-bois”,
ocorrendo no Norte do Brasil e Guiana

Francesa.

Leishmania peruviana Leishmaniose Cutanea ou “uta” nos Ande
Peruanos.

Leishmania mexicana mexicana Ulcera dos Chicleros na Peninsula de Yucatan e

Leishmaniose Cutaneo Difusa no Norte do
México e sul dos Estados Unidos.

Leishmania mexicana amazonensis  Leishmanlose Cuténea e Cutaneo Difusa no

Brasil.
Leishmania mexicana pifanoi Leishmaniose Cutdneo Difusa
Leishmania mexicana venezuelensis  Leishmaniose Cutanea da Venezuela.
Leishmania garnhami Leishmaniose Cutanea dos Andes
Venezuelanos.

Leishmania donovani chagasi Leishmaniose Visceral Americana.




Os principais agentes da doenga no Brasil sao:

1. Leishmania mexicana amazonensis ou Leishmania amazonensis:

relatada no Amazonas, Para, Rondonia, sudoeste do Maranhao
e Bahia. Doenga humana pouco comum, cerca de 3% dos casos
da regido Amazdnica. Formas ulcerosas unicas predominam. As

formas difusas e as formas viscerais sao menos frequentes;

2. Leishmania braziliensis _guyanensis ou Leishmania_guyanensis:

relatada no norte da Bacia Amazbnica (Amapa, Roraima e
Pard). Lesdes Unicas ou multiplas. Raro comprometimento

Mucoso; e

3. Leishmania braziliensis braziliensis ou Leishmania braziliensis:

amplamente distribuida no Brasil. LesGes cutdneas unicas e
freqlientemente multiplas, com importante complicagdo que € a
metastase hematogénica para as mucosas do nasofaringe
(GRIMALDI et al, 1989; BARRAL et al,, 1991).

As leishmanias sdo parasitas digenéticos com duas formas principais:
uma flagelada ou promastigota, encontrada no tubo digestivo do inseto vetor
e outra aflagelada ou amastigota, observada nos tecidos dos hospedeiros
vertebrados (LAINSON et al., 1986).

A transmissao habitual é através da picada de flebotomineos, de
varias espécies, pertencentes a dois géneros (Psychodopygus e Lutzomya),
com diferentes comportamentos e distribuicdo geografica. Os flebotomineos
sdao insetos pequenos (1,5 a 2,5 mm) com pelos de coloracdo marrom ou
preta, identificaveis pela maneira como mantém suas asas verticalmente em
“v” sobre o térax. Somente as fémeas se alimentam de sangue dos
mamiferos, e, transmitem a leishmania no momento da picada para o
hospedeiro vertebrado. Apds a inoculagdo na pele, os promastigotas
penetram nos macrdfagos e se transformam em amastigotas, multiplicando-

se dentro dos vacuolos destas células (LAINSON et a/,, 1986).
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Na area de floresta primitiva, no norte do Brasil, transmitindo a L.

guyanensis, predomina o Lutzomya umbratilis. Na drea de florestas Umidas

ou de varzeas e margem de rios, transmitindo a L. amazonensis, o

responsavel é a L. flaviscutellata. Com relacdo a L. braziliensis, nas areas de

floresta primitiva no norte do Pais, o transmissor é o Psychodopygus

wellcomei e nas areas de florestas remanescentes ou residuais, regiao

Nordeste e Sudeste, o transmissor mais freqliente € a Lu. whitmani, mas

também Lu. intermedia que tem estreita relagdo com ambiente domiciliar,

com tendéncia a sobreviver em ambientes modificados pelo homem, o que
garante a infeccdo humana (MARZOCHI, 1989). A Lu. whitmani esta muito

relacionada a dreas rurais secas, enquanto a Lu. intermedia, a regides

litoraneas, Umidas e vales de rios em d&rea rurais e peridomiciliares
(MARZOCHI & MARZOCHI, 1994b; ARAGAO, 1975; GOMES et al,
1986).

Existem mais de 400 espécies de flebotomineos (FRAIHA et al.,
1978; ARIAS, 1984; GOMES, 1986; MARZOCHI, 1992), sendo sua
dispersdo caracteristica inerente a cada espécie. A relacdo direta com a
situacdo geografica, climatica e a expansdo dos espagos abertos com 200
metros de raio de a¢do, em média (FORATTINI et ai, 1973). GOMES
(1986) sugere que no Vale da Ribeira, Sao Paulo, a capacidade de dispersao
de flebotomineos tem significativa importéncia como potencial de adaptagao
destes dipteros aos ambientes modificados, isto ao verificar que a Lu.
intermedia apresentava grande capacidade adaptativa as matas residuais e
aos ambientes abertos ou domiciliares. Esse ecossistema, as matas residuais,
funcionam como importantes gradientes ecoldgicos no processo de
desenvolvimento de domiciliacdo desta espécie. LIMA (1986) e SOUZA et

al. (1991) assinalaram a presenca de Lu. intermedia em areas periféricas

do Rio de Janeiro, onde existem florestas residuais tropicais associadas a

cultura de bananas, ao domicilio humano e peridomiciliares.

Existem focos naturais da LTA, ou seja um habitat natural, com seus

ecossistemas bem definidos, onde patdgenos, vetores e hospedeiros naturais
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formam associagbes ou biocenoses (BARRETO, 1967). Na regido
Neotropical existem varios biomas (CAILLEUX, 1987; FORATTINI, 1980),
com vegetagbes variadas, varios focos naturais de leishmanioses e
diferentes formas clinico-epidemioldgicas. Nesse contexto, animais silvestres
como roedores (Cricetidae, Heteromydae, Dasyproctidae, Erethizontidae e
Echimidae), desdentados ((Bradypodidae), marsupiais (Didelphidae),
primatas (Cebidae e Callithricidae) e carnivoros (Procyonidae) tém sido
encontrados naturalmente infectados em paises centro-americanos
(TEODORO, 1987). Os roedores se destacam como reservatorios de L.

mexicana e L. braziliensis e os desdentados de L. panamensis. Na América

do Sul também varios mamiferos tém sido encontrados com infecgdo natural,
pertencentes as mesmas familias acima mencionadas, evidenciando-se que

os roedores tém-se distinguido como reservatdrios de L. amazonensis e L.

braziliensis, os marsupiais e desdentados de L. guyanensis e 0S carnivoros
(Dusicyon vetulus e Cerdocyion thous) de L. chagasi. (TEODORO, 1987).

Os parasitas do género Leishmania circulam, portanto, em ambientes

naturais, constituindo enzootias de mamiferos silvestres, na completa
auséncia do homem. Apenas para L. peruviana ndo se conhece o0s

reservatdrios silvestres. No Brasil, os reservatdrios para a L. guyanensis sao

Choloepus didactylis (preguica real) que chegaram a apresentar 90% de

infeccdo em areas préximas a Manaus; Tamandua tetradactila e Didelphis

marsupialis (gambd) que em Manaus, nas dreas préximas as matas e aos
conjuntos residenciais populares apresentaram 20% de infeccdo nos

inquéritos realizados (TALHARI et a/, 1988.). Para a L. amazonensis 0s

reservatdrios sao roedores do género Proechimys e para a L. braziliensis os

reservatorios sao poucos conhecidos.

A entrada do homem nos ambientes naturais, e suas alteracdes nesses
ambientes, provocaram desequilibrios nos ecossistemas, favorecendo o
aparecimento das leishmanioses tegumentares nas Américas do Sul e Central
(FORATTINI et al, 1976). Com essa invasdao e alteracdo ambiental, uma

adaptagdo da fauna vai ocorrendo e formam-se ambientes artificiais da
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leishmaniose tegumentar americana dos quais 0 homem é parte integrante, bem
como 0s animais domésticos (GOMES, 1985). O papel dos animais domésticos
na cadeia epidemioldgica da LTA ainda tem muitas questdes em aberto e de
importancia duvidosa, mas o certo é que varios pesquisadores tém encontrado
caes (Canis familiares) naturalmente infectados por Leishmania (HERRER,
1951; SHERLOCK & ALMEIDA, 1969; HERRER & CHRISTENSEN, 1976;
DIAS et al, 1977, MAYRINK et al, 1979b; BONFANTE-GARRIDO &
BARRETO, 1981; AGUILAR et al, 1984; BARRETO et al, 1984;
FALQUETO et al, 1986 e 1991), bem como equideos (Equus asinus; Equus
asinus + Equus caballus) (BONFANTE-GARRIDO & BARRETO, 1981;
AGUILAR et al, 1984; VEXANAT et al., 1986b; FALQUETO et a/., 1987),
e roedores domeésticos (Rattus rattus alexandrinus e Rattus norvergicus
norvergicus) (ALENCAR et al, 1960; ARAUJO-FILHO et al, 1981). Fica

evidente, e preocupante, a possibilidade de domiciliacdo e urbanizagdo da LTA,

face as mudancas ambientais, adaptacdo de vetores e hospedeiros, com
formacdo de focos artificiais (GOMES, 1985; GOMES, 1986; TEODORO,
1987). Nesse particular, GOMES (1985) ressalta a participacdo da habitagao
de ma qualidade, abrigando animais domésticos e sinantrdpicos, no
favorecimento da formagdo da biocenose artificial de LTA, afirmando “da qual

sem duvida o homem é parte integrante”.

1.3. Aspectos epidemiologicos

O perfil epidemioldgico da LTA no Brasil esta assim dividido
(GOMES, 1992; FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1999):.

1. Leishmaniose epidémica das florestas virgens (L. guyanensis e

L. braziliensis): Tipo selvatico. Prevalece em adultos do sexo

masculino, com aspecto acidental ou profissional, estando
relacionadas aos processos extrativos e desmatamentos. A
endemia se mantém face a existéncia de flebotomineos no
ciclo silvestre que atacam o homem por ocasido da sua

intromissdo nos ambientes florestais.
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2. Leishmaniose endémica com surtos epidémicos isolados ou
casos esporadicos, mas na auséncia de processo sinantrdpico

(L.__braziliensis , L. amazonensis e L. guyanensis): Tipo

persistente em areas de intensa transformacdo. Ocorre em
adultos e criangas de ambos o0s sexos, indicando transmissao
peri e intradomiciliar. Os flebotomineos estdo presentes no
ambiente humano ou alterado, mas com matas residuais

proximas, onde persistem focos enzodticos residuais.

Existe ainda um outro padrdo epidemioldgico, da leishmaniose
endémica com casos esporadicos e na presenga de processo sinantrdpico (L.
braziliensis), tipo urbanizada ou antropondtica, que prevalece em criangas.
Esse dltimo padrao ainda ndo esta estabelecido no Brasil e nas Américas,
diferente do gue ocorre no Velho Mundo. Nas Américas, a “uta” no Peru é

que mais se aproxima desse padrdao (GOMES, 1992).

Do inicio até os meados do século passado, com o intenso
desmatamento no Estado de S3o Paulo, ocorreram inUmeras epidemias de
LTA, com a doenga assumindo carater ocupacional afetando principalmente os
trabalhadores de derrubadas, com estudos epidemioldgicos que sdao marcos do
estudo dessa zoonose (PESSOA, 1941; PESSOA & PESTANA, 1941;
PESSOA & BARRETO, 1948; FORATTINI & OLIVEIRA, 1957). Com o0s
anos, ocorreu diminuicdo da incidéncia no estado de S3o Paulo, persistindo
focos de enzootia silvestre e surtos epidémicos (FORATTINI et 5/, 1972;
BASTOS, 1979; GOMES, 1979; ROCHA E SILVA et al, 1980;
TOLEZANO et al, 1980), relacionados a “ilhas” de matas residuais. Esses e
outros autores levantam também o papel da transmissdo intra e peridomiciliar,
caracterizada pela ocorréncia da doenca em pacientes de ambos os sexos, em
baixa idade e de ocupacdo doméstica, sem contacto com a mata e associado

ao encontro e adaptacdo do Lu. intermedia a mata residual, ao habitat de

animais domésticos e areas de bananais proximas as moradias (FORATTINI,
1960; MENEZES, 1976; ARAUJO FILHO, 1978; SABROZA, 1981;

GOMES, 1986). Essas mudancas vém ocorrendo também no Rio de Janeiro e
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Espirito Santo (OLIVEIRA-NETO et al, 1988; SOUZA et al, 1992;
MARZOCHI & MARZOCHI, 1994a; FALQUETO et a/, 1991).

Nos Ultimos vinte anos, o conceito de transmissdo de LTA associada
a penetracdo do homem nas matas parece estar se modificando em varios
locais com novos aspectos e caracteristicas, aparecendo em areas
desmatadas ou com resquicios de matas secundarias “ilhadas” pela lavoura
(GOMES, 1979).

GOMES et al. (1992), estudando a Regido do Vale do Ribeira,
especificamente os municipios de Pedro de Toledo e Miracatu,
acompanharam 273 pessoas, das quais 22 com histéria e/ou cicatriz
compativeis com leishmaniose e 251 sem histéria ou cicatriz da doenca.
Nesses 251 individuos sadios, 51 (20,3%) apresentaram sorologia positiva e
14 (16,3%) reacao de Montenegro positiva. Do grupo nao reator, 30 foram
submetidos a segunda reagdo de Montenegro com um ano e nenhum se
tornou positivo. A andlise dos coeficientes de incidéncia entre 1973 e 1983,
sugere que cada surto epidémico tenha duracdo trianual sendo sucedido por
um declinio da incidéncia e até mesmo desaparecimento da doenca por
alguns periodos, evidenciando uma feicao ciclica, a qual somente outros
futuros estudos poderdo explica-la. Esse mesmo estudo demonstra uma
igualdade de exposicdo de todos individuos a doenca, sugerindo o ambiente
doméstico como o local mais provavel de transmissdo, o que é reforcado pelo
encontro de 22,8% de positividade da intradermorreagao na faixa etaria de 0
a 9 anos. Em Trés Bragos, Bahia, a positividade da intradermorreagdo em
menores de 5 anos foi nula, 0 que sugere ainda transmissao de carater
selvatico (BARRETO et a/, 1981).

Nas primeiras décadas do século ocorreram grandes epidemias de
LTA em Minas Gerais relacionadas aos desmatamentos e construcdao de
estradas de ferro, mas com o decorrer dos anos, houve queda no nimero de
casos no referido Estado; apesar da persisténcia de importante foco da

endemia na regido da “Zona da Mata”. Nesta regido, varios casos sugerem
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Espirito Santo (OLIVEIRA-NETO et al, 1988; SOUZA et al, 1992;
MARZOCHI & MARZOCH]I, 1994a; FALQUETO et al, 1991).

Nos Ultimos vinte anos, o conceito de transmissdo de LTA associada
a penetracdo do homem nas matas parece estar se modificando em varios
locais com novos aspectos e caracteristicas, aparecendo em dreas
desmatadas ou com resquicios de matas secundarias “ilhadas” pela lavoura
(GOMES, 1979).

GOMES et al (1992), estudando a Regido do Vale do Ribeira,
especificamente o0s municipios de Pedro de Toledo e Miracatuy,
acompanharam 273 pessoas, das quais 22 com histéria e/ou cicatriz
compativeis com leishmaniose e 251 sem histdria ou cicatriz da doenca.
Nesses 251 individuos sadios, 51 (20,3%) apresentaram sorologia positiva e
14 (16,3%) reacao de Montenegro positiva. Do grupo nao reator, 30 foram
submetidos a segunda reagdao de Montenegro com um ano e nenhum se
tornou positivo. A andlise dos coeficientes de incidéncia entre 1973 e 1983,
sugere que cada surto epidémico tenha duragdo trianual sendo sucedido por
um declinio da incidéncia e até mesmo desaparecimento da doenga por
alguns periodos, evidenciando uma feigdo ciclica, a qual somente outros
futuros estudos poderdao explica-la. Esse mesmo estudo demonstra uma
igualdade de exposicao de todos individuos a doenca, sugerindo o ambiente
domeéstico como o local mais provavel de transmissdo, o que é reforcado pelo
encontro de 22,8% de positividade da intradermorreacdo na faixa etaria de 0
a 9 anos. Em Trés Bragos, Bahia, a positividade da intradermorreacdo em
menores de 5 anos foi nula, 0 que sugere ainda transmissdo de carater
selvatico (BARRETO et al, 1981).

Nas primeiras décadas do século ocorreram grandes epidemias de
LTA em Minas Gerais relacionadas aos desmatamentos e construcdo de
estradas de ferro, mas com o decorrer dos anos, houve queda no nimero de
casos no referido Estado; apesar da persisténcia de importante foco da

endemia na regido da “Zona da Mata”. Nesta regido, varios casos sugerem
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transmissao peri e intradomiciliar, caracterizando bem a mudanca do perfil
epidemiolégico (MAGALHAES, 1977; MAYRINK et al, 1979b).
PEREIRA et al (1995) fizeram um levantamento da incidéncia e
comportamento dos casos de LTA nos municipios da Zona da Mata, nos
periodos de 1959 a 1976 e de 1989 a 1993, detectando: aumento do niimero
de casos, aparecimento de casos autdcnes no municipio de Juiz de Fora,
casos na infancia, persistindo o predominio no sexo masculino e lavradores.
Esses dados confirmam uma mudancga parcial no perfil epidemioldgico da

doenga no estado com uma urbanizacao da LTA.

No Estado do Rio de Janeiro, o comportamento endémico da LTA em
areas de colonizacdo antiga, e com surtos epidémicos ocasionais, vem sendo
descrito por diversos autores (NERY-GUIMARAES, 1955; MENEZES,
1976; ARAUJO FILHO, 1978; SABROZA, 1981).

SOUZA et al. (1992), em inquérito epidemioldgico em escolares de
duas escolas do Rio de Janeiro, 449 de Jacarepagua (considerada area de
risco de transmissao canina e humana) e 282 de Bomsucesso (area distante
de dreas endémicas) como controle, encontraram 8,9% e 2,1%
respectivamente, para a positividade da reacdo de Montenegro, sugerindo
maior risco de infeccdo/transmissdo na primeira area. A possibilidade de
falsos positivos é comentada, porém quando se considera a reagdo positiva a
partir de 10 mm, a taxa na area de risco cai para 7,5% e na area controle
para 0,4%, aumentando ainda mais a diferenca entre os grupos. Os autores
ressaltaram a possibilidade de que inquéritos com a intradermorreacdo
possam ser feitos para avaliar prevaléncia de infecgdes benignas ou
subclinicas, para ter acuracia de detectar focos de alto risco de transmissdo e

medir a taxa de transmissao no decorrer do tempo.

No Estado do Espirito Santo a LTA foi descrita em 1912 por CARINI
(1912) e posteriormente por TERRA (1913) e SILVA (1915), sendo que
BARROS et al (1985) descrevem um foco da doenca em Viana e

Cariacica, com aspectos epidemioldgicos que sugeriram transmissdo peri e
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intradomiciliar. BARROS et a/. (1985) analisando 729 pacientes de LTA do
mesmo Estado, apontam a substituigdo dos cafezais por culturas de bananas,
no final da década de 60, como um dos fatores propicios para a instalagdo de
fauna de mamiferos e flebotomineos prépria ao novo ambiente, trazendo o
parasita e permitindo a transmissdo a pessoa humana. A ocorréncia de LTA
em areas de bananais ja foi bem documentada por varios autores como
MENEZES (1976), ARAUJO FILHO (1978), SABROZA et al. (1975),
FALQUETO (1984).

MAGALHAES et al. (1982), compararam os aspectos clinicos da
LTA da regido Amazbnica e da regido Centro-Oeste, estudando trinta
variaveis em 245 casos dos quais 149 da regiao Amazonica e 96 da regido
Centro-Oeste. Nos casos da regido Amazonica, o predominio foi na idade de
15 a 25 anos, em algumas ocupacdes (estudante, militar e trabalhador
bracal), de lesdes muiltiplas, tempo de evolucdo mais curto, um caso de
forma difusa, menor comprometimento mucoso e maior nimero de
leishmanides. Nos casos da regido Centro-Oeste, o predominio foi em
agricultores e  domésticas, lesbes predominantemente  Unicas,
freqlientemente ulceradas e também lesGes verrucosas, tempo de evolugao
longo e maior comprometimento mucoso. Essas diferencas foram atribuidas

a provaveis diferentes espécies ou subespécies agentes da LTA.

Em Trés Bragos (Bahia) predominam as lesbes Unicas e o
comprometimento em pessoas do sexo masculino, sendo a faixa etaria mais
atingida a de 10 a 15 anos, sugerindo ainda padrao de transmissao mais
antigo, onde o homem indo as matas se expde aos focos naturais da doenga,
porém esse padrao se mostra diferente em alguns momentos e os dados
demonstram que a transmissao intra e peridomiciliar também vem
acontecendo nessa regiao (JONES et al, 1987). O vetor predominante

nessa area da Bahia é o Lu. whitmani, porém Lu. intermedia também ja foi

capturado nas areas peridomiciliares, chegando no ano de 1986 a exceder
Lu. whitmani (PEREIRA & HOCH, 1990). Em inquérito canino realizado em
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Trés Bracos, a positividade do encontro de amastigotas foi de 3,0% no
exame direto de raspado do pavilhdo auricular (BARRETO et al, 1984).

Em Jequié (Bahia), area de leishmaniose visceral e tegumentar,
OLIVEIRA DOS SANTOS et al (1993), descreveram o encontro de
79,9% dos casos de LTA em maiores de 10 anos e o predominio no sexo
masculino em 62,3% dos casos, similar aos dados de Trés Bracos, sugerindo

ainda um padrdo relacionado a maior exposicao desse grupo a floresta.

Em se tratando de domiciliagdao das leishmanioses, GOMES (1986)
alerta para a influéncia humana através da estrutura organizacional da
sociedade, sendo particularmente evidente os processos continuos de alteracoes
ambientais e as precarias condi¢des de vida humana em povoamentos rurais ou

na periferia dos centros urbanos, como propulsores do fendmeno.

Em 1993 um surto de leishmaniose tegumentar foi identificado no
vilarejo rural de Canoa, municipio de Santo Amaro, Recdncavo Bahiano. A
existéncia de casos da doenca na regido ja havia sido descrita ha muitos
anos atras de modo esporadico, mas ndao no povoado em si (TORRES,
1920). Havia no vilarejo relatos verbais de casos de malaria ha mais de 30
anos passados. Os primeiros casos de leishmaniose cutanea documentados
chamaram atenc¢do pelo comprometimento familiar e pelo grande nimero de
lesdes por individuo. Esses dados juntamente com as caracteristicas
geograficas, proximidade de Salvador, area préxima a centros urbanos ja
sugerindo uma mudanca de perfil epidemioldgico, 604 domicilios bem
definidos e cadastrados pela Fundacdao Nacional de Saude e populacao
estavel, favoreceram a elaboracdo do projeto de pesquisa para o primeiro
trabalho. O objetivo deste foi de caracterizar os aspectos epidemioldgicos e
clinicos dos casos de leishmaniose tegumentar em Canoa, com avaliacdo de
também de toda a populagdo sadia, preparando assim a coorte para 0s

futuros trabalhos inclusive a publicagao 2.
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1.4. Aspectos clinicos

MARZOCHI & MARZOCHI (1994a; 1994b) definem os seguintes
grupos e respectivas formas de LTA baseados nas manifestagdes clinicas e

possibilidade de evolugdo a partir do sitio da picada do flebétomo:

1. Grupo subclinico ou leishmaniose cutdnea inaparente:
auséncia de lesdo ativa ou curada, teste cutdneo de
hipersensibilidade tardia positivo e ocasionalmente sorologia

positiva.
2. Grupo cutaneo ou leishmaniose cutanea:

a. Forma cutanea localizada: Unica ou mdltiplas lesdes
geralmente ulceradas, na proximidade do sitio de
inoculagdo; teste cutaneo de hipersensibilidade tardia
positivo, sorologia ocasionalmente positiva; tratamento

é efetivo e cura espontanea ocorre fregiientemente.

b. Forma cutanea disseminada: mdltiplas lesées cutdneas,
geralmente pequenas e ulceradas, distante do sitio de
inoculagdo, com teste cutdneo de hipersensibilidade

tardia e sorologia positivos; tratamento efetivo.

c. Forma cutanea difusa: mdltiplas lesGes papulo-
nodulares, nao ulceradas, distante do sitio de
inoculacdo, com teste cutdaneo de hipersensibilidade
tardia negativo e sorologia positiva; tratamento dificil

ou ineficaz.
3. Grupo mucoso ou leishmaniose mucosa:

a. Forma mucosa tardia: lesdes mucosas internas,
geralmente multiplas, associada com cicatriz de
leishmaniose cutanea originada apds cura espontanea

ou tratamento, forte resposta ao teste cutdneo de
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hipersensibilidade tardia, sorologia positiva; tratamento

deve ser prolongado.

b. Forma mucosa isolada ou de origem indeterminada:
lesdo mucosa interna, auséncia de cicatriz ou de lesdo
ativa de leishmaniose cutdnea, teste cutdneo de
hipersensibilidade tardia e sorologia positivos;

tratamento prolongado é habitualmente efetivo.

c. Forma mucosa primaria: lesdo mucosa externa
decorrente da picada do inseto ou contacto direto, na
auséncia de cicatriz ou lesdo ativa. O teste cutdneo de
hipersensibilidade tardia é positivo e a sorologia

ocasionalmente positiva.
4. Grupo misto ou leishmaniose muco-cutanea associada:

a. Forma muco-cutanea concorrente: lesdo ativa cutanea
e mucosa, simultaneamente e distantes. O teste
cutaneo de hipersensibilidade tardia e a sorologia s3ao
fortemente positivos; tratamento prolongado é

habitualmente eficaz.

b. Forma muco-cutdnea por contigliidade: lesdo mucosa
por contiguidade da lesdo cutanea ativa ou curada. O
teste cutaneo de hipersensibilidade tardia e a sorologia
sdo ocasionalmente positivos; tratamento prolongado é

eficaz.

5. Grupo ganglionar ou leishmaniose ganglionar: O
acometimento ganglionar pode ocorrer em qualquer forma,
mas também pode ocorrer na auséncia de lesdo cutanea,
caracterizando este grupo. O teste cutaneo de
hipersensibilidade tardia pode ser negativo e a sorologia pode

ser positiva.
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No Brasil, esses varios grupos e formas sao descritos, relacionados
com as areas, o padrdo de transmissdo, a espécie envolvida, o perfil

imunoldgico do individuo e diversos outros fatores.

LLANOS-CUENTAS (1984) em Trés Bracos (Bahia), estudou 182
doentes com a forma exclusivamente cutanea (76%) e 57 com a forma
mucosa (24%), sendo 96,7% das cepas isoladas identificadas como de

L.b.braziliensis, demonstrando-se o parasita em 71% dos casos das formas

cutaneas e 48% das formas mucosas, com 0 uso combinado de varios
métodos (esfregaco e/ou histologia e/ou cultura e/ou inoculagdo em
hamster). Nesse estudo, os fatores de risco para evolugdo para a forma

mucosa foram caracterizados como os seguintes:

a. tamanho da lesdo maior que 16 cm?, com um risco
relativo 4,6 vezes maior do que os do grupo controle

formado por pacientes com lesdo menor que 4,0 cm?;

b. multiplicidade de lesbes, com um risco 2,2 vezes

maior do que aqueles com lesd@o Unica;

c. localizagao das lesdes, com um risco 2,8 vezes maior
de desenvolver lesao mucosa naqueles pacientes com
lesdao acima da cintura pélvica, comparados com

aqueles com lesdes nos membros inferiores; e

d. tratamento inadequado, apesar de ndo ser possivel
calcular risco relativo, ficou bem evidente a presenca
de lesao mucosa naqueles pacientes que quando com a
lesdo primadria, ndo fizeram tratamento algum ou o

fizeram de maneira irregular ou insatisfatdria.

O comprometimento dos linfonodos na LTA é descrito ha muitos
anos, porém sem determinar a freqiiéncia e a significancia fisiopatogénica do
fato. BARRAL et al (1992) descreveram a presenca de linfadenopatia em

66,7% de 36 doentes consecutivos de LTA em Trés Bracos (Bahia), dos quais
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62% tiveram cultura do aspirado ganglionar positiva, sendo caracterizado em

11, L. braziliensis. Os autores sugerem que a disseminacdo da infeccdo
leishmanidtica para o tecido linfatico possa ser importante na inducdo da
resposta imune celular e humoral durante a leishmaniose cutanea.
Posteriormente BARRAL et al (1995b) descreveram dez casos de LTA
onde a linfadenopatia foi o primeiro sinal da doenga, dos quais sete
evoluiram com 0 aparecimento da lesdo ulcerada e trés regrediram a
linfadenopatia sem apresentarem outras lesGes, alertando para o fato que
em area endémica a linfadenopatia pode ser um indicador de infeccdo

leishmanidtica.

A leishmaniose tegumentar disseminada foi bem caracterizada no
Brasil por COSTA et a/. (1986a) e por CARVALHO et a/. (1994b) com a
descricdo dos achados clinico-patolégicos e imunoldgicos de oito casos,
distinguindo-a da forma difusa e da forma cutdnea classica. Nos referidos
casos, 0 numero de lesdes variou de 75 a 800, caracterizadas por papulas e
lesdes acneiformes e poucas Ulceras, com comprometimento mucoso
simultaneo em 38% dos casos, elevados titulos soroldgicos, diminuicdo de
células CD4 e auséncia de resposta celular T ao antigeno de leishmania
(CARVALHO et al. 1994b). A resposta ao tratamento foi satisfatoria em
seis pacientes com restauragdo da resposta apds o mesmo. Do total de

casos, foram isoladas em dois L. braziliensis € em cinco L. amazonensis. A

ocorréncia de leishmaniose tegumentar tem aumentado na area de Trés
Bragos (Bahia), com maior detecgdo de casos da forma disseminada e
ultimamente o agente causal da doenga vem sendo exclusivamente a L.
braziliensis (TURETZ et al., 2003).

1.5. Aspectos imunoldgicos

O principal mecanismo de defesa do hospedeiro contra a leishmania
€ a imunidade celular. Entre os mecanismos efetivos de defesa contra
leishmania pode-se citar a ativagdo de macréfagos pelo interferon-gama

(IFN-y), com consequiente destruicao de parasitas, e a citotoxicidade mediada
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por células NK ou células T (CARVALHO et a/, 1985; CARVALHO et al,
1994a).

O desenvolvimento de imunidade mediada por células é fundamental
no controle da infecgao leishmanidtica. Os modelos animais na leishmaniose
tém ajudado na compreensdo da imunorregulacdo nessa doenca (SCOTT,
1989). Nestes modelos ha associagdao entre controle ou resisténcia a doenca
com a resposta imune do tipo Thl, com producdo de interleucina 2 (IL-2) e
interferon-gama (IFN-y). A susceptibilidade ao desenvolvimento da doenca,
por sua vez, se relaciona a resposta Th2, com produgdao elevada de
interleucina-4 (IL-4) e interleucina-10 (IL-10) (PIRMEZ, 1992; PIRMEZ et
al 1993). A susceptibilidade vem sendo também relacionada a uma
exacerbagdao e modulagdo inadequada da resposta Thl com a demonstragao
em pacientes com leishmaniose mucosa de produgdo aumentada de IFN-y e
de fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) e de producdo diminuida de IL-10
bem como alteracdao na capacidade da IL-10 e do fator de necrose tumoral-p
(TNF-B) de regular negativamente essas respostas imunes, sugerindo que a
super producdo dessas citocinas ndao necessariamente leve a morte dos
parasitas, mas podendo sim ser danosa ao individuo favorecendo a lesdo
tecidual (BACELLAR et al, 2002). De acordo com esse raciocinio, o uso da
pentoxifilina, um potente inibidor de TNF-«, foi capaz de curar pacientes com
leishmaniose mucosa refrataria ao tratamento padrdo com antimonial
(LESSA et al.,, 2001).

Na pessoa humana, uma forte resposta do tipo Th 1 é documentada
em criangas infectadas com L. chagasil, capazes de controlar a infeccdo ou a
doenca mesmo na auséncia de tratamento, indicando que a resposta celular
é fundamental para impedir a multiplicacdo do parasita e progressdo da
doenca (CARVALHO et a/, 1992). A auséncia de resposta protetora na
leishmaniose tegumentar leva ao aparecimento de lesGes multiplas com
grande quantidade de parasitos; por outro lado, nos casos de leishmaniose
cutaneo-mucosa, a despeito da existéncia de uma resposta protetora, ocorre

o desenvolvimento da doenca.
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No interior do macréfago, a capacidade do parasito de ativar ou ndo
0 metabolismo respiratdrio celular, assim como a resisténcia deste aos
produtos todxicos formados, determinam a capacidade de sobrevivéncia da
leishmania no meio intracelular (BARRAL-NETTO et al/, 1986). Niveis de
Oxido nitrico (NO), produzidos por macréfagos ativados por IFN-y ou por
TNF-a irdo influenciar na resisténcia ou ndo a infec¢do (MAUEL et al,
1991; LIEW, 1995; GREEN et a/,, 1994; MURRAY & NATHAN, 1999).

As células T “helper” tipo 1 (Thl) produzem IFN-y e IL-2, fator
estimulador de coldnias de macréfagos e granuldcitos (GM-CSF),
interleucina-3 (IL-3) e fator de necrose tumoral-p (TNF-B) e sdo responsaveis
pela imunidade mediada por células, estimulando também em camundongos
a producao de imunoglobulinas G tipo 2a (IgG2a) que ativam o complemento
e opsonizam 0s antigenos para fagocitose. As células T “helper” tipo 2 (Th2)
caracterizam-se por produzir IL-4, interleucina-5 (IL-5) e IL-10 (MOSMANN
& FONG, 1989). A IL-4 esta relacionada a producdo de anticorpos da classe
imunoglobulina E (IgE), imunoglobulina G1 (IgGl) e imunoglobulina G4
(IgG4), e a IL-5 é importante para diferenciagao, multiplicacdo e ativacdo de

eosinofilos.

O IFN-y é a citocina mais potente na inducdo da atividade
leishmanicida dos macrdfagos, aumentando a producdo de metabdlitos de
oxigénio e nitrogénio, ativando as célula “natural killers” (NK), ativando as
células T citoliticas e induzindo a expressdo de MHC classe I e II . As células
T CD4+ e as células NK estimuladas por interleucina 12 (IL-12) produzem
IFN-y cuja presenga no periodo de infeccdo juntamente com IL-12 é muito
importante na diferenciagdo de células Thl, embora alguns estudos
experimentais demonstrem que ndo necessariamente a presenca de
producdo inicial de IFN-y implique no fendtipo Th1 (REINER et al, 1994;
MORRIS et al., 1994).

Também o TNF-o é importante no controle da infeccio por

leishmania, estando esta citocina envolvida na resisténcia a diversos
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patdgenos. Ela é produzida por macrdéfagos ativados e também por linfcitos
T e células NK, tendo a capacidade de ampliar a ativacdo macrofagica
desencadeada pelo IFN-y. O excesso de TNF-a relaciona-se porém a um pior
prognostico em portadores de diversas doencas infecciosas, sendo uma
explicagao a de que altos niveis desta citocina determinariam maior ativacdo
e produgdo de Oxido nitrico que, em excesso, provocaria danos ao paciente
(DA CRUZ et al., 1996).

A produgdo de fator de crescimento e transformagao p (TGF-B)
também influencia a atividade leishmanicida dos macréfagos estando esta
citocina associada a desativagdo dos macréfagos, inibicdo da agdo do IFN-y e
reducdo da expressdao de moléculas MHC classe 1II. A 1I-10 é outra citocina
relacionada a inibicdo da resposta Th1, favorecendo o desvio para o padrado
Th2, levando a sobrevivéncia da leishmania no interior dessas células,
inibindo a sintese de varias outras citocinas também produzidas pelos
macrofagos como interleucina 1B (IL-1pB), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8
(IL-8) e TNF-a e inibindo ainda a fungdo dessas células como apresentadoras
de antigeno através da diminui¢do da expressao de moléculas do MHC classe
II (de WAAL MALEFYT et al, 1993; CARVALHO et al, 1995). Esses
efeitos, aliados a capacidade dessa citocina de suprimir produgdo de IFN-y
por células T CD4+ tipo Thi, fazem com que a IL-10 interfira na atividade

leishmanicida do macréfago.

A IL-12 é uma citocina produzida por células apresentadoras de
antigeno (mondcitos, macrofagos, células dendriticas e células B), exercendo
sua principal atividade bioldgica sobre as células T e células NK, estimulando
a produgdo de citocinas, principalmente IFN-y, induzindo proliferacao celular
e citotoxicidade, tendo um papel importante na diferenciacao e expansao de
células T CD4+ do tipo Th1 (TRINCHIERI, 1996). A IL-12 aumenta a
resposta proliferativa e produgdo de IFN-y em pacientes com leishmaniose
visceral (BACELLAR et al., 1996). O conhecimento das a¢des da IL-12 no
inicio da infecgdo tém incentivado o seu uso no tratamento e profilaxia da
leishmaniose (NABORS et a/, 1995).
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As células NK tém importante papel no inicio da infeccdo por
leishmania, respondendo rapidamente ao estimulo e ndo necessitando
sensibilizagdo prévia (SCHARTON-KERSTEN et al, 1995). Essas células
produzem citocinas como IFN-y e TNF-a, capazes, por sua vez, de inibir o
crescimento do parasito no inicio da infeccdo, influenciando também na
diferenciagdo de células T CD4+ (TRINCHIERI, 1996). Estudos
experimentais demonstram que a presenca de células NK durante a
imunizagdo em camundongos BALB/c com antigeno de L. major e IL-12
aumentou significantemente o desenvolvimento de células Thi, ja que a
propria IL-12 tem também a capacidade de estimular a produgdo de IFN-y
por essas células (CHAN et al, 1991; AFONSO et al, 1994). A atividade
litica das células NK estd presente em pacientes com leishmaniose
tegumentar, sendo que a adicdo de TGF-p inibe a atividade dessas células /in
vitro assim como a geragdo de células citotoxicas (BARRAL-NETTO et a/,
1995; COUTINHO et al., 1996)

Os pacientes com LTA apresentam forte resposta imune celular
contra antigenos do parasita /7 vivo, caracterizada por reagdo de
hipersensibilidade tardia positiva. In vitro ocorre resposta linfoproliferativa e
producao de IFN-y por células destes pacientes quando estimuladas com
antigeno de leishmania. Individuos com leishmaniose cutdnea localizada e
tempo de doenca menor que 60 dias revelaram baixos niveis de IFN-y e
elevados niveis de IL-10, quando comparados aos niveis de doentes com
mais de 60 dias de evolucdo. Esses achados sugerem que um possivel
distdrbio envolvido na patogénese da leishmaniose cutanea localizada seja a
producao de citocinas inibidoras da resposta Thl na fase inicial da infeccao,
permitindo assim a multiplicagdo do parasita (CARVALHO et al, 1994a;
ROCHA et al, 1999). Essa imunossupressao é aparentemente transitoria,
pois apds 60 dias de doenga os pacientes costumam apresentar forte
produgao de IFN-y. Pacientes com a forma mucosa costumam exibir elevados
niveis tanto de IFN-y quanto de TNF-o e apds terapia bem sucedida os

mesmos costumam cair em cerca de 50%. E possivel que a producao de
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TNF-a seja regulada positivamente pelo IFN-y e que aquela citocina pro-
inflamatodria participe do dano tecidual, observado principalmente nas formas
cutaneas graves e na forma mucosa da doenga (RIBEIRO DE JESUS et a/,,
1998). Quando se compara os achados em pacientes com forma cutinea
localizada com os de forma mucosa, observa-se uma maior produgdo de IFN-
y € TNF-a nos pacientes com a forma mucosa da doenga, onde ha maior
destruicao tecidual, pior resposta ao tratamento e as les6es sdo mais pobres
em parasitos. Esses achados sugerem que o excesso de resposta Thl pode
estar envolvido na lesao tecidual presente na leishmaniose tegumentar
(BACELLAR et al, 2002). Contudo, dados controversos mostram a nivel
tecidual nas lesdes de LC uma predominancia de expressao de RNAm para as
citocinas IL-12 e IFN-y, enquanto na mucosa o padrao encontrado foi misto
de Thl e Th2, porém com expressao aumentada de RNAm para IL-4
(PIRMEZ et al, 1993). Assim, alternativamente, é possivel que no nivel
tecidual, a indugdo da resposta Th1l contribua para a persisténcia de antigeno

do parasita e cronicidade da les3do.

As células mononucleares de sangue periférico (CMSP) de pacientes
com a forma difusa ou anérgica apresentam expressdao aumentada de RNAm
para IL-2, IL-4 e IL-10 e diminuida para IFN-y na fase ativa da doenca. Apds
o tratamento, observa-se a mudanca de padrao para Thl com aumento de
IFN-y e diminuicao de IL-10, mas essa mudanga imediata ndao confere
protecdo a longo prazo (BOMFIM et al,, 1996), sugerindo que nessa forma
da doenga cutanea, a resposta Thl seja também protetora, a exemplo do
que ocorre na leishmaniose visceral. Em pacientes com cura espontanea
encontra-se forte reposta T celular e produgdo maior de IFN-y (ROCHA, et
al., 1999) e individuos com leishmaniose visceral assintomatica apresentam
aumento de IFN-y e reducdo de IL-10 (D OLIVEIRA-JUNIOR et al,
1997).

As guantidades de citocinas, disponiveis precocemente no local da
infecgao, irdo influenciar no padrdo de secregdo das mesmas e,

consequentemente, no controle ou nao da infeccdo. Provavelmente o
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processo de resisténcia versus doenga relaciona-se mais com a interagdo
entre os padrbes de citocinas do que simplesmente ao predominio de uma
delas (RIBEIRO DE JESUS et al., 1998).

Embora a resposta imune venha sendo bem estudada na
leishmaniose tegumentar, pouco se conhece com relacao a resposta imune

dos individuos com forma subclinica da infeccdo por L. braziliensis. A

documentagao na publicacdo 1 de que existem na area endémica de Canoa
(Bahia) individuos com o teste intradérmico com antigeno de /eishmdénia
positivo, mas sem presenca de lesdes cutaneo-mucosa, foi a base para a
realizagao do trabalho 2 que teve como objetivo principal a caracterizacdo da
resposta imune e de aspectos clinico-laboratoriais e epidemioldgicos de

individuos com a forma subclinica da infeccdo causada por L. braziliensis e

comparagao dos dados com os casos de leishmaniose doenga na mesma area

de estudo.

1.6. Aspéctos laboratoriais

O diagndstico laboratorial da leishmaniose tegumentar pode ser
realizado por métodos diretos e indiretos Os métodos diretos sdo: esfregago
da lesdo; isolamento de leishmanias em meios especiais como o NNN
(Nicolle, Novy e McNeal) entre outros; isolamento do parasito através de

inoculagdo em animais suscetiveis como o hamster (Mesocricetus auratus) e

a demonstragao no exame histopatoldgico do parasito (CUBA et al, 1980;
CUBA et al, 1984; MAGALHAES et al, 1986a; MAGALHAES et al,
1986b; ZAJTCHUK et al, 1989). Os métodos indiretos sdo
fundamentalmente dois métodos imunoldgicos: o teste de hipersensibilidade
tardia (reagdo de Montenegro) e o teste soroldgico para demonstragdo de
anticorpos circulantes através das técnicas de Imunofluorescéncia ou ELISA
(MELO et al, 1977; CUBA et al., 1980; REED et al, 1986; ROFFI et
al,, 1980).
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O teste cuténeo de hipersensibilidade tardia a antigeno de leishmania
idealizado por Montenegro representa o principal exame complementar para
o diagnodstico da doenga em areas endémicas (MONTENEGRO, 1926a;
MONTENEGRO, 1926b; REED et a/, 1986; GUEDES et al, 1390). A
sensibilidade dessa reacdo varia de 86% a 100% e a especificidade de
aproximadamente 100%, sendo consagradamente aceita em inquéritos
epidemiolégicos (PESSOA & PESTANA, 1941; PELLEGRINO &
FURTADO, 1960; MELO et a/., 1977; FURTADO, 1980; GUEDES et a/.,
1990). Uma reacdo positiva em individuo sadio sem historia prévia de
doenga e sem qualquer lesdo ou cicatriz suspeita sugere fortemente a
possibilidade de formas subclinicas (FURTADO, 1980; GUEDES et al,
1990). Existem relatos de reagdao cruzada com doenca de Chagas e
individuos curados de leishmaniose visceral (FURTADO, 1980; GUEDES et
al., 1990). Possibilidade de reacao falso negativa tem sido descrita em casos
de infeccdo recente ou de formas anérgicas da doenca. Apesar de toda
padronizagdo existente, diferencas nas preparagdes comerciais podem afetar
a antigenicidade (WEIGLE et a/, 1991; NASCIMENTO et a/, 1993;
FREIRE JOSE et al, 2001). Ha evidéncias de que o teste intradérmico
pode sensibilizar o individuo e fazer com que o mesmo se torne positivo em
uma segunda ou terceira avaliacdio (NASCIMENTO et a/, 1993; FREIRE
JOSE et al, 2001). Esse poder imunizante da reacdo de Montenegro
estaria na dependéncia do intervalo de tempo entre as aplicacdes, havendo
60% de positivagdao quando o intervalo foi de duas semanas e nao havendo
positivacao quando o intervalo foi de um ano ou mais (WEIGLE et al,
1991; FREIRE JOSE et al, 2001). O presente estudo, publicacdo 2,
acompanhou por 3 anos os moradores de uma area de LTA, documentando
individuos sadios com reacdo de Montenegro negativa que nos inquéritos
anuais subsequentes positivaram a referida reagdo, sem o desenvolvimento
de doenga, comparando os achados clinico-epidemioldgicos e imunoldgicos
dos mesmos com os dos individuos da mesma area que desenvolveram lesdo

cutanea de LTA.
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MENDONCA et al. (1986), estudaram a resposta proliferativa
induzida por antigenos de leishmania e por concanavalina A em 28 individuos
sadios com reagdo de Montenegro positiva (dos quais 20 apresentavam
cicatriz de doenga passada), como também em 28 individuos com LTA (antes
e depois do tratamento) e em 29 individuos sadios com reacdo de
Montenegro negativa. A resposta linfoproliferativa foi maior nos individuos
sadios com reagdo de Montenegro positiva do que nos individuos com LTA
antes do tratamento. O tratamento levou ao aumento significativo na
resposta linfoproliferativa, provavelmente relacionado a destruicdo dos
parasitos. A resposta linfoproliferativa foi significantemente maior nos sadios
com reagao de Montenegro positivas e nos doentes, do que nos sadios com
reagdo de Montenegro negativa. Todos os individuos, dos trés grupos
estudados, responderam a Concanavalina A. Aqueles individuos com boa
resposta linfoproliferativa tiveram padrdao granulomatoso ao exame
histopatoldgico das lesdes cutaneas e seis individuos com uma resposta ruim

ao tratamento apresentaram uma baixa resposta proliferativa.

Os testes soroldgicos (Imunofluorescéncia e ELISA), sdo eficazes na
deteccdao de anticorpos em pacientes com leishmaniose (BADAR() et al,
1986; ZAJTCHUK et al, 1989), mas podem apresentar reacdo cruzada
em portadores de tripanossomiase africana, doenga de Chagas, hanseniase,
tuberculose e esquistossomose mansbnica, bem como, infecgdes por
tripanossomatideos ndo patogénicos e infecgdes sub clinicas (ROFFI et al,
1980).

No estudo de MARTINS NETTO (1990), em pacientes com lesao
cutanea ativa de LTA, o teste de ELISA (cut off > 0,1) e Imunofluorescéncia
indireta (IFI), na diluicao de 1:20, tiveram uma sensibilidade de 89% e a
especificidade de 84%. Ja a sensibilidade dos testes soroldgicos para
diagnostico retrospectivo de LTA foi de 57%, com valores preditivos positivo
e negativo respectivamente de 38% e 90%. Em conclusao, os testes
soroldgicos sdo bons indicadores em pacientes com lesdo ativa, mas ndao em

inquéritos populacionais.
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1.7 Aspectos sobre vacinacao humana

A leishmaniose cutanea vem sendo alvo de pesquisa na area de
imunizagdo ha muitos anos, pois € bem conhecido desde a antigliidade que
os individuos curados da doenga desenvolvem protecdo contra futuras
infecgdes. Desde 1908, quando foram estabelecidas condicdes para o
crescimento e a manutengdo de promastigotas em culturas que as vacinas
com organismos vivos vém sendo testadas (NICOLLE & MANCEAU, 1908
apud HANDMAN, 2001). Estudos em larga escala com vacinas de parasitos
vivos foram desenvolvidos na antiga Unido Soviética e em Israel
(GREENBLATT, 1980; KELLINA, 1966) com relativo percentual de
sucesso. No entanto, 0 uso de vacinas com parasitos vivos tem muitos
problemas como o aparecimentos de lesdes muitas vezes nao bem
controladas, exacerbacdo de psoriase e de outras doengas cutdneas,
imunodepressao evidenciada por baixa resposta a vacina triplice (anti-tétano,
difteria e pertussis). O uso de organismos virulentos vivos foi praticamente
abandonado desde o inicio de 1990, passando-se o foco para vacinas com
parasitas mortos (HANDMAN, 2001).

O investimento em estudos com vacinas de leishmanias mortas foi
negligenciado por varios anos, talvez por conflitos de resultados encontrados
em torno dos anos 40 do século passado. No Oriente Médio, os resultados
ndo mostraram uma eficacia da vacina enquanto no Brasil os ensaios
demonstraram excelentes resultados considerando como sucesso a
positivagdo da reacdo de Montenegro proxima a 100% dos individuos
vacinados (PESSOA & PESTANA, 1941; PESSOA, 1941). Varios estudos
vém sendo desenvolvidos nos Ultimos anos com vacinas de parasitas mortos,
principalmente no Brasil e Equador (MODABBER, 1995; ARMIJOS et a/,
1998; MARZOCHI et a/, 1998; DE LUCA et al, 1999).

O uso de vacinas com parasitos vivos atenuados ainda é considerado
atrativo porque poder simular o curso natural da infeccao e desencadear

respostas imunes similares a infecgdo natural. Fatores como quantidade de
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antigeno e dificuldades na produgdo para uso em larga escala sdo aspectos
questionados na viabilizagdo do uso de vacinas com parasitas vivos
atenuados (HANDMAN, 2001). O uso vacinas sintéticas e recombinantes
vem sendo bastante pesquisado e desenvolvido em varios paises na busca
de um ou varios antigenos que consigam induzir potente resposta Thl com
duradoura e efetiva protecao (HANDMAN et al, 1995; TITUS et al,
1995). Varios problemas ainda sdo evidenciados com relagdo a imunizacdo
ideal, condigbes de producdo dos antigenos, necessidade de adjuvantes,
riscos de efeitos colaterais e, considerando o amplo espectro do complexo
leishmania sua diversidade genética, a necessidade de uso de varios
antigenos (HANDMAN, 2001) .

Desde 1939, no Brasil foram iniciados estudos com vacina de
parasitas mortos contra leishmaniose tegumentar americana (PESSOA &
PESTANA, 1940; PESSOA, 1941). Em 1979 os estudos com vacinas de
promastigotas mortas de cinco cepas de leishmania obtiveram 74,5% de
positividade da reagdo de Montenegro apds trés meses da vacinacao
(MAYRINK et al, 1979b). Esta positividade, que se manteve apds um ano
em 73,2% dos individuos, foi decrescendo gradualmente no segundo ano
para 54,1% e no terceiro ano para 30,9%; a resposta linfocitaria persistiu
mesmo apods os trés anos da data de vacinagdo em 30% dos vacinados

testados. Os mesmos autores, com 0 mesmo antigeno e em diferente area,
encontraram uma positivacdo da reacdo de Montenegro de 85% (MAYRINK

et al, 1985) Muitos estudos com a vacina constituida por multiplas
especies foram conduzidos em areas endémicas do Brasil e as Forgas
Armadas Brasileiras tém utilizado essa vacina em militares residentes em
areas nao endémicas e que viajam para treinamento na selva (MAYRINK et
al, 1979a; ANTUNES et al, 1986; MAYRINK et al, 1985;
NASCIMENTO et al, 1990). Entre os vacinados, a incidéncia da doenca
nos que converteram a reagao de Montenegro caiu significativamente em
area consideradas de alto risco (ANTUNES et a/., 1986; NASCIMENTO et

al, 1990). A conversao da resposta ao teste de hipersensibilidade tardia
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com o antigeno de leishméania pode entdo ser adotada como um possivel
marcador de protecao. Nos estudos brasileiros, a taxa de conversdao da
reagao de Montenegro de negativa para positiva variou aproximadamente
entre 50 a 90% dos vacinados (ANTUNES et a/, 1986; MAYRINK et a/,,
1979a; MAYRINK et al., 1985; NASCIMENTO et a/.,, 1990).

Em 1988, a vacina proposta por Mayrink et a.(MAYRINK et al.,
1979a; MAYRINK et al, 1985) se tornou comercial com o nome de
Leishvacin®, porém, baseada na recomendacdo da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), sua composicdo foi alterada para uma sé cepa, sendo a cepa
de referéncia a L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8).

A vacina é produzida pela BIOBRAS de acordo com Good
Manufacturing Processes (GMP). A dose padrdo recomendada € de 360 ng de
proteina nitrogenada por dose e feita com 50% de promastigotas inteiras e
50% maceradas diluidas em solugdo salina com thimerosal a 1:10.000 (DE
LUCA et al, 1999). Um estudo de Marzochi e colaboradores com a
Leishvacin® demonstrou novamente altas conversbes da reacdo de
Montenegro nos grupos testados, chamando porém atengdo que no grupo
que recebeu apenas placebo a conversao também ocorreu em 8 dos 12
(66,6%) individuos testados, sugerindo a possibilidade de exposicdo paralela
ao agente, reagao alérgica ao diluente ou mesmo imuniza¢do com o proprio
antigeno usado para o teste (MARZOCHI et a/., 1998). Desse modo, esses
dados limitam a utilizagao da reagdo de Montenegro como um modelo padrao
para avaliar a resposta imune em leishmaniose e levantam a possibilidade de
que o teste por si sd tenha também um potencial imunogénico
(NASCIMENTO et al, 1990; ALIMOHAMMADIAN et al, 1993;
CONVIT et al, 1993). Em todos os estudos citados, os efeitos colaterais da
vacina com promastigotas mortas foram minimos a inexistentes, mesmo
utilizando-se o triplo da dose padrdo recomendada (MARZOCHI et al,
1998).
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O Fator Estimulador de Colénias de Granuldcitos e Macréfagos (GM-
CSF) é uma citocina capaz de estimular a producdo de granuldcitos e
mondcitos. O GM-CSF é uma glicoproteina com 22kD produzida por células T,
fagdcitos mononucleares, células endoteliais vasculares, fibroblastos e células
do estroma de medula dssea. Nos humanos GM-CSF age primariamente nos
precursores da medula dssea, estimulando o desenvolvimento de leucdcitos
e o crescimento de células precursoras de plaquetas e hemacias. GM-CSF
também ativa leucdcitos maduros, mimetizando a acdo do y-interferon. GM-
CSF ndo € detectavel na circulagdo e provavelmente age nos locais de
producdo. Fator Estimulador de Colonias de Granuldcitos e Macréfagos
sintético (rhGM-CSF) tem sido utilizado para estimular a medula dssea de
pacientes com defeito na hematopoiese e estimular a medula dssea a se
recuperar apods quimioterapia citotdxica ou transplante de medula Ossea
(SALLUSTO & LANZAVECCHIA, 1994).

GM-CSF tem a propriedade de aumentar a atividade microbicida de
macrofagos fazendo com que ele tenha maior atividade leishmanicida. O
rhGM-CSF ja foi utilizado no tratamento de neutropenia associada a
leishmaniose visceral e tem reduzido o tempo para a cura clinica de
pacientes com leishmaniose tegumentar quando administrado associado a
antimonial pentavalente (ALMEIDA et al, 1999).

Por sua vez, o rhGM-CSF exerce multiplos efeitos na resposta
imunoldgica e em modelos experimentais bem como na pessoa humana tem
sido utilizado como adjuvante na vacinagdao. Quando administrado em
associagao com a vacina contra hepatite B, no mesmo sitio de inoculacdo, foi
observado que apds 28 dias, no grupo que usou rhGM-CSF associado, a
presenca de titulos protetores de anticorpos em 11 dos 81 individuos, o que
nao aconteceu em nenhum dos 27 que usaram placebo (TARR et al,
1996). Esses efeitos podem ser devido a propriedades conhecidas do GM-
CSF em ativar macrdfagos, aumentar a migragdo e maturagdo de células
dendriticas, promover potente ativacdo de células T e aumentar expressao
de antigenos MHC classe II (GASSON, 1991). Dando suporte a esses
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dados, ha a documentagdo de que macréfagos tratados com rhGM-CSF e
antigeno soltvel de leishmania tém a capacidade de mediar resposta imune
protetora contra L. major em camundongos BALB/C (DOHERTY &
COFFMAN, 1993).

Considerando que nos estudos prévios com Leishvacin® os individuos
eram selecionados por apresentar teste cutaneo negativo (ANTUNES et al.,
1986; MAYRINK et al, 1979a; MAYRINK et a/, 1985; NASCIMENTO
et al, 1990) e sabendo-se que o proprio antigeno utilizado para a
realizacdo da reagdo de Montenegro pode sensibilizar os individuos ndo
expostos a leishmania (NASCIMENTO et a/, 1990; ALIMOHAMMADIAN
et al, 1993; CONVIT et al, 1993) o objetivo do terceiro trabalho foi de,
através da selegdo de individuos que ndo responderam in vitro a
apresentagdo de antigeno de leishmaénia, documentar a resposta imune a
Leishvacin® e a capacidade do rh GM-CSF de funcionar como adjuvante a

referida vacina.
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ARTIGO

Surto de leishmaniose tegumentar americana em Canoa,
Santo Amaro, Bahia, Brasil

An outbreak of American cutaneous leishmaniasis in Canoa,
Santo Amaro, Bahia, Brazil

Ivonise Follador, Cibele Araujo, Maria Amélia Cardoso, José Tavares-Neto, Aldina Barral,
José Carlos Miranda, Achiléa Bittencourt e Edgar M. Carvalho

Resumo £m 1993, um surto leishmaniose tegumentar americana (LTA) foi detectado no povoado
rural de Canoa, municipio de Santo Amaro, Bahia. Um estudo observacional prospectivo delineou-
se, com objetivo de determinar as taxas de freqliéncia e caracterizar clinicamente a doenga.
Foram acompanhados 555 individuos, registrando-se 29 casos de LTA, 11 casos sugestivos de
LTA pregressa e 529 sadios. Desses 529 sadios, 65 apresentaram reagdo de Montenegro positiva
sem qualquer evidéncia presente ou passada de doenca. A prevaléncia de LTA no periodo de
estudo foi de 5,2% (29/555). A leishmania envolvida foi caracterizada como Leishmania braziliensis
€ o vetor, Lutzomyia intermedia. Foram detectados cdes e equidecs infectados por leishmania.
O acometimento de criangas menores de 10 anos, o acometimento iqual entre os sexos e um
componente de agregagdo familiar sugerem um padrdo de transmissao peri ou intradomiciliar.

Palavras-chaves: Leishmaniose tegumentar. Surto. Leishmania. Epidemiologia.

Abstract An outbreak of American cutaneous leishmaniasis (ACL) was detected in the village of
Canoa in 1993. A prospective observational study was outlined to determine the frequency rates
and to clinically characterize the disease. A total of 555 people were followed up. There were 29
cases of ACL, 11 cases of probably previous ACL (scars) and 529 healthy individuals. Of these
529 individuals, 65 had a positive Montenegro reaction without any present or past evidence of
leishmaniasis. The prevalence of ACL during the two years was 5.2% (29/555). The leishmania
involved was Leishmania braziliensis and the vector, Lutzomyia intermedia. Evidence of infection
was detected in dogs and horses. The high frequency of the disease among children under ten
years, the similar sex distribution of cases and a component of familial aggregation suggest a
peri- or intra-domiciliary transmission.

Key-words: Cutaneous leishmaniasis. Outbreak. Leishmania. Epidemiology.

A leishmaniose tegumentar ja foi descrita
em todos os continentes, exceto na Oceania,
estimando-se em cerca de 185.380.000 pessoas
sob o risco da infecgdo, com a ocorréncia de
295.800 casos novos anuais sendo 59.8300 nas
Américas®. Nas Américas, a leishmaniose
tegumentar americana (LTA) se distribui
amplamente, desde o Texas até o norte da
Argentina, ndo havendo relato de casos apenas

no Canada, Chite e Uruguai. No Brasil, a doenga
tem sido documentada em praticamente todos
os estados'®??. A LTA é conhecida no estado da
Bahia desde o inicio do século XIX% 2*. Nessa
chamada de fase baiana da doencga, a expanséo
da cultura de cacau atraia trabalhadores de
vérias regides do pais e a maioria dos pacientes
era proveniente do Recbncavo e regido sul do
estado, areas servidas pela estrada de ferro®.
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Atualmente, a LTA é endémica em
praticamente todo o estado, com transmissao
ativa e surtos epidémicos registrados em varias
localidades. Em Trés Bragos, onde desde 1974
existe um nucleo de estudo da LTA, a prevaléncia
é de 14,9% e a incidéncia anual média de 8,1
casos/1.000 habitantes, com 2,7% evoluindo
para a forma mucosa, evolugao esta que ocorre
em uma meédia de 6 anos'®. Varios trabalhos vém
caracterizando o0s aspectos clinicos e
epidemioldgicos da LTA na regiao®®®'?, porém
poucos estudos clinico-epidemiolégicos existem
em outras areas da Bahia®.

O risco de infecgdo, classicamente atribuido
as formas de ocupacao dos ambientes florestais
pelo homem (formas zoondticas), vem ressurgindo
com outra feigdo em areas onde focos ativos da
doenca sobreviveram em pequenas matas

residuais, havendo a urbanizacao da LTA (formas
antropondéticas), com adaptagao dos agentes e
vetores aos novos ambientes, envolvendo os
animais domésticos?®®. A urbanizagao das
leishmanioses tem sido documentada em
diversos estados do Brasil como Sao Paulo, Rio
de Janeiro e Espirito Santo'® 6212728 O papel
dos surtos na perpetuagcao da endemia é
conhecido, mas a falta de estudos sobre a
estrutura epidemiologica dos mesmos dificulta o
conhecimento dos fatores envolvidos na
incidéncia humana dessa doenca' 'é.

Em margo de 1993 um surto de LTA foi
detectado no vilarejo de Canoa, municipio de
Santo Amaro, Bahia, onde nao havia registro
prévio da doenc¢a. Nesse trabalho séo descritos
0s aspectos clinico-epidemiologicos da LTA neste
vilarejo.

MATERIAL E METODOS

Caracterizagdo geogrédfica da regidao. O
municipio de Santo Amaro situa-se no Recéncavo
Baiano a 71km da capital do estado, Salvador,
12 33’ latitude sul, 38 42’ longitude oeste, 50m
com relagdo ao nivel do mar. A temperatura
média anual é de 25,4°C. Canoa é um povoado
rural, com 163 habita¢des, distribuidas ao longo
de uma estrada vicinal de 2,6km, na linha de
cumeada do centro de dispersao de dois rios, rio
Subaé e rio Traripe. Ha predominio de plantagcées
de bananas e mandioca que chegam em alguns
trechos a rodear totalmente as casas. Ha luz,
porém nao ha dgua encanada ou rede de esgoto.
As casas (Figura 1) sao na maioria bem simples,

de reboco, teto de telha e chao de cimento. O terco
final do povoado, da casa 101 até a casa 163, é
denominado Canoa de Baixo e os dois tercos
iniciais, da casa 001 até a casa 100, denominado
de Canoa de Cima. A mata ao redor € residuo
secundario da Mata Atlantica, evidenciando
extensas areas de desmatamentos antigos e
recentes (Figura 2), estes ultimos predominando
no tergo final do povoado.

Inquérito epidemiologico. O presente estudo
desenvolveu-se de margco de 1993 a margo de
1995. No primeiro ano do estudo, todas as casas
do povoado foram cadastradas, com ficha clinico-
epidemioldgica por casa, e todos os moradores

39

Figura 2- Casa 163, padrao tipico das habitacées do

Figura 1- Area de desmatamento recente ao fundo da
povoado, onde foram detectados 7 casos de LTA.

casa 163, Canoa- Santo Amaro- Bahia.
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avaliados com exame clinico-dermatologico e
reacao de Montenegro. No decorrer dos dois
anos todos os casos suspeitos de LTA cutanea
ou mucosa e todos individuos que apresentaram
reacao de Montenegro positiva foram avaliados,
clinica e laboratorialmente, inclusive com exame
otorrindlaringoldgico.

Exames laboratoriais. A Reagdo de Montenegro
foi realizada com antigeno sollivel de Leishmania
amazonensis (MHOMBr88-Ba 125) padronizado
com 250u gramas de proteina/ml. A sorologia para
leishmaniose foi realizada pela técnica padréo de
ELISA, previamente descrita. A cultura do aspirado
da lesdo ou do ganglio préximo a lesdo foi realizada
em meio de cultura NNN. O exame histopatoldgico
foi feito pela técnica de hematoxilina-eosina.

inquérito nos animais domésticos e inquérito
flebotominico. Dois inquéritos soroldgicos
caninos foram realizados, um em maio de 1993
e outro em maio de 1994, sendo o primeiro através
da técnica de imunofluorescéncia com sangue

colhido em papel de filtro e o segundo através
da técnica de ELISA em soro. Um inquérito
sorolégico nos equideos foi realizado em outubro
de 1994, através da técnica de ELISA, com material
processado na Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) do Rio de Janeiro, RJ. Um inquérito
flebotominico foi feito em trés pontos diferentes
do povoado, através das armadilhas de Shannon
e luminosas. A caracterizacdo da espécie de
flebotomineo foi feita no Instituto Oswaldo Cruz
{(FIOCRUZ) de Salvador, BA.

Analise estatistica. Os dados coletados foram
inseridos em banco de dados do programa EPI-
INFO versdo 6.0, da Organizagdo Mundial de
Saude. Para analise de significancia estatistica
foram utilizados os seguintes testes: Teste “t" de
Student, teste exato de Fisher, qui-quadrado,
razdo de prevaléncia e risco relativo. As
diferengas foram consideradas estatisticamente
significantes quando a probabilidade de erro tipo
I foi < 0,05.

RESULTAROS

O inquérito populacional clinico-epidemioldgico
constatou a presenga de 163 habitagdes, com
604 habitantes, dos quais 555 foram avaliados.
A média de idade da populagao foi de 24,0 + 19,6
anos, sendo 283 (51%) do sexo masculino e 306
{55,2%) com menos de 20 anos de idade. O
numero de moradores da area de Canoa de
Baixo foi de 202 (36,4%) individuos.

O inquérito socio-econdmico realizado revelou
serem os chefes de familia predominantemente
analfabetos ou com alfabetizacao basica (66,4%)
e lavradores (71,4%). Com relag&o aos domicilios,
0 inquérito revelou que a maioria das habitagdes
era de taipa (56%), com piso de cimento (77,5%),
sem agua potavel (79,1%), sem fossa (79,1%) e
com energia elétrica (94%). Nao houve diferenca
estatisticamente significante com relagdo as
variaveis sécio-econdmicas quando se comparou
Canca de Cima com Canoa de Baixo. Também
néo houve diferenca estatisticamente significante
quando se comparam as variaveis soécio-
econdémicas dos domicilios com casos presentes
ou passados de doenga com as dos domicilios
sem casos de doenca.

Foram registrados 129 caes (1,08 céo/
domicilio = 1,46), 61 gatos (0,52 gato/domicilio
+ 0,81) e 135 equideos (1,13 eqiideo/domicilio
+1,31) nos domicilios residenciais.

No decorrer do primeiro ano, foram avaliados
555 moradores, encontrando-se na primeira

avaliagdo 11 individuos com LTA, 11 com histéria
e cicatriz caracteristicas de doenga passada sem
tratamento especifico e com o teste intradérmico
positivo (cura espontanea) e 533 sadios
clinicamente e sem histdria pregressa de LTA.
Neste Ultimo grupo, 468 (87,8%) apresentaram
reacdo de Montenegro negativa e 65 (12,2%)
positiva. Ainda no primeiro ano de estudo mais
7 casos de LTA foram diagnosticados & no
decorrer do segundo ano mais 11, todos com
avaliagdes prévias negativas. Ao todo ocorreram
29 casos de LTA. A prevaléncia de LTA com
lesbes ativas nos dois anos do estudo foi de 5.2%
(29/555). A razdo de prevaléncia da doenga ativa
em Canoa de Baixo com relagao a Canoa de
Cima foi de 4,59 [IC95%; 2,07-10,17]. A
prevaléncia de individuos sadios com reagao de
Montenegro positiva foi de 11,7% (65/555). A
incidéncia de LTA foi de 3,5% (14/464) na coorte
acompanhada.

Caracteristicas clinicas da leishmaniose
tegumentar. Dos 29 casos diagnosticados de
LTA, 23 (79,3%) apresentavam forma cuténea,
5 (17,2%) a forma cutdneo-mucosa simultdnea
e um (3,4%) a forma disseminada (também com
lesdo mucosa). Nao ocorreram casos de forma
mucosa isolada ou de forma difusa da doenga.
Dos 29 casos, 21 ocorreram em Canoa de Baixo
e 8 em Canoa de Cima (p <0,001). Esses dados
estdo demonstrados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Distribui¢do dos casos de LTA nas duas partes do povoado, em Canoa- Santo Amaro- Bahia, 1993-1995.

Parte do povoado Populagao doente

n %o

Canoa de Baixo 21 10,4
Canoa de Cima 8 2,3
Total 29 L DE

(p = 0,001; ¥ =17,15).

Os 29 casos ocorreram em 15 familias, com
a média de 1,93 casos/familia, sendo 11 (73,3%)
familias com um caso e 4 familias cada uma com
2,4, 5 e 7 casos respectivamente. Considerando-
se o fato de existir ou ter existido um doente na
casa, a chance de ter outro doente na mesma
casa foi 4,5 vezes maior nesses casos do que
em casas sem doente (p < 0,0001).

Os casos de LTA foram diagnosticados
predominantemente(22/29) de dezembro a
mar¢o de cada ano. Nao houve diferenca
estatisticamente significante dos 29 casos com
relacao a média de idade e sexo, quando
comparados com a populagao geral. A distribuicao
dos casos de acordo com a ocupagao mostra
que 14 (48,3%) eram estudantes e 10 (34,5%) eram
lavradores.

Figura 3- Lesdo ulcerada tipica em membro superior
direito de crianga de 3 anos.

tempo de evolugao maior que 60 dias e das formas
papulo-nodulares e ectimatosas com um tempo
de evolugcao menor que 60 dias (p < 0,0001). O
tamanho médio das lesoes foi de 18,5 + 9,8mm.
O comprometimento mucoso simultaneo a lesdes
cutaneas ocorreu em seis (20,7%) dos 29 casos.

500

Populagao sadia Total

n LTI n B e O S
181 89,6 202 100,0
345 97,7 353 100,0
526 948 i 555 100,0

O numero total de lesoes foi de 77 lesdes
para 28 casos, excluindo-se dessa
contagem o paciente com a forma disseminada.
A média de lesdes por paciente foi de 2,8 lesoes.
Nao houve diferenca estatisticamente significante
na proporcao de criangas com multiplas lesoes,
guando comparadas com os adultos na mesma
situacao. A distribuicao por local afetado mostra
que de 77 lesdes, 55 (71,4%) situavam-se acima
da linha da cintura pélvica, nao havendo
diferenca entre criangas e adultos.

A lesao do tipo ulcerada (Figura 3) ocorreu
em 45 (58,5%) das 77 lesbes e outras formas,
papulo-nodular e ectimatosas (Figura 4),em 32
(41,5%) lesdes. Associando-se os tipos clinicos
com o tempo de evolugdo, observa-se uma
relacdo direta das formas ulceradas com um

Figura 4- Duas pequenas lesoes pdpulo-ulceradas em
membro inferior direito, com 8 dias de evolucao e que ao
exame histopatoldgico apresentavam indice parasitario
3 (100 parasitas X 100 campos).

Todos os casos de comprometimento mucoso
simultaneo ocorreram com lesdes muitiplas e
com lesdes acima da cintura pélvica (p < 0,0001).
A adenopatia ocorreu em 23 (79,3%) dos 29
casos. Nos casos de diagnostico recente, com
tempo de evolucao menor ou igual a 60 dias,
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todos apresentaram adenopatia. O comprometimento
ganglionar caracterizou-se por ser na cadeia préxima
alesdo, em alguns casos bilateralmente, mesmo
sem lesao no lado contra lateral (6/23), com
caracteristicas inflamatérias (méveis, dolorosos
e ndo aderidos), chamando aten¢&o, em sete casos,
o tamanho volumoso dando aspecto tumoral. Nos
casos em que o comprometimento era também
contra lateral, os ganglios tinham tamanho maior que
5cm, eram dolorosos, fusionados e nao aderidos.

A reacado de Montenegro foi positiva em 26
dos 29 (89,7%) casos na primeira avaliagdo com
lesdo suspeita, sendo a média da enduragdo de
17,6 £ 1,4mm. Dois dos doentes com reagéo de
Montenegro inicial negativa, tinham oito e quinze
dias de evolugao, e tornaram-se positivos quando
repetiram a reagao. A sorologia (ELISA) para
leishmaniose foi positiva em 16 (565,2%) casos
,apresentando uma relagéo direta com o tempo
de evolugao maior que 60 dias (p < 0,001).

Os achados histopatoldgicos predominantes
foram: presenga de intenso infiltrado inflamatério
linfo-plasmocitario (64,7%), de reacgéo
granulomatosa (76,5%) e de epidermotropismo
(82,4%). Em todos os 11 casos, nos quais o
parasito foi cultivado, a espécie de leishmania

caracterizada através de anticorpo monocional
foi a Leishmania braziliensis.

Os casos de doenga foram tratados com
antimonial pentavalente (Glucantime), via
venosa, na dose de 20mg SbV/kg/dia durante 20
dias, repetindo-se a série apds 4 semanas da
primeira naqueles que ainda apresentavam lesao
ativa. Ndo houve caso de faléncia terapéutica.

Inquérito nos animais domésticos e inquérito
flebotominico. No primeiro inquérito canino,
realizado em maio de 1993, foram examinados 104
cées dos quais cinco (4,8%) tiveram a sorologia
positiva para leishmaniose. No segundo inquérito
canino, feito em dezembro de 1994, foram
examinados 100 caes dos quais oito (8%) tiveram
a sorologia positiva para leishmaniose. Em
setembro de 1994, o exame clinico e inquérito
sorolégico foram realizados nos equideos do
povoado, tendo sido examinados 77 animais.
Nenhum eqliideo apresentou fesdo cutdnea
sugestiva de leishmaniose e o teste soroldgico
foi positivo em 17 (22%). Em dezembro de 1994,
o inquérito flebotominico realizado evidenciou
predominio da Lutzomyia intermedia em 94%
dos flebotomos examinados (47/50), mas também
sendo capturados Lutzomyia migonei e
Lutzomyia (Nyssomyia) sp.

DISCUSSAQ

Mudangas ambientais tém sido associadas
a mudangas no perfil epidemiolégico da
leishmaniose tegumentar, com descrigbes cada
vez mais freqlientes de surtos em areas urbanas
e peri-urbanas, sugerindo uma adaptagédo do
vetor e de todo seu ecossistema a essas regides',
O presente estudo detectou e acompanhou um
surto de leishmaniose tegumentar no povoado
rural de Canoa, municipio de Santo Amaro, BA,
area de colonizagéo antiga e populagdo estavel.
A diferenca estatisticamente significante
encontrada entre o grupo de sadios com o de
doentes foi o do local de moradia, havendo no
ultimo grupo um forte predominio de moradores
de Canoca de Baixo, terco final do povoado onde
uma alteragdo ambiental muito acentuada vem
acontecendo, com desmatamentos recentes e
antigos e uma maior proximidade da mata as
casas. As demais variaveis testadas nao
mostraram diferencgas, sugerindo que a questéo
seja ambiental. Os casos de LTA ocorreram
predominantemente nos meses de dezembro a
margo, época de verdo, calor e umidade na
regiao. Nao existe claramente um padrac sazonal
na transmissdo da leishmaniose tegumentar e
os estudos demonstram grande variagdo na

época de maior ocorréncia, havendo relatos de
maior predominancia do vetor nos meses
guentes e Umidos's ",

No presente estudo houve um comprometimento
elevado de criangas, com taxas semelhantes
entre os dois sexos € com um possivel componente
de agregacdo familiar, sugerindo padrdo de
transmissdo peridomiciliar ou intradomiciliar.
Este padrdo de transmissao é freqlientemente
descrito na regido Sudeste do pais'® 7?4 As
lesdes eram multiplas, extensas e com localizagao
predominante acima da cintura pélvica. Esses
sdo fatores de risco?' para o desenvolvimento da
forma mucosa e justificam a elevada freqiiéncia
de doenga mucosa observada nesse surto. A
ocorréncia de multiplos casos em algumas
familias sugere transmissdo peridomiciliar,
podendo também se levantar a questéo do papel
do homem na cadeia de transmissao e possiveis
fatores genéticos’?. Estudos futuros em area de
transmissdo de L. braziliensis precisam ser
desenvolvidos para detectar a importancia dos
fatores genéticos no comportamento da infecgao
e da doenca.

O achado de lesdes predominantemente na
pargdo superior do tronco ndc é o mais comum
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em dreas de LTA e também sugere transmisséo
intradomiciliar. Os flebétomos costumam voar baixo
e ao atingir pessoas deitadas poderiam alcancar
mais facilmente as regides altas do corpo®. Em
criangas, pela baixa estatura, é freqiente o
acometimento acima da cintura pélvica®.

O comprometimento ganglionar foi um
achado que esteve presente em todos os casos
de diagndstico precoce. A linfadenopatia vem
sendo reconhecida na literatura como um achado
freqlente e importante nos casos de LTA,
principalmente quando de diagndstico precoce®®.
E possivel que o comprometimento ganglionar
seja mais habitual do que o relatado em diversas
séries, estando associado ao inicio do
desenvolvimento das lesdes e que estudos em
campo, dentro da area endémica, tenham mais
chances de detecta-lo. Areacdo de Montenegro
é um exame de grande valor para diagnostico
de LTA, considerando ter mais de 90% de
sensibilidade e especificidade nas mais diversas
séries' 828 Em Canoa, a elevada taxa de
positividade da reagéo de Montenegro reforga a
importancia do teste intradérmico no diagnéstico
das leishmanioses.

A positividade encontrada nos inquéritos
sorolégicos canino e equideo revela uma
participagdo dos referidos animais domésticos
no ciclo da doenca no local, embora o real papel
dessa participagdo necessite de estudos mais
especificos. A documentagdo de caest® ' 20,
equideos’ 2% e roedores domésticos? dinfectados
por leishmania sugere a participagdo dos
mesmos na domiciliagdo e urbanizagao da LTA.

O encontro de L. intermedia nos domicilios e
peridomicilios, em dareas rurais e peri-urbanas,
sugere uma evolugdo da espécie a domiciliagdo’®
18162223 Em Trés Bragos, Bahia o predominio é
de L. whitmani®, com padrao de transmissao ainda
associado a areas de florestas e ocasionalmente
ocorrendo em areas peridomiciliares’. Em
Jequié®, Bahia, os dados também indicam um
padréo relacionado a maior exposi¢cdo humana
a floresta. O predominio de L. intermedia em
Canoa bem como as outras caracteristicas do
surto que indicam transmissédo peri ou
intradomiciliar diferem até entdo do padrédo
epidemioiégico de LTA encontrado no Estado
da Bahia.
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Epidemiologic and Immunologic Findings
for the Subclinical Form of Leishmania

braziliensis Infection

Ivonise Follador, Cibele Araiijo, Olivia Bacelar, Clarissa B. Araijo, Lucas P. Carvalho, Roque P. Almeida,

and Edgar M. Carvalho

Servica de Imunologia, Hospital Universitano Prof. Edgard Santos, Universidade Federal da Bahia, Salvader-Bahia, Brazil

The epidemiologic and immunologic findings for 104 subjects with subclinical Leishmania braziliensis in-
fection were compared with those for 29 patients with cutaneous leishmaniasis (CL) from the same area of
endemicity. Subjects had a positive leishmania skin test result and remained asymptomatic during the next 4
years of follow-up were considered to have subclinical infection. Patients with CL were younger, had larger-
diameter indurations after skin testing, and were more likely to have positive serologic markers than were
those with subclinical infection (P <.05). In subjects with subclinical infection, levels of interferon-y and tumor
necrosis factor-a in lymphocyte supernatants were lower than they were in patients with CL (P <.05); however,
mean interleukin-5 levels were slightly higher in patients with subclinical infection than in patients with CL.

These data indicate that, unlike patients with CL, individuals who do not develop disease when infected with
L. braziliensis may have the ability to modulate their immune response.

The typical clinical manifestation of American cuta-
neous leishmaniasis (CL) is a single ulcerated lesion
with elevated borders, frequently located on the inferior
limbs [1--2]. Parasite and host factors are related to the
clinical forms of leishmaniasis [3-6). The immunolog-
ical response in patients with CL is characterized by a
strong cellular immune response with evidence of a
delayed type hypersensitivity reaction to leishmania an-
tigen; lymphocyte proliferation; and high production
of IFN-v, the main cytokine that activates macrophages
to kill Lefshmania organisms |5, 7-9].
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Subclinical leishmania infection has been reported in
areas where Leishmania chagasi, the causalive agent of
visceral leishmaniasis, is endemic [9]. Compared with
patients with visceral leishmaniasis, who do not pro-
duce IFN-y when stimulated by leishmania antigen,
subjects with subclinical L. chagasi infection demon-
strate a T cell response to parasite antigen {10}, Al-
though no previous study has been designed to evaluate
the prevalence of subclinical Leishmania braziliensisin-
fection, it has been reported that ~10% of healthy
subjects have a positive result of a skin test for leish-
manid antigen in areas where L. braziliensis is endemic
{11-12].

The present study was performed in Canoa, a rural
village located in the state of Bahia, Brazil, where an
outbreak of CL occurred in 1993-1997. During this
period, the entire population of the village was evalu-
ated for Leishmania infection. A clinical and epide-
miologic survey was performed annually to determine
the frequency of the discase and the frequency of sub-
jects who had positive intradermal skin test results with-
out disease. In this study, we evaluated the epidemio-
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logic aspects of this outbreak and compared the immunologic
response of patients with CL to the response observed in sub-
jects with subclinical L. braziliensis infection. The clinical find-
ings for the 29 cases of CL detected in the area during the
study period have been described elsewhere [13].

PATIENTS AND METHODS

Area of endemicity and selection of subjects.  This study was
performed in the village of Canoa, municipality of Sante
Amaro, Bahia, Brazil. Santo Amaro is located 116 km north of
Salvador, the capital of the state of Bahia, at 12°33' south lat-
itude, 38°42" west longitude; the village is 50 m above sea level.
The mean annual temperature is 25.4°C. The village of Canoa
has 163 houses distributed along a road for 2.6 km; it is located
between the Subaé and Traripe rivers. The predominant veg-
ctation is banana trees and flowering trees that grow around
the houses. There is electricity but no piped water. The village
is divided into 2 arcas: the area from house 1 to 100 is called
“Canoa de Cima” (“uptown Canoa”), and the area from house
101 to 163 is called “Canoca de Baixo” {(“downtown Canoa”).
Around the village is a residual area of Atlantc forest with
extensive areas of old and new forest devastation, which pre-
dominate in the second (“downtown”) area of the village.

In March 1993, an outbreak of CL occurred in the village.
There was no information about previous cases of CL, and
there have been no reported cases of Chagas’ disease or schis-
tosomiasis in the area, although malaria was reported 30 vears
before the outbreak of leishmaniasis. In the first year of the
study, an epidemiologic survey was performed, as well as clinical
and laboratory evaluations (skin testing and serologic testing
for leishmania). Informed consent was obtained from the pa-
ticnts or their guardians, and the guidelines for human exper-
imentation of the Federal University of Bahia were followed in
conducting this clinical research. During that year, 555 of a
total of 604 inhabitants were evaluated. Monthly follow-up was
performed from 1993 through 1996 to detect new cases of the
disease. Each year, we performed a clinical evaluation and a
skin test with leishmania antigen for all healthy individuals, in
an attempt to determine the proportion of patients with in-
tradermal skin test conversion and their clinical outcomes. Sub-
jecls who had Montenegro skin test results that converted and
who then remained asymptomatic during the next 4 years of
follow-up were considered to have subclinical L. braziliensis
infection.

Intradermal skin test and serologic reactions. A delayed
type hypersensitivity test was performed with a soluble leish-
mania antigen prepared as described elsewhere [14]. Soluble
Leishmania amazonensis antigen was also used to perform an
ELISA test to detect antibodies against Leishmania species [15].

Immunologic studies. Lymphocyte proliferative response

and cytokine levels were measured in samples of peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) from subjects with subclin-
ical infection and from patients with CL before therapy was
initiated. Individuals with subclinical infection were recruited
from the group of patients who had skin test conversion. PBMC
were separated from venous blood by density gradient cen-
trifugation with use of the Ficoll-Hypaque method (Pharma-
cia). For proliferation assays, PBMC were adjusted to a con-
centration of 10° cells/mL in RPMI 1640 (Gibco) containing
penicillin and streptomycin and supplemented with 10% AB
normal human serum {7]. Aliquots of 2 % 10° celis in 0.2 mL
of RPMI 1640 were cultured in triplicate in flat-bottomed mi-
crotiter plates (Linbro Chemical) and stimulated with soluble
L. amazonensis lysate (2 pg/mLl) or “pokeweed” mitogen
(PWM) in a final dilution of 1:10. Cell proliferation was mea-
sured by the [*Hlthymidine uptake rate after 5 days of incu-
bation. The results were expressed as a stimulation index, which
was determined by dividing the counts per minute (cpm) for
stimulated cells in culture by the cpm for unstimulated cells.
Levels of IFN-7y, TNF-«, and 1L-5 were determined in PBMC
supernatant cultures by means of the ELISA sandwich tech-
nique [16].
Statistical analysis.
gram, version 6.0 (Centers for Disease Control and Prevention).
The Student’s 1 test, the x° test, and the Mann-Whitney U test
were used to compare the results for the 2 groups (i.e., subjects

Data were stored in the Epi-Info pro-

with subclinical infection vs. subjects with CL). Spearman’s test
was used to correlate the results of cytokine production tests
and skin tests. Differences were considered to be statistically
significant if the probability of a type I error was <.05.

RESULTS

The mean age (+£SD) of the population of Canoa was 24 *+
20 years; 306 (55%) of the 555 subjects were <20 years old.
Two hundred eighty-three subjects (51%) were male, and 272
(49%) were female, The number of residents in downtown
Canoa was 202 (36% of the study population). The annual
survey data are shown in table 1. In the first year of the study,
555 individuals were surveyed; 18 had active L, and 11 had
previous history of skin lesions with a typical scar of cutaneous
disease. These 11 individuals had positive skin test results and
denied having received any kind of therapy; these findings were
taken to indicate a self-healing infection. Of the 526 asymp-
tomatic subjects evaluated, 461 (88%) had a negative skin test
result and 65 (12%) had a positive result.

In the second year of the study, 11 additional cases of CL
were diagnosed, and 368 previously asymptomatic subjects were
evaluated. In this second evaluation, 18 subjects (5%} whose
first skin test result was negative converted to a positive result.
In the third year of the study, 214 healthy subjects who had 2
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Table 1.

Characteristics of patients in a prospective study of Leishmania braziliensis infection and

cutaneous leishmaniasis in Canoa, Santo Amaro, Bahia, Brazil, 1993-1996.

. &1
Patients with ealthy subjects

Patients Patients with prior disease With positive With negative
Time period evaluated  active disease”®  with selhhezalmgb skin test result  skin test result
NMar 1993-Mar 1994 555 i8 11 65 461
Apr 1994-Mar 1995 397 11 0 18 368
Apr 1985-Mar 1996 235 0 0 21 214
NOTE. Data are no. of patients or subjects

a

*atierts who had cutaneous leishmaniasis during the tme of the study.

° Subjects with the scar typical of cutaneous leishrmaniasts who had a past history of disease in which fesions healed without

therapy

previaus negative skin test vesults were reevaluated, and 21
(10%) converted to a positive test result. There were no cases
of CL in the third year of the study. This arca continues to be
clinically monitored; of the healthy individuals who had pos-
itive skin test results throughout the study, none has developed
CL. All 29 patients with active discase were treated with stan-
dard antimony therapy, and, after 4 years of follow-up, none
have had relapse.

A comparison of the clinical and laboratory data for subjects
with subclinical L. braziliensis infection with those for patients
with CL from the same area is shown in table 2. The patients
with cutaneous disease were younger, had larger-diamcter in-
durations after skin testing, and had a higher proportion of
positive serologic test results than did those with subclinical
infection. There was also a significant difference between in-
dividuals who resided in uptown Canoa and those who resided
in downtown Canoa: 84.6% of patients with CL were from
downtown Canoa, but fewer than one-half of the subjects with
subclinical L. braziliensis infection (43.3%) lived in this part of
the village (P < .001). Several socio-economic variables, such as
occupation, type of house, and conditions of hygiene, were
evaluated, and no significant difference was documented with
respect to these variables between the 2 parts of the village.

The lymphocyte proliferative response to leishmania antigen
was evaluated in 20 individuals with subclinical L. braziliensis
infection, 20 patients with CL, and 10 healthy subjects who

Table 2.

were not exposed to Leishmania organisms. In the group of
individuals with subclinical L. braziliensis infection, the stim-
ulation index for cultures stimulated with leishmania antigen
ranged from 1 to 63. Lymphocytes from all patients proliferated
when stimulated with PWM., The mean (= SD) stimulation
index for individuals with subclinical infection was higher than
that for healthy subjects who were not exposed to Leishmania
organisms (12 & 19 vs. 2 = 0.6; P<.001) and lower than that
for patients with CL (84 = 72; P<.001).

Figure 1 shows levels of IFN-vy, TNF-w, and IL-5 in the
supernatant of lymphocyte cultures from subjects with sub-
clinical L. braziliensis infection and patients with CL. The mean
(£8D) levels of IFN-y and TNF-a among subjects with sub-
clinical L. braziliensis infection were 296 = 308 pg/mL (range,
0-2075 pg/ml) and 55 £ 57 pg/ml (range, 0-364 pg/ml),
respectively. These values were lower than those for patients
with CI. The levels of IFN-y and TNF-@ in patients with CL
were 1546 = 1136 pg/mL (range, 0-3321 pg/mlL) and 259 %
260 pg/mL (range, 0--904 pg/ml.), respectively (P<.001). There
was a direct correlation between IFN-v levels and the diameters
of indurations after skin testing among subjects with subclinical
L. braziliensis infection (r, = 04123; P<.05).

Both groups had low levels of production of IL-5 in super-
natants of lymphocyte cultures. The mean level of IL-5 in sub-
jects with subclinical L. braziliensis infection (110 % 113 pg/mL
[range, 0-679 pg/mL]) was slightly higher than that observed

Epidemiologic characteristics and laboratory findings for individuals with

Leishmania braziliensis infection and cutaneous ieishmaniasis in Canoa, Santo Amaro,

Bahia, Brazil, 1993-1996.

L. brazilensis L. braziliensis

Characteristic or finding infection disease P
No. of patients 104 29 —
Male sex. % of patients 40.4 58.6 .08
Age, mean years . 31.9 194 .06
Diameter of skin test induration, mean mm 94 176 .02
Positive ELISA result, % of patients 46.2 846 <.005
Residence in downtown Canoa, % of patients 433 846 <.005
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Figure 1. Profile of cytokine levels in supernatants of lymghocyte
cultures from individuals with subclinicai Leishmania braziliensisinfection
and in patients with cutaneous leishmaniasis. Horizontal lines, mean
values.

in patients with CL (32 % 34 pg/mL [range, 0-85 pg/mL}).
This difference was not statistically significant (P> .03).

DISCUSSION

The leishmania intradermal skin test has been used to diagnose
CL for >50 years. This test has high sensitivity and specificity
and a good positive predictive value, making it very useful for
epidemiologic and clinical studies {12, 17, 18}. The use of dif-
ferent species of the parasite and different forms of antigen
preparation and the ability of the test to induce a delayed type
hypersensitivity reaction when it is performed a second time

ndicate the

with only a short interval between the 2 tests {1
need for standardization of the leishmania skin test. In the
present study, we used a soluble L. amazonensis antigen [14],
and the test was repeated after 1 year. A previous study showed
that no patients had leishmania skin test result conversion when
the test was repeated after an interval of t vear [20]. In the
Canoa area of endemicity, of 461 individuals with negative skin
test to leishmania antigen, only 8% had a positive intradermal
reaction after a second skin test during 3 years of follow-up.
Therefore, we assume that the conversion of the test result for
asymptomatic patients was related to exposure to leishmania
infection without development of disease. The possibility can
not be ruled out that some of these individuals developed one
or more small lesions that were not recognized as CL. However,
none of the subjects had the classic ulcer typical of CL.

The frequency of subclinical L. braziliensis infection in the
present study is similar to the percentage of individuals with a
positive skin test result reported in cross-sectional studies {11,
12,21, 22]. Environmental, parasite, and host factors may explain
the appearance of the disease in only a small percentage of in-
fected subjects. In Canoa, the Leishmania species isolated was L.
braziliensis, and the phlebotomous vector was Lutzomyia inter-
media {13]. 1t has been suggested that different sibling species
of Leishmania longipalpis differ in their propensity to modulate
the pathology of the disease transmitted {23}. It is also well known
that a single species of Leishmania, such as L. amazonensis, can
cause the whole spectrum of tegumentary leishmaniasis, includ-
ing mucosal disease, CL, and diffuse CL {4].

Host factors are also involved in determining the clinical
spectrum of leishmaniasis. Although patients with an evident
T cell response against parasite antigen develop simple cuta-
neous disease {9], patients with an impaired immune response
develop diffuse CL [6]. One of the important findings regarding
the role of the environment in the development of CL was that
the majority of cases of CL occurred in residents of downtown
Canoa, an area where a heavy devastation of forest was ob-
served. Because cases of subclinical infection were distributed
equally in both parts of the village, it is possible that factors
such as grade of exposure and parasite load could explain the
occurrence of these different clinical forms of infection. Con-
sidering that L. braziliensis was the only causative agent isolated
from patients and that the vector (L. intermedia) is associated
with L. braziliensis infection, it is unlikely that other Leishmania
species would be responsible for the sensitization of the subjects
we studied and the different clinical forms of the infection.

The immune response in patients with CL is characterized
by strong IFN-y and TNF-a production with nitric oxide ex-
pression, which has been demonstrated in biopsies for patients
with CL [24, 25]. Although these cytokines are important in
the control of leishmania infection, patients develop skin ulcers
characterized by an intense inflammatory reaction with few or
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no parasites at the site of ulceration [25). Therefore, it is pos-
sible that the unregulated synthesis of these cytokines may be
dangerous for the host. Recent studies have shown that IL-10
modulates the immune response in patients with CL [16] and
that inhibition of TNF-a production may improve the thera-
peutic response in patients with mucosal leishmaniasis [26].
Levels of 11.-10 were not measured in the present study. We
found that subjects with subclinical L. braziliensis infection had
lower 1FN-y and TNF-« levels and higher 1L-5 levels, compared
with patients with CL, which indicates that, unlike CL patients,
subjects who did not develop disease may have the ability to
modulate their immune response. The IFN-y and TNF-« pro-
duction observed in individuals with subclinical infection are
encugh to control parasite growth and do not mediate tissue
damage.
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Abstract

The immunological response in healthy subjects (o a crude leishmania antigen vaccine (Leishvacin plus thGM-CSF without prior
Montenegro (DTH) skin testing was evaluated. Fifty-six healthy volunteers received vaccine plus either placebo or rhGM-CSF at day 0,
followed by either a vaccine booster or placebo at day 21, IFN-y and [1.-3 levels were signiticantly enhanced by day 21. The udjuvant
group had a higher percentage of individuals with a significant response to vaccination than the ‘corresponding placebo group. Eighty-six
pereent of all volunteers were IYTH-positive by day 42. Leishvaein 1s capable of sensitizing lymphocyles from individuals not previously
exposed (o leishmania antigen. Use of thGM-CSF enhanced the immune response, indicating that it may improve immumological response

to the vaccine. €© 2002 Published by Elsevier Science Lid.

Kevwards: Lesshrnamasis: Vaceine: rhGM-CSE

1. Introduction

Due to the high incidence and prevalence of leishmania-
sis worldwide [1]. the development of an effective vaccine
is important. Recently, a crude leishmania antigen vaccine
was produced by Biobris (Moutes Claros, MG, Brazit) us-
ing only one strain of L. amazonensis (FLA/BR/GT/PHE).
Although the ability of this vaccine. commercially named
Leishvacin, (o induce delayed type hypersensitivity (IDFH)
and lymphoproliferative response have been documented,
skin test conversion also occurred in 67% of individuals that
received only placebo [2.3]. The ability of the Montenegro
skin test itself to induce DTH has been shown by others
[2-5]. These findings limit the use of the Montenegro re-
sponse as a marker to identify uncxposed individuals since
the skin test itself has immunogenic potential [3,6,7].

Granujocyte-macrophage  colony-stimulating  factor
(GM-CSF) increases microbicidal activity. inducing leish-
mania killing. Macrophages treated with recombinant hu-
man GM-CSF (rhGM-CSF) and leishmania antigen induced

" Corresponding author. Tel.: +35-71-237-7353
Fonail address: edgar@uibabr (EM. Carvalho).

0264-410X/02/% — see Tront matter €3 2002 Published by Lilsevier Science Ltd.
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a protective immune response against L. major in BALB/c
mice [8]. Additionally, thGM-CSF as an adjuvant improves
the immune response to hepatitis B vaccine {9]. In this
study, the immunological response of healthy subjects to
a crude leishmania antigen vaccine was evaluated. without
use of the Montenegro skin test prior to vaccination. Ad-
ditionally. the effect of thGM-CSF as an adjuvant o this
vaccine was examined.

2. Materials and methods

Fifty-seven healthy volunteers from the Brazilian Army
were enrolled in this randomized, double-blinded study. All
denied having lived in an endemic arca for leishmaniasis,
had no clinical history or scar indicative of cutancous leish-
maniasis, and had no evidence of an immune response to
leishmania antigen in vitro at day 0 of this study.

Leishvacin (Montes Claros, MG, Brazil), produced with
one strain of L. amazonensiy at a concentration of 800 pg of
protein/ml and containing 0.01% merthiolate, was vsed. A
360 pg dose of the antigen was chosen based on a previous
study {10]. Recombinant human GM-CSF (Novartis) was
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used in a concentration of 80 pg. following a pilot study,
which demonstrated that this concentration induced better
IFN-y production than 20 pg when used as an adjuvaat to
Leishvacin. Saline was uscd as a placebo. At day 0, partici-
pants were randomly divided into two groups. Immediatety
tfollowing intramuscular injection of the vaccine in the del-
toid region, those in Group | reccived placebo while those
in Group 2 received ThGM-CSF, injected intramuscularly at
the same site, At day 21, the two groups were subdivided:
individuals were randomly assigned to receive injection of
either the placebo (Groups 1A and 2A) or vaccine booster
(Groups 1B and 2B).

The IYTH skin test was performed with a leishmania anti-
gen from L. amazonensis strains (MHOM-BR-86BA-125)
prepared as previously described [11]. The test (4 pg
N/O.1 ml) was applied intradermally at day 42. An indura-
ton >5mm after 48 h was considered a posilive response.
Venous blood was collected prior to initial vaccination,
prior to the booster administration 21 days later, and
at 42 days post vaccination. Peripheral blood mononu-
clear cells (PBMC) were separated from blood using the
Ficoll-Hypaque density gradient (Pharmacia AB, Upsalla,
Sweden). Cells (3 x 106/mb) were stimulated with leish-
mana antigen (10 pg) or cultured with only media for
48 h. Levels of IFN-y. [1-5 and 1L.-10 were measured in
supernatants of PBMC cultures by the ELISA sandwich
technique.

Analyses were conducted using Epi Info 6.04¢ (CDC. At-
fanta. USA). The Mann-Whitney test was used to compare
measured cytokine levels. The Chi-square test was used to
compare proportions of cytokine response. Fisher's exact
test was used to compare proportions of positive DTH re-
sponse. Statistical significance was concluded when P <
0.05. This study was approved by the ethical committee of
Hospital Universitario Professor Edgard Santos and the ethi-
cal committee of the Brazilian Ministry of Health, Informed
consent was obtained from all participants.

3. Results

From the 57 subjects originally cnrolled, one was ex-

cluded due to production of 1FN-y cven in the absence of

leishmania antigen at day 0. In the remaining 56 individu-
als, IFN-y production in vitro with leishmania antigen was
absent or very low prior to vaccination, with a mean of 10+
21 pg/ml. Similarly. the mean 11.-§ level was 7 4 22 pg/ml.
Increases in cytokine production post vaccination were con-
sidered significant when the measured level was more than
two standard deviations above the mean level before vacei-
nation. That is, those with IFN-vy levels greater than 52 pg/ml
at day 21 were considered responders, as were those with
11.-5 levels greater than S1 pg/ml.

Fig. 1A shows IIIN-y levels in PBMC cultures stimulated
with leishmania antigen before vaccination and 21 days al-
ter. There was a significant increase in [FN-y production
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Fig. 1. Levels of cytokines before vaccination and 21 days after. Gray
box shows range of levels from 25th to 75th percentile, while lines extend
to minimum aod maxionem values. Part A cxpresses 1FN-y while part B
expresses 1L-5 levels,

from day 0 to day 21 in both groups. in Group 1. mean
(£ S.D.) IFN-y levels were 13 £ 25 and 104 4 206 pg/ml.
respectively. In Group 2, the mean levels were 6 :+ 17 and
277 + 553 pg/ml, respectively. Although the mean 1FN-y
level of Group 2 was more than double that of Group 1
at day 21, this difference was not statistically significant.
The number of responders in IFN-y production was slightly
higher in Group 2 (16/29; 559%) than in Group 1 (11/27:
41%). Fig. 1B shows levels of 1L-5 in PBMC cultures stim-
ulated with leishmania antigen before vaccination and 21
days after. Production of IL-5 wus significantly greater in
both groups at day 21 than prior to the vaccination. There
was no statistically significant difference in 1L.-S levels be-
tween the two groups levels on day 21. The number of re-
sponders in I11.-§ production in Group 2 (15/29; 52%) was
again slightly higher than in Group 1 (11/27: 41%). Produc-
tion of 11.-10 was very tow at day 21 in both groups. with a
mean of 3-45 pg/ml in Group | and 7:: 11 pg/ml in Group 2.

Table 1 shows cytokine levels and DTH vesponse on day
42, Tevels of TFN-y and IL-5 were similar between all four
subgroups at day 42. Levels ot 1L-10 remained low on day
42, and no significant difference was detected between the
four groups. The DTH response was only known in 51 of
the 56 stady participants due to loss to follow-up. A posi-
tive DTH response was observed in 44 individuals (86%).
The number of individuals with a positive DTH reaction was
higher in those that did not receive thGM-CSF (24/25; 96%)
than in those that received the adjuvant (20/25; 77%). How-
ever, this difference was not found to be statistically signit-
icant. Adverse side effects were not seen in the majority of
individuals. Ten of the 56 study participants reported pain

53
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Tablc |
Cytokine protile and DTH response of normal volunteers vaccinated with Leishvacin, by subgroup al day 42°

Groop |A Group IB Group 2A Groop 2B
IEN-y (pg/mb) 221 4+ 364 184 & 479 191 & 310 235 4 304
IL-5 pg/m]) 75 4 96 U7 4+ 113 162 + 280 280 & 398
11-10 (pg/mh 6+ 10 4+6 849 3k7

TTH-positive (1) 100% (15/15)

0% (K1)

T5% (9N2) 78.6 (11/14}

* Valoes are mean levels (:£5.1).) for cytokines and percentage (sample size) for DTH.

at the site of the injection and one individual in Group 2
experienced lumbar pain and a cutaneous rash that resolved
without therapy.

4. Discussion

‘The main finding of the present study is that a single dose
of a crude leishmania antigen vaccine, made from one strain
of L. amazonensis, is able to sensitize the lymphocytes of
individuals previously unexposed to leishmania antigen.
We also found that thGM-CSF enhances IFN-vy production
and the number of [FN-y responders, indicating that it im-
proves the immune response to the antigen. GM-CSF has
been used as adjuvant in vaccination against Leishmania
in experimental animals {8] and as a therapy for human
cutancous leishmaniasis [12]. The improvement of antigen
presentation with GM-CSF [8] leading to an efficient and
modulated immune response may explain the use of this
cytokine in hoth situations in leishmaniasis. In such a case,
GM-CSF may enhance the immunc response with increas-
ing in parasite killing, without causing tissue damage.

Previous studies demonstrating the immunogenicity of
this vaccine were performed in subjects that had previ-
ously been exposed to leishmania antigen via the D'TH test
[10,13-17). High levels of fL-2 and TFN-y were documented
even prior to vaccination {2]. Since the Montenegro skin test
is able to convert the DTH reaction [4], it is difficult to deter-
mine from those previous studics the real potential immuno-
genicity of the vaccine. The present study excluded subjects
that may have had previous contact with leishmania antigen.
All the participants of this study had little or no evidence
of in vitro IFN-y production at day 0. Increased [FN-y pro-
duction 21 days post vaccination was observed in those that
received rhGM-CSF in addition to the vaccine. This concurs
with previous animal studies showing an adjuvant effect by
GM-CSF when administered in conjunction with leishmania
antigen {18,19]. Levels of IFN-y, a Thl-type cytokine, and
1L.-5, a Th2-type cytokine, tended to be higher in the group
that received rhGM-CSF, indicating that this cytokine might
cnhance the immune response to the vaccine, Although con-
trol of leishmania infection relies on a Thi type of immune
response [7], recent studies in cutancous [20] and mucosal
leishmaniasis [21] indicate that an exaggerated production
of Thi cytokines may lead to tissue damage in these dis-
cases. The enhancement of both IFN-y and [L-5 observed in

the present study indicate that GM-CSF eahances both Thl
and Th2 cytokines. Although IL-10 levels were not elevated,
production of this cytokine cannot be ruled out. First because
[L-10 regulates its own production [22]. Second because in
such diseases as schistosomiasis [23] and visceral leishma-
niasis, [24] even without documentation of high levels of
fL-10 in supernatant of lymphocyte cultures, neutralization
of this cytokine restores the Thi type of immune response.

Although this data shows that one dose of the vaccine is
sufficient to sensitize lymphocytes, itis difficult to determine
if slightly enhanced IFN-y production and positive skin test
are really markers of protection. Furthermore, immunologi-
cal response was only measured until 42 days after vaccina-
tion. A previous study found poor evidence of an immune
response to leishmania antigen just 1 year after vaccination,
suggesting that sensitization might wane with time [10]. In
addition, a previous study in monkeys showed that leishma-
nia vaccine alone conferred little protection, but that adju-
vants were able to improve the efficacy of the vaccine [25].
Although aluminum is good for the induction of serum anti-
body, the limitation of aluminum adjuvants to elicit cell me-
diated immune response, such as cytotoxic T cell responses,
indicate that alternative adjuvants should be investigated for
vaccines against intracellular microbes [26].

Thus, future studies should focus on comparing the effi-
cacy of different adjuvants with Leishvacin, and should as-
sess the duration of sensitization.
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3.
Discussao




O presente trabalho avaliou alguns aspectos envolvidos na dindmica
clinico- epidemiolégica e imunolégica da leishmaniose tegumentar,
inicialmente com o acompanhamento da populagao do povoado denominado
Canoa, municipio de Santo Amaro (na regido do Recdncavo Bahiano), por
mais de 4 anos, com inquéritos epidemioldgicos populacionais anuais por 3
anos consecutivos. Os casos clinicos encontrados, assim como 0s casos
documentados de infeccdo subclinica, foram acompanhados na coorte e
submetidos a avaliagdo clinica, laboratorial e imunoldgica. Desse modo
permitiu que o perfil clinico e da resposta imunoldgica em individuos com
doenga clinica fossem comparados com o encontrado em individuos com
infecgdo subclinica. Outras varidveis como vetor, reservatdrios domésticos e
diferengas socio-econdmicas entre as diversas partes do povoado foram
também avaliadas. Finalmente, tomando como base o conhecimento do
padrao de resposta imune de individuos naturalmente infectados e sem a
doenca, a resposta imune em individuos vacinados com antigeno de
leishmania e o papel do adjuvante em alterar essa resposta foram

documentados.

Mudancas ambientais tém sido associadas a mudangas no perfil
epidemioldgico da leishmaniose tegumentar, com descrigdes cada vez mais
freqlientes de surtos em dareas urbanas e peri-urbanas, sugerindo a
adaptacdo do vetor e de todo seu ecossistema a essas regioes (FORATTINI
et al., 1973). A publicacdo 1 demonstra a deteccdo e acompanhamento de
um surto de leishmaniose tegumentar no povoado rural de Canoa, municipio
de Santo Amaro-Bahia, drea de colonizacdo antiga e populagdo estavel. A
diferenca estatisticamente significante encontrada entre o grupo de sadios
com o de doentes foi 0 do local de moradia, havendo no ultimo grupo um
forte predominio de moradores de Canoa de Baixo, terco final do povoado
onde uma alteracdo ambiental muito acentuada vem acontecendo, com
desmatamentos recentes e antigos e uma maior proximidade da mata as
casas. As demais varidveis testadas ndao mostraram diferengas, sugerindo

que a questdao seja ambiental. Os casos de LTA ocorreram
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predominantemente nos meses de dezembro a marco, época de verdo, calor
e umidade na regido. Nao existe claramente um padrao sazonal na
transmissao da leishmaniose tegumentar e os estudos demonstram grande
variacdo na época de maior ocorréncia, havendo relatos de maior
predominancia do vetor nos meses quentes e Umidos (GOMES, 1985;
JONES et al., 1987).

No presente estudo, houve freqliente acometimento de criangas,
com taxas semelhantes entre os dois sexos € com um possivel componente
de agregacdo familiar, sugerindo padrao de transmissdao peri-domiciliar ou
intra-domiciliar. Este padrao de transmissdo é freqiientemente descrito na
regido Sudeste do pais (GOMES, 1992; GOMES, et a/, 1992; MAYRINK
et al, 1979b). As lesbes eram multiplas, extensas e com localizacao
predominante acima da cintura pélvica. Esses sdo fatores de risco para o
desenvolvimento da forma mucosa e justificam a elevada freqgiiéncia da
mesma observada nesse surto (MARSDEN, 1986). A ocorréncia de
multiplos casos em algumas familias sugere transmissdo peri-domiciliar,
podendo também se levantar a questao do papel do homem na cadeia de
transmissdo e possiveis fatores genéticos (COSTA et al, 1986b;
MAYRINK et al, 1979b). Estudos futuros em area de transmissdo de L.
braziliensis precisam ser desenvolvidos para detectar a importancia dos

fatores genéticos no comportamento da infec¢do e da doenga.

O achado de lesdes predominantemente na porgao superior do
tronco ndo é o mais comum em areas de LTA e também sugere transmissao
intra-domiciliar. Os fleb6tomos costumam voar baixo e ao atingir pessoas
deitadas poderiam alcancar mais facilmente as regides acima da cintura
pélvica (ARAUJO-FILHO et a/., 1981), como ocorre em criangas devido a
baixa estatura (CUCE et al., 1990).

O comprometimento ganglionar foi um achado que esteve presente
em todos os casos de diagndstico precoce. A linfadenopatia vem sendo

reconhecida na literatura como um achado freqiiente e importante nos casos
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de LTA, principalmente quando o diagndstico é precoce (BARRAL et al,
1992; BARRAL et al, 1995b). E possivel que o comprometimento
ganglionar seja mais habitual do que o relatado em outras séries, estando
associado ao inicio do desenvolvimento das lesdes e que estudos em area

endémica tenham mais chances de detectar esse achado clinico.

A reacdo de Montenegro € um exame de grande valor para
diagndstico de LTA, considerando ter mais de 90% de sensibilidade e
especificidade nas mais diversas séries (FURTADO, 1980; GUEDES et al.,
1990; SESSA et al, 1991). Em Canoa, a elevada taxa de positividade da
reagdo de Montenegro reforca a importancia do teste intradérmico no

diagndstico das leishmanioses.

A positividade encontrada nos inquéritos soroldgicos canino e
equideo revela uma participagao dos mesmos no ciclo da infeccdo em Canoa,
embora o real papel dessa participacdo necessite de estudos mais
especificos. A documentagdo de cdes, equideos e roedores domésticos
infectados por /eishmania sugere também a participagdo dos mesmos na
domiciliagdo e urbanizacdo da LTA (ALENCAR et al, 1960; ARAUJO-
FILHO et al, 1981; AGUILAR et al/, 1984; FALQUETO et al, 1986;
VEXANAT et al, 1986 a ; FALQUETO et al/, 1987; FALQUETO et al.,
1991).

O encontro de Lu. intermedia nos domicilios e peridomicilios, em
areas rurais e peri-urbanas, sugere alguma evolugdo da espécie a
domiciliagdo (FORATTINI et al/, 1976; GOMES, 1985; MARZOCHI,
1989; GOMES et al, 1992; MARZOCHI & MARZOCHI, 1994b) . Em
Trés Bracos-Bahia o predominio é de L. whitmani com padrdao de
transmissdo ainda associado a areas de florestas e ocasionalmente ocorrendo
em areas peri-domiciliares (VEXANAT et al., 1986a; JONES et al., 1987).
Em Jequié, Bahia, os dados também indicam o padrdo relacionado a maior
exposi¢do humana a floresta (DOS SANTOS et a/., 1993). O predominio de

L .intermedia em Canoa bem como as outras caracteristicas do surto que
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indicam transmissdo peri ou intra-domiciliar diferem do padrdo

epidemiologico de LTA encontrado em outras localidades do Estado da Bahia.

Para acompanhamento da coorte sadia e com reacao de Montenegro
negativa, foi realizado um inquérito anual, repetindo-se a avalia¢do clinica e
a realizagao da reagdo intradérmica com antigeno de leishmania. Foi utilizado

um antigeno solivel de L. amazonensis e as reacOes intradérmicas foram

repetidas com intervalo de um ano. Estudo prévio demonstrou ndo haver
nenhuma conversdao da reagao intradérmica com antigeno de leishmania
quando a mesma era repetida com um intervalo de um ano (WEIGLE et a/,
1991). Além desse fato, em um total de 235 individuos foi aplicado a reagdo
de Montenegro por 3 anos consecutivos, mas a positividade da reacao
somente foi observada em 39 desses moradores de Canoa. Portanto,
supomos que a conversao da prova foi relacionada com a exposicao a
infecgdo por leishménia, sem desenvolvimento de doenca, caracterizando

assim a infeccdo subclinica ou assintomatica.

A fregliéncia encontrada de infeccao subclinica por L. braziliensis em
Canoa foi semelhante a observada em outros estudos (OLIVEIRA-NETO et
al, 1988; GUEDES et al/, 1990; GOMES et al, 1992; SOUZA et al.,
1992). Aspectos relacionados ao ambiente, parasita, carga parasitdria, vetor
e fatores do hospedeiro podem explicar as razOes para 0 aparecimento da
doenga em uma porcentagem pequena de individuos infectados. Em Canoa o
agente isolado foi L. braziliensis e o flebdtomo predominante a Lutzomyia
intermedia. E bem documentado que a mesma espécie de leishmania, tal

como L. amazonensis, pode causar um amplo espectro de formas clinicas de

leishmaniose tegumentar, desde a difusa as localizadas e visceral da doenca.
Esse polimorfismo clinico pode ser influenciado pelas variagdes genéticas
intra espécie, carga parasitaria, fatores relacionados ao vetor e/ou fatores do
proprio hospedeiro (BARRAL et al, 1991; BARRAL et al, 1995a;
GOMES et al.,, 2002).
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O controle da infecgdo causada pela leishmania depende da resposta
imune celular. Desta forma, individuos cujos linfécitos ndo respondem a
antigeno de leishmania desenvolvem a forma clinica difusa (BARRAL et al.,
1991). Um dos resultados importantes na avaliagao do surto em Canoa foi a
demonstragao que a maioria dos casos de doenga ocorreu no trecho final do
povoado, onde havia grande devastacao da floresta. Nao obstante, os casos
de infeccdo subclinica estavam distribuido de modo uniforme por todo o
povoado, nao mantendo o padrao encontrado para 0s casos de doenga,
sendo possivel que outros fatores, tais como nivel de exposicao e carga

parasitaria, expliquem essa diferenca.

A publicacdo 2 analisa a resposta imune dos individuos com infecgdo
subclinica comparada com a encontrada nos individuos com doenga. Em
quase todas as doencas infecciosas e parasitarias observa-se as infeccoes
denominadas de assintomaticas ou subclinicas, as quais se caracterizam pela
evidéncia da ocorréncia da infeccdo sem contudo haver apresentagcao de
sintomas e sinais clinicos evidentes. Todos os dois termos podem sofrer
criticas quanto a ser o mais adequado ou ndo. Optamos no presente estudo
por utilizar o termo infecgdo subclinica, considerando ser essencial descartar
a possibilidade de o individuo ter apresentado manifestagbes clinicas
discretas na fase de contato inicial com o parasita, as quais passaram
desapercebidas pelo paciente ou nao foram reconhecidas como

caracteristicas da leishmaniose tegumentar.

Varios estudos, tanto em areas endémicas de leishmaniose cutdnea
guanto de visceral, ttm documentado a presenca de individuos sadios com a
reacdo intradérmica e ou teste soroldgico positivos. A despeito da dificuldade
em se isolar parasito nestes pacientes no sentido de realmente documentar
que tenha havido exposi¢do ao agente infectante, estes individuos tém sido
reconhecidos como portadores de infeccdo subclinica. O real papel desses
achados e o por que esses individuos ndo desenvolvem a doenga precisam
ser melhor esclarecidos, utilizando estudos de coorte prospectivos e estudos

eco-epidemiolégicos. A melhor compreensdao de aspectos clinico-
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epidemioldgicos e imunoldgicos nos individuos portadores de infecgdo
subclinica pode ser um caminho da investigacdo cientifica na busca de uma

vacina eficaz.

A resposta imune na leishmaniose cuténea é caracterizada pela forte
produgao de IFN-y, de TNF-a em células mononucleares do sangue periférico
estimuladas com antigeno de leishménia e pela expressdo de dxido nitrico
em fragmentos de tecido retirados por bidpsias de pacientes (CARVALHO et
al, 1985; BOGDAN et al, 2000). Embora estas citocinas sejam tdo
importantes no controle de infecgdo por leishmania, pacientes desenvolvem
Ulceras de pele caracterizada por uma reacdo inflamatdria intensa com
poucos ou nenhum parasita no local da ulceracdo (CARVALHO et al/,
1995). A despeito da importancia da resposta imune tipo Thl em impedir a
disseminacdo do parasita, é possivel que a falta de controle na sintese
dessas citocinas possa resultar em dano tecidual. Dao suporte a esta
hipétese a documentagdo da existéncia de resposta citotdxica e da presenca
de vasculite granulomatosa no sitio de aparecimento da Ulcera (MACHADO
et al, 2002b). Adicionalmente, o tratamento de paciente com lesdes
precoces de leishmaniose tegumentar (previamente ou concomitantemente
com aparecimento de pequenas Ulceras) resultou em elevado indice (45%)
de falha terapéutica, sugerindo que a destruicdo precoce dos parasitas ndo
muda o curso da doenga na grande maioria dos pacientes (MACHADO, et
al, 2002a). Estudo da resposta imune em casos de leishmaniose cutanea
demonstrou resposta linfoproliferativa ausente ou baixa, menor producao de
IFN-y e maior producdo de IL-10 nos casos de lesGes recentes (menos de 60
dias) quando comparados com lesdes tardias (mais de 60 dias). Houve
restauragao da resposta linfoproliferativa e da produgdo de IFN-y quando
anticorpos monoclonais anti IL-10 ou IL-12 foram adicionados, sugerindo
que, na fase inicial da infec¢do, haveria uma modulagdo negativa da resposta
promovida pela IL-10, o que poderia estar facilitando a multiplicacdo do
parasito ou modulando a resposta e impedindo dano tecidual (ROCHA et

al., 1999). Os niveis de IL-10 ndo foram dosados no presente estudo.
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Os individuos com infeccdo subclinica apresentaram niveis de IFN-y,
e TNF-a mais baixos e niveis de IL-5 mais altos quando comparados com
individuos com leishmaniose cutdnea. Como a IL-5 é uma citocina do tipo
Th2, os dados sugerem que individuos que entram em contato com a
leishmania e ndo desenvolvem a doenga tém as respostas Thl e Th2 mais
equilibradas, modulando melhor a resposta inflamatéria mediada pela
resposta Thl, diferentemente daqueles que evoluem com o aparecimento da
lesdo clinica. Nos casos de infecgdo subclinica, os mecanismos de defesa do
hospedeiro seriam capazes de controlar crescimento de parasita e
eficientemente modular a resposta inflamatdria, prevenindo o

desenvolvimento de dano tecidual.

Diferentes aspectos podem ser questionados como indutores dessa
modulagdo para o lado da infeccdo subclinica, como aspectos genéticos do
hospedeiro e do agente infectante, variagdes intra e inter espécies, carga
parasitaria e aspectos do proprio vetor (MARZOCHI & MARZOCHI,
1994b). O ideal seria a documentacdo da presenca do parasita nos casos
diagnosticados de infeccdo subclinica, através de técnicas de cultivo direto ou
indiretamente através de métodos mais especificos, como os biomoleculares,
a exemplo da técnica de reagdo de polimerase em cadeia (PCR). Contudo, o
dificil, nos casos dignosticados através da positividade do teste intradérmico
em individuos sadios, é saber quando essa viragem aconteceu, quando
houve o contato com o parasita, ja que os mesmos ndo apresentam sintomas
ou sinais e, assim, ha dificuldade de buscar a deteccdo direta do agente.
Tentativas no presente estudo de deteccdo do parasita, através da técnica de
PCR, foram feitas, mas os resultados foram inconclusivos ndo sendo incluidos
na publicagdo. Com relagdo ao vetor, estudos mais recentes vém
demonstrando que na leishmaniose visceral existe correlacdao altamente
significativa entre niveis de anticorpos da classe IgG anti glandula salivar do
flebdtomo com a resposta ao teste intradérmico (BARRAL, et al, 2000) e

imunizagdo com produtos de saliva de flebétomos tem a capacidade de
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proferir imunidade ao BALB/c e controlar a disseminacdo da infeccdo causada
por leishmania (GOMES et al.,, 2002).

Apesar da importancia e aumento da morbidade pela LTA no nosso
pais e no mundo, levando a necessidade de avancos na area profilatica e
terapéutica, a grande maioria dos estudos é transversal, poucas pesquisas
longitudinais prospectivas, provavelmente diante das dificuldades de
acompanhamento de area endémica a médio e longo prazo. O presente
estudo acompanhou uma area endémica de populacdo estavel por 4 anos
continuamente, o que permitiu avaliar incidéncia da infeccdo subclinica assim
como realizar o perfil da resposta imune em individuos previamente com
avaliagdo negativa e que positivaram o teste intradérmico sem o
desenvolvimento da doenga. Esses aspectos valorizam o0s dados da
publicagdao 2 e abrem muitas perspectivas de futuros estudos nao sé com
relacao ao papel da resposta imune frente a infecgao por leishmania como no

sentido de identificar antigenos do parasito para potencial uso em vacinas.

O principal achado da publicacdo 3 sobre a resposta imune de
individuos vacinados com antigeno de leishmania na presenca ou ndo de um
adjuvante, o rhGM-CSF, € que uma Unica dose de uma vacina bruta de
antigeno de leishmania (cepa Unica de L. amazonensis) é capaz de
sensibilizar linfocitos de individuos previamente ndo expostos. Também foi
documentado que a utilizagdo de rhGM-CSF desencadeou aumento dos niveis
de produc¢do de IFN-y, assim como aumentou o numero de respondedores,
indicando que esse adjuvante de fato melhora a resposta imune ao antigeno.
Estudos prévios que demonstraram o poder imunogénico desta vacina foram
realizados em individuos que anteriormente haviam sido expostos a antigeno
de leishmania através da reacdo de Montenegro (MAYRINK et al, 1979a;
MAYRINK et a/, 1985 ANTUNES et a/, 1986; NASCIMENTO et al.,
1990; MENDONCA et a/, 1995). Niveis altos de IL-2 e IFN-y foram
documentados em um outro estudo antes da vacinacdo (DE LUCA et al,
1999). Considerando que a reagao de Montenegro é capaz de converter a

reagao de hipersensibilidade tardia, é dificil de determinar nesses estudos

64



prévios o real potencial imunogénico da vacina. No presente estudo, na
tentativa de evitar esse viés, ndo foi utilizada a reagdo de Montenegro
previamente para sele¢do. Individuos que pudessem ter tido contato prévio
com antigeno de leishmania foram excluidos do estudo. Todos os
participantes ndo tiveram qualquer evidéncia de producdo de IFN-y /n vitro
no dia zero quando expostos a antigeno de leishménia. Todos os dois grupos
de vacinagao, associado ao placebo ou ao adjuvante, tiveram no dia 21
aumento significativo da produgao de IFN-y com relagao ao dia zero, mas no
grupo que recebeu rhGM-CSF houve um aumento adicional, de mais que o
dobro, na produgdao de IFN-y apds 21 dias com relacdo ao grupo da
vacinagao associada ao placebo. Esta capacidade do rhGM-CSF de aumentar
a resposta imune estd de acordo com estudos prévios experimentais que
mostram o efeito adjuvante do rhGM-CSF quando administrado
conjuntamente com antigeno de leishménia (WEISER et a/., 1987; HO et
al., 1990). Também no presente estudo, os niveis de IFN-y (citocina TH1) e
de II-5 (citocina TH2) tenderam ser mais elevados no grupo que recebeu
rhGM CSF, indicando que esse adjuvante tem o poder de aumentar a
resposta imune a vacina, proporcionando uma resposta tanto Thl como Th2.
Esse padrdo de resposta Th1/Th2 nos individuos vacinados com antigeno de
leishmania, com producdo tanto de IFN-y quanto de IL-5, é de alguma forma
semelhante ao encontrado na avaliagdo dos individuos com infecgdo
subclinica, sugerindo que a imunizagdo possa estar proporcionando também
um tipo de resposta protetora a infeccdo através da modulacdo da resposta
Th1/Th2.

Apesar dos dados terem demonstrado que uma Unica dose da vacina
é suficiente para sensibilizar linfocitos, independente do uso do adjuvante ou
nao, é dificil determinar se esse discreto aumento na producdo de IFN-y e a
reatividade ao teste intradérmico sdo realmente marcadores de protegao.
Além do mais, resposta imunoldgica s6 foi medida até 42 dias apds a
vacinagao. Um estudo prévio mostrou baixa evidéncia de resposta imune a

antigeno de leishmania um ano depois da vacinacdo, sugerindo haver
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diminuicdo do poder sensibilizante com o tempo (MENDONCA et al,
1995). Outro estudo experimental prévio, em macacos, mostrou que
vacinagdo com antigeno de leishmania conferiu pequena protecdo, mas que
0 uso de IL-12 foi capaz de melhorar a eficacia da vacina (KENNEY et a/,
1999).

A producao de IFN-y em culturas estimuladas com antigeno de
leishmania em pacientes vacinados no presente estudo foi bastante inferiores
as observadas apds a vacinagdao em individuos nos quais a selecao para
participacdo no estudo foi feita apds a realizacdo de teste intradérmico com
antigeno de leishmania (POMPEU et al, 2001). Os dados sugerem que a
reacao de Montenegro pode ndao somente ter a capacidade de sensibilizar

individuos, mas também de aumentar a resposta imune a vacinagao humana.

O uso do rhGM-CSF como adjuvante no tratamento da leishmaniose
cutanea através do seu uso no local da ulcera demonstrou excelente
resposta de cura clinica sem que efeitos colaterais relevantes fossem
documentados (ALMEIDA et al, 1999). Também o uso do rhGM-CSF
como adjuvante em outras doengas, como no caso da vacina contra hepatite
B, demonstra bons resultados (TARR et al, 1996). O presente estudo
demonstrou que o uso daquele adjuvante levou a ampliagao na produgao de
IFN-y e de IL-5, porém sem significancia estatistica. O rhGM-CSF vem sendo
utilizado como adjuvante devido as suas propriedades de melhorar a
apresentacdo de antigenos. Adicionalmente tem sido documentado que esta
citocina aumenta a produgdo de IFN-y, porém também induz a produgdo de
II-10, o que pode contribuir para destruicdao dos parasitas ao lado de modular
a resposta inflamatdria. Contudo, considerando o custo elevado do rhGM-CSF
e certas dificuldades para o seu manejo em area endémica, a busca de
outros adjuvantes para vacinagdo humana contra leishmaniose cutanea, deve
ser motivo de estudos futuros, avaliando a duracdao da sensibilizacdo da

vacina per si e associada a outros adjuvantes.
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O presente trabalho em adicdo as observacdes clinico e
epidemioldgicas que levaram a uma melhor caracterizagdo da forma

subclinica de infecgao causada por L. braziliensis contribuiu como um todo

para o entendimento da patogénese da leishmaniose tegumentar. Neste
contexto énfase deve ser dada a observacdo de ocorréencia de uma resposta
imune modulada tanto nos individuos com infeccdo subclinica como naqueles
vacinados com antigeno de leishmania. Esses dados sugerem que sejam
analisados com cuidado a procura de antigenos super indutores de uma
resposta Th1 para o controle das infeccdes intracelulares. E possivel que o
segredo na prevengao dessa doenga seja a indugao de uma resposta imune

capaz de proteger o hospedeiro e nao levar a lesao tecidual.
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4.
Propostas de Estudo




A presente linha de investigacdo cientifica tera prosseguimento,

estando previstos os seguintes trabalhos:

1. Avaliacdo da resposta imune dos individuos vacinados com
Leishvacin®, associada ao rhGM-CSF ou placebo, apds um ano

da imunizagao.

2. Resposta imunoldgica a vacinagdo contra leishmaniose
tegumentar: o papel do antigeno de Montenegro como
adjuvante. Estudo de intervencao prospectivo. Projeto
apresentado para Exame de qualificagdo e aprovado pela
Comissao Examinadora. Objetivo de estudar o papel isolado
do teste intradérmico como adjuvante na vacinagdo humana
contra LTA, utilizando-se a Leishvacin®. A hipdtese é que o
préprio antigeno utilizado no teste intradérmico ampliaria a

resposta imune tipo TH1 a vacina utilizada.

3. Pesquisa de anticorpos contra antigenos salivares dos

flebétomos (Lutzomia intermedia e Lutzomia whitmanii ) nos

soros dos individuos de Canoa com infecgdo subclinica e
comparados com os de leishmaniose cutanea. Utilizagdo da
soroteca existente no decorrer dos anos de acompanhamento
da area, podendo um mesmo individuo ser avaliado diversas
vezes (e.g. antes da positivagdo do teste intradérmico e
depois ou antes da doenga e depois), havendo portanto
comparacoes inter grupos e intra individuos. Trabalho piloto,
desenvolvido juntamente com o Grupo de Pesquisa em
Leishmaniose da Fundacdo Oswaldo Cruz (FioCruz),

demonstrou resultados diferentes nos dois grupos.



5.
Conclusoes




A prevaléncia de LTA no povoado de Canoa, municipio de Santo Amaro,
Recbncavo Bahiano, Bahia foi de 7,2% na populacdo avaliada
(555/603), sendo diagnosticados ao todo 40 casos (29 casos com
lesbes ativas e 11 casos de cicatriz, doenca prévia) da doenca no

povoado no periodo do estudo.

A razdo de prevaléncia s6 dos casos de LTA- doenga ativa foi de 4,6. A
razao de prevaléncia da infeccdo subclinica em Canoa de Baixo para
Canoa de Cima foi de 1,2 no primeiro ano do estudo. Ficou evidente
uma ocorréncia maior dos casos recentes da doenca na parte final do
povoado, o que pode estar relacionado a uma questdo geografico-
ambiental, onde o resto de Mata Atlantica secundaria que forma um
margeamento nesse trecho estd sofrendo desmatamentos de modo

acelerado nos ultimos anos.

O frequiente acometimento de menores de 10 anos, a distribuicao dos
casos similares entre os dois sexos, o envolvimento da por¢ao superior
do corpo, a agregac¢ao familiar dos primeiros casos, 0 encontro de

animais domésticos parasitados e o vetor encontrado (Lu. intermedia),

sugerem um padrao de transmissao peri e/ou intradomiciliar.

Houve uma agregagao familiar dos casos de LTA-doencga ativa, com 15
familias atingidas para os 29 casos de lesdo cutanea. A chance de
aparecer a doenga em uma casa onde existisse ou tivesse existido outro
doente foi de 4,5 maior do que em casas onde esse fato ndo tivesse

ocorrido.

A linfadenopatia foi freqliente e de aspecto importante na maioria dos
casos, estando presente em todos os casos de diagndstico recente,
confirmando os dados da literatura da importancia desse achado na LTA

causada por L. braziliensis.
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10-

A reagdo de Montenegro foi positiva em 89,7% dos casos de doenca,
confirmando sua exceléncia para diagndstico em area endémica. A
sorologia foi positiva em 55,2% dos casos, estando relacionada a maior
tempo de evolugao, o que representa um maior contacto com o parasita

e maior chance de resposta humoral.

A /eishmania isolada nos casos de doenga foi a L. braziliensis, o que

esta de acordo com as caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos casos.

No primeiro ano do estudo foram detectados 65 casos de infeccdo
subclinica, no segundo ano de estudo, na coorte acompanhada, foram
detectados mais 18 novos casos de infecgdo subclinica e no terceiro ano
de acompanhamento foram detectados mais 21 novos casos de
infecgdo subclinica. A prevaléncia de LTA- infeccdo subclinica foi de
11,7% no primeiro ano de estudo. A incidéncia de infec¢do subclinica
foi de 4,5% e 8,9% no segundo e terceiro ano de estudo
respectivamente na populacdo acompanhada. A freqiiéncia encontrada

de infecgdo subclinica foi similar ao relatado na literatura.

Os 104 individuos com infeccdo subclinica ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significantes da populagao geral para as diversas
variaveis testadas. Os pacientes com lesdo cutdanea quando comparados
com os os de infecgdo subclinica apresentaram algumas diferencas com
relagdo a maior intensidade da reacdo de Montenegro, maior proporgdo
de sorologia positiva e maiorr propor¢ao de moradores de Canoa de

Baixo.

Os niveis de IFN-y e TNF-a. no sobrenadantes de cultura de linfécitos

em individuos com infeccdo subclinica por L. braziliensis foram

significantemente menores quando comparados com os dos individuos
com doenga ativa (P < 0,01). Os niveis de IL-5 foram ligeiramente
maiores que os encontrados nos individuos com doencga ativa, porém

sem significancia estatistica. Esses dados favorecem o raciocinio que os
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13-

15-

individuos com infecgao subclinica teriam a capacidade de modular a

resposta imune, controlando a infecgao, sem haver dano tecidual.

Uma unica dose de vacinagdo com antigeno de leishmania (cepa Unica

de L_amazonensis. Leishvacin®) foi capaz de sensibilizar linfdcitos

previamente ndo expostos a antigeno de leishmania, induzindo uma
reposta imune nos indviduos vacinados caracterizada por aumento
significante na produgdo de IFN-y independente do uso do adjuvante ou

nao.

O uso do rhGM-CSf como adjuvante a vacinagao no dia 0 ampliou em
quase 3 vezes a produgdo de IFN-y no dia 21 quando comparado com o
grupo que usou placebo associado a vacinagdo, porém sem significancia

estatistica.

A produgao de IL-5 foi significativamente maior nos dois grupos no dia
21 com um leve maior nimero de repondedores no grupo da vacinacao
associada ao rhGM-CSF (15/29; 52%) quando comparados com 0 grupo
da vacinagdao associada ao placebo (11/27; 41%). O niveis de IL-10

foram muito baixos em ambos 0s grupos.

Esses dados de maior aumento dos niveis de IFN-y (citocina tipo Thil) e
de IL-5 (citocina tipo Th2) sugerem que o adjuvante utilizado (rhGM-
CSF) estaria modulando a resposta imune sem predominio de um

padrdao que pudesse levar a um desequilibrio e posterior dano tecidual.

Ao final do estudo no dia 42 a positividade da reagdo de Montenegro foi
de 86% (44/51), sendo maior no grupo que utilizou rhGM-CSF, porém

sem diferenga estatisticamente significante.
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6.
Produc¢ao Cientifica

(publicacoes cientificas produzidas no periodo do
curso do doutorado1999-2002 independentes da tese)




FOLLADOR I, BITTENCOURT A, BARRAL A, ORGE MG, CRAVALHO E.
Leishmaniose tegumentar disseminada: relato de caso. Anais
Brasileiros de Dermatologia 74: 159-62, 1999. (ANEXO 1)

FOLLADOR I, BITTENCOURT A, DURAN F, ARAUJO MG. Cutaneous
protothecosis: report of the second brazilian case. Revista do Instituto
de Medicina Tropical de S&o Paulo 43: 287-290, 2001. (ANEXO 2)

BARBOSA Jr AA, GUIMARAES NS, SARNO LS, PEREIRA CP, FOLLADOR
I. Hanseniase associada a granuloma elastolitico. Anais Brasileiro de
Dermatologia 77:585-592, 2002. (ANEXO 3)

BITTENCOURT A, SILVA N, STRAATMANN, NUNES VLC, FOLLADOR,
I, BADARO R. Post-kala-azar dermal leishmaniasis associeted with
AIDS. The Brazilian Journal of Infectious Diseases 6: 313-16, 2002.
(ANEXO 4)
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7.
Summary




CLINICOEPIDEMIOLOGICAL AND IMMUNOLOGICAL ASPECTS OF
AMERICAN TEGUMENTARY LEISHMANIASIS

American tegumentary leishmaniasis (ATL) continues to represent a
worldwide public health problem. In Brazil, the estimated rate of ATL was
10.45 to 21.23 per 100,000 inhabitants during the period from 1985 to 2001.
In 1993, an ATL outbreak was detected in the rural area of Canoa,
municipality of Santo Amaro, Bahia. A prospective, observational study was
conducted to determine the frequency of ATL and to clinically characterize
the disease. A total of 555 individuals were followed up and 29 cases of ATL
were recorded, corresponding to a 5.2% prevalence of ATL in the population
analyzed during the study period. The leishmania species involved in the
area was characterized as Leishmania braziliensis, with the phlebotomine fly
being Lutzomyia intermedia. Dogs and equines were found to be infected
with Leishmania. These data were published in the first study. In the second
study, clinicoepidemiological and immunological data from 104 individuals
reported to be carriers of a subclinical infection were compared to those
obtained for 29 individuals who developed cutaneous leishmaniasis (CL).
Subclinical infection was defined to be present when the individual did not
show active cutaneous or mucosal lesions or scars suggestive of a past
disease and when the delayed-type hypersensitivity (DTH) reaction was
positive. The group of individuals with a clinically evident disease (n=29) was
younger (19.4 + 12.8 years) and showed a cutaneous reaction with a
significantly greater induration (17.6 £ 1.4 mm) as well as a greater
proportion of positive serology (16/29, 55.2%) (p<0.05) than the group with
subclinical infection (n=104; DTH: 9.4 + 4.5 mm; positive serology: 48/104,
46.2%). IFN-y, TNF-a and IL-5 were determined by ELISA in supernatants of
peripheral blood mononuclear cells obtained from 20 patients with CL and 20
individuals with the subclinical form. IFN-y (353 + 594 pg/ml, 0-2,075) and
TNF-a. (19 + 144 pg/ml, 0-364) levels were lower in patients with subclinical
leishmaniasis compared to individuals with CL [1,546 + 1,100 pg/ml (0-
3,321) and 258 + 253 pg/ml (0-904), respectively]. Mean IL-5 concentration
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was slightly higher (p>0.05) in individuals with subclinical infection (105 +
160 pg/ml, 0-679) than in patients with CL (26 + 41 pg/ml, 0-85). The data
suggest that individuals who do not develop the disease might be able to
better modulate the immune response, thus preventing tissue damage and
the development of cutaneous lesions. In the third study, we analyzed the
immune response elicited in 56 healthy military volunteers by vaccination
with one or two doses of leishmania antigen (Leishvacin®). The Montenegro
reaction was not used for selection to avoid possible sensitization. In this
double-blind, randomized intervention study, in addition to determining the
isolated response to vaccination, we also compared the use of synthetic
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (rhGM-CSF) as adjuvant. A
significant increase (p<0.01) in IFN-y and IL-5 production was observed on
day 21 post-vaccination in the two groups compared to day 0 levels (IFN-y:
10 + 21 pg/ml and IL-5: 7 + 22 pg/ml). The group receiving the adjuvant
demonstrated a more than 2-fold increase in IFN-y production (277 + 553
pg/ml) on day 21 compared to the group treated with the vaccine plus
placebo (104 + 206 pg/ml), but this difference was not statistically significant
(p>0.05). IL-5 levels on day 21 were slightly higher in the group receiving
the adjuvant than in the group treated with the vaccine plus placebo, with no
significant difference between groups. On day 42, IFN-y and IL-5 levels were
similar in the two groups. IL-10 production was low in the two groups during
all phases of the study. The Montenegro reaction performed on day 42 was
positive in 44 of 51 (86%) individuals tested. The number of individuals with
a positive DTH reaction was larger in the group vaccinated with Leishvacin®
plus placebo (24/25, 96%) than in the group receiving rhGM-CSF in
combination with the vaccine (20/25, 77%). The vaccine administered in one
or two doses was able to induce an immune response, and the adjuvant

intensified this response and led to its earlier onset.

Key words: 1- Tegumentary leishmaniasis; 2- Subclinical infection; 3-
Vaccine; 4- rhGM-CSF.
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Caso Clinico

Leishmaniose tegumentar disseminada: relato de caso ™

Ivonise Follador /
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Edgar Carvalho *

Resumo . A leishmaniose tegumentur disseminada € formia pouco freqiiente de leishmaniose tegumentar que difere das
formas anérgica difusa e cutiinea cissica. Carateriza-se dinicarente pela presenga de grandle namero de lesoes papulosas
cacneformes, raramente com ulceracoes e com freqliente comprometimento mucoso. O teste intradémmico € positivo, os
ttulos sorologicos, extremamente elevados, € o exame histopatoldgico costuma revelar granulomas e padeio folicutar, A
resposta linfoproliferativa costuma ser bastante varidvel, o que nao justifica chanar de reagiio de hipersensibilidade ou
“leishmanide™ como era previamente conhiecida no Vetho Mundo. Os casos descritos nas Américas estao associados 2
Teishmumic anwizonensise 3 Leishmania braziliensis. Os autores rebatam um caso dessa forma de leishmaniose, surgido no
povoado rural de Canon, Santo Amaro, Buhia, durante 2 vigéneia de nim surto da doenga, descrevendo as caracteristicas
clinico-laboratoriais do mesmo e comparando os dados com a liiemtura,

Pulcvras-chage: Leishoaniose; leishmaniose cutinea: leishmaniose cutinen disseminada.

Sunmary : Disseniinated cutineous leishmaniasis is an infrequent form of cataneous leishmaniasis. This condition dillers
from anergic diffuse cutaneous leishmaniasis and from classical American cutaneous leishmaniasis. Clinically there is a
areat number of papular and acne type of lesions with a few ulcers and a high incidence of mucosal involvement. The skin
test is usually positive, antibaocdy titers are higher than those observed in cutaneous leishmaniasis and the histopathological
studies revealed granudomatous reaction and folliculir pattern. In the past the tenm “leishmunide” was used in Qld World
to inclicate delayed hypersensitivity reaction, but in disseminated leishmaniasis the T cell response is quite varible. The
American cases of disseminated leishmaniasis are reluted 1o Leishmani amazonensis and Leishmania braziliensis. The
authors repott i case of disseminated leishmaniasis, deseribe and compare the clinical and laboratory findings of a patient
who cane [ror village called Canon, in Santo Amaro, Bahia where an outbreak of American cutaneous leishnaniasis had

oceued,

Aoy words: Leishmaniasis; cutancous leishmaniasis; disserninated cutaneous leishmaniasis.

INTRODUCAO

A leishmaniose tegumentar é doenga endémica no
Brasil ¢ no mundo,* apresentando quadro clinico com
espectro bastante amplo, variando desde as formas frustas a
forma difusa ou anérgica da doenga.'* A leishmaniose
tegumentar disseminada no Novo Mundo foi descrita
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inicialmente por Costa et al.'" ¢ mais bem caracterizada por
Carvalho e al.® com a descrigio de oito casos, distinguindo-
a das formas difusa e cutinea cldssica. Nos referidos casos
o nimero de lesdes variou de 75 a 800. caracterizadas
por pipulas ¢ lesdes acneiformes, poucas tlceras,
com comprometimento mucoso em 38% dos casos, altos
titulos soroldgicos, com observagio de diminuigiio de ¢élulas
CD4 e auséncia de resposta celular T ao antigeno da
leishmania, porém com restauragio da resposta apos o
tratamento. A resposta ao tratamento foi satisfatoria em seis
dos oito casos.

Comparando-se™ 081046 4 forma disseminada com a
formas difusa ¢ cldssica da leishmaniose tegumentar, destaca-
se no caso da forma disseminada a presenca de grande
nimera de lesdes, do tipo pdpulas fechadas ou lesdes
acneiformes, raramente ulcerando, com fregiiente destruigio
do septo nasal, podendo ser causada tanto pela Leishmania
amazonensis quanto pela Leishmania braziliensis, sendo
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Figura 1: Lesoes papido-eritematosas disseminadas.
Auséncia de ulceragao

raro o achado de parasitos no tecido. Chama aten¢do nesses
casos de forma disseminada a presenca de um padrao folicular
no exame histopatolégico, bem como o encontro de
granulomas. O teste intradérmico pode ser positivo ou
negativo, assim como a resposta linfoproliferativa. Os titulos
de anticorpos costumam ser bastante elevados. Na forma
difusa, as lesdes sdo predominantemente nddulos, nao
costumam ulcerar, ndo ha comprometimento mucoso, o
parasito ¢ facilmente encontrado nos tecidos, e a espécie
envolvida no nosso meio ¢ a Leishmania amazonensis. Nao
hd padrio folicular nem granulomas, o teste intradérmico é
negativo, a sorologia, elevada, ¢ a resposta linfoproliferativa,
ausente. Nas formas cldssicas de leishmaniose tegumentar as
lesoes freqiientemente sio ulceradas, Gnica ou miltiplas, com
ocasional comprometimento de mucosa. A espécie de
leishmania envolvida nesta dltima forma pode ser a
Leishmania amazonensis ou a Leishmania braziliensis,
sendo raro o encontro de parasitas no tecido, niao havendo
padrao folicular, podendo ocorrer formagcao de granulomas. O
teste intradérmico costuma ser positivo, os titulos
sorologicos, baixos, ¢ a resposta linfoprolilerativa, presente.

RELATO DE CASO

R.C.S., 33 anos, do sexo masculino, mulato claro,
lavrador, natural e procedente de Canoa, povoado rural de
Santo Amaro, Reconcavo Baiano, Bahia. Relatava o paciente
que hd dois meses vinha apresentando ‘carocos’ em face,
bragos , pernas e tronco, que ocasionalmente cogavam, sem
ulcerar. Referia também “nariz entupido’ e alguns episodios de
sangramento nasal. Negava historia prévia de ulceragoes
cutineas ou outras doencas. Desenvolvia atividades
laborativas em sua prépria roca ao fundo de sua casa ¢, por
temporada, na usina de cana-de-agiicar da regido. Relatava
alcoolismo. De antecedentes epidemioldgicos, a esposa e trés
filhas haviam tido o diagnéstico recente de leishmaniose
tegumentar, assim como mais seis casos em uma casa proxima.
Ao exame dermatoldgico apresentava bom estado geral ¢

An bras Dermatol, Rio de Janeiro, 74(2):159-162, mar./abr.1999.

Figura 2: Lesao exulcerada superficial em parede interna de
navina esquerda. Lesao acneiforme proxima a asa de nariz

nutricional e indmeras lesoes papulo-eritematosas (Figura 1),
algumas prurigéides com depressiio central e outras
acneiformes, atingindo face, tronco, membros superiores e
inferiores. Ao exame de mucosa nasal, presenga de lesdo
exulcerada superficial em parede interna de narina esquerda
(Figura 2).

Os exames laboratoriais revelaram: reacdo de
Montenegro 20mm; sorologia (Elisa) 0,498 (cut off: 0,053);
exame histopatoldgico: “Epiderme normal. Através da derme
reacoes granulomatosas com células epitelicides e raras
gigantes. Infiltrado perifolicular em alguns cortes. Auséncia
de amastigotas e BAAR. Conclusio: Processo Inflamatorio
Cronico Granulomatoso”(Figuras 3 e 4). A cultura do aspirado
das lesoes e dos ganglios foi contaminada. Exames gerais
hematol6gicos e bioquimicos normais.

O paciente evoluiu antes do tratamento, com regressao
espontinea das lesoes cutineas, persistindo com obstrugio
nasal. Evoluiu também com poliadenopatia transitoria com
caracteristicas inflamatdrias. Foi tratado com antimonial
pentavalente (Glucantime®) por duas séries na dose de 20mg
do SbV/kg/dia por 30 dias, com regressiao total da
sintomatologia.

)

DISCUSSAO

Um surto de leishmaniose tegumentar ocorreu no
povoado de Canoa," com casos de leishmaniose tegumentar
classica, com ulceragdes cutdneas tnicas e maltiplas, alguns
casos de comprometimento cutinco-mucoso simultineo ¢
chamando aten¢ao a agregacdo familiar dos primeiros |1
casos (duas familias). A leishmania, isolada de alguns casos
da drea, foi caracterizada por anticorpo monoclonal como
Leishmania braziliensis. O fleb6tomo capturado na drea foi
Lutzomya intermedia."” O caso em estudo foi caracterizado
como sendo de Leishmaniose tegumentar disseminada diante
das incontdveis lesoes pdapulo-acneiformes fechadas, do
comprometimento mucoso nasal, da reacdo de Montenegro
fortemente positiva, sorologia positiva com titulos ex-
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Figura 3:
Reagoes
aranulomatosas
com células
epitelicides ¢
raras giganles
(HE, 40x)

tremamente elevados e exame histopatolégico que revelou
granulomas e padrao perifolicular.

A LTA no Brasil é causada predominantemente pela
Leishmania braziliensis, e a forma mais freqiientemente
encontrada € a de dlcera tinica na perna,'® com resposta ce-
lular T ao antigeno de leishmania preservada, assim como a
capacidade dos macréfagos de destruir os parasitas intra-
celulares.” O outro polo espectral da doenga é a leishmaniose
cutanea difusa, que se caracteriza por multiplos nédulos,
auséncia de ulceragao, auséncia de compromelimento mucoso
e auséncia de resposta das células T ao antigeno de
leishmania.***’ Todos os casos de leishmaniose difusa no
Brasil estdo associados & Leishmania amazonensis. ™" O caso
relatado de leishmaniose tegumentar disseminada apresenta
caracteristicas clinicas, imunoldgicas e terapéuticas que o
distinguem das formas difusa e das formas cutineas clissicas.

Os casos de leishmaniose tegumentar disseminada
costumam apresentar lesoes papulosas e acneiformes que
raramente sdo vistas na forma cutanea classica.*** O
comprometimento mucoso € fregiiente nas formas dis-
seminadas, 0 que s6 ocorre em menos de 5% dos casos em
dreas endémicas.""" Clinicamente as lesoes de leishmaniose
tegumentar disseminada lembram os casos de ‘leishmanides’
descritos no Velho Mundo, com lesoes piapulo-pustulosas
distantes do foco primdrio de leishmaniose.” O termo
‘leishmanide’ era usado para indicar resposta de hipersen-
sibilidade, porém esse termo ndo ¢é apropriado,
pois a resposta imunoldgica na leishmaniose tegumentar dis-
seminada é bastante varidvel e pode ir de potente
resposta T a auséncia de resposta imune mediada
por c¢lulas.® Diversos relatos de leishmaniose tegumentar
disseminada em pacientes com sindrome de imunodeficiéncia
adquirida (Aids) tém associado a imunodepressdo com
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Figura 4:
Infilirado
inflamaicrio
perifolicular
(HE, 40x)

manifestagdes clinicas atipicas, sugerindo que a deficiéncia
na resposta celular T levaria a dificuldade de controle da
infeccao pela leishmania. "'

Os achados histopatolégicos do caso relatado estdo
de acordo com os descritos na literatura para leishmaniose
tegumentar disseminada,” com infiltrado mononuclear e
associag@o com formagio de granulomas. Costuma ser
constante a presenca de padrdo folicular nas lesoes
acnciformes, e é possivel que parasitas circulantes tenham
preferéncia por essas dreas.®

O mecanismo da disseminacdo na leishmaniose
tegumentar disseminada ainda niio é claro, havendo sugestao
na literatura®'"'* de disseminag¢ido hematogénica, pela
auséncia, nos casos previamente relatados, de
comprometimento ganglionar. No caso aqui relatado o
paciente apresentou poliadenopatia transitéria, o que,
associado ao relato de casos® de linfadenopatia como primeira
manifestagio de leishmaniose tegumentar, pode fazer levantar
a possibilidade de uma participagio da transmissao linfitica
na disseminagao.

A resposta & teraputica € bastante varidvel nos casos
de leishmaniose tegumentar disseminada, estando a faléncia
terapéutica associada & Leishmania amazonensis, a altos
titulos soroldgicos, envolvimento de mucosa e CD4 baixo."
No caso relatado a espécie isolada na drea foi a Leishmania
braziliensis, e, apesar dos altos titulos sorolégicos e do
envolvimento mucoso, a resposta terapéutica foi satisfatoria.

O motivo do relato desse caso decorre da pouca
freqiiéncia da forma disseminada da leishmaniose tegumentar,
endemia ainda tao prevalente no pais e que se caracteriza
cada vez mais como doenga espectral, na dependéncia
da espécie do parasita e do estado imune do individuo
atingido. a
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CASE REPORT

CUTANEOQUS PROTOTHECOSIS: REPORT OF THE SECOND BRAZILIAN CASE

Ivonise FOLLADOR(1), Achiléa RITTTENCOURT(2), Fernanda DURAN(3) & Maria das Gragas A RADJO@)

SUMMARY

The present report deseribes a case of cutancous protothecosis caused by Prototheca wickerhamii in a non-immunocompromised
female from the state ol Bahia, Brazil. This is the second case described in Brazil. Dermatological examination revealed diffusely
infiltrated erythematous plaques on the flexor aspeet of the right arm and forearm. The authors emphasize the pathological aspects
that can lead to misdiagnosis this condition. 'The patient was successfully treated with fluconazole.

KEYWORDS: Prototheca wickerhamit; Cutaneous protothecosis: Subcutancous myeosis; Fluconazole.

"RODUCTION

Protothecosis s an infection caused by the achiorophyllic algae of
the genus Prototheca. Thiree species are known. P2 wickerhamii, P, zopfii
and P stagnora, but only the first two have been known as agent of
discase in humans and animals®, There are more than 80 cases of
prowthecosis described in the literature MAAIMOL2635 only one of
which occurred in Brazil',

Prototheca s found in plant products, soil and water in tanks, [akes
and sewage®™. Tnoculation with Protatheca has heen reported to oceur
during surgery and orthopedic procedures, through insect bites and
trawina, lection may also occur by penctration of the agent through
any previous skin injury in contact with contaminated water™H =3,

Human protothecosis can manifest as a primary cutaneous form; an
articular form (olecranon bursitis) and as a systemic infection that may
also involves the skin®» . Cutaneous lesions are deseribed as papules,
nodules, plaques, verrucous fesions, and ulcerated and herpetiform
fesiong™* 445

The aim of this paper is to present a case of cutanecous protothecosis
with lorid cutancous leswons and peculiar pathological aspects,

CASE REPORT

A 72-year-old woman presents skin lesions since one year when the
fesions appeared after trauma at o bus that resulted in skin abrasion in
the right arm. The abrasion were washed and dressed with an antiseptic
wdine solution. A few days later she started to feel moderate itching and

noted redness on the right arm. At this time, she began to use a potent
corticasteroid cream containing clobetasol that she had used for more
than 6 months. The itching continued and the lesions extended to the
forearm. The patient has been living in Salvader-Bahia for more than 30
years and had no previous history of cutaneous or systemic discase.

Dermatological examination: Diffuse infiltrated erythematous
plaques on the flexor aspect of the right arm and forearm which did not
affect the cubital fold was seen (Fig. 1), No joint or systemic involvement
was observed. No other clinical abnormalities were present and faboratory
tests were within normal limits. Serological reactions against HIV and
HTLV-I were negative. The diagnostic possibilities were sarcoidosis,
tymphoma, leprosy and photosensitization dermatitis.

Pathelogical examination: A skin biopsy revealed moderate acanthosis
and a granutomatous process with abscesses (Fig. 2). Round, birefractive
structures were noted inside giant cells, in the abscesses and in the epideris.
The first slide stained with silver (Grocott method) gave the impression of
yeast-like structures with multiple buds resembling Paracoccidioides
brasiliensis (Fig. 3) but with aslightly sitver impregnation, the typical morla
clement with symmetric subxdivisions characteristic of P wickerhamii was
observed (Fig. 4). Aleian bloe pH 2.4 stained the capsule of the organisms
showing clearly the morula aspect (Fig. 5).

Culture: A biopsy specimen cultured on Sabouraud dextrose agar at
30°C grew smooth, creamy white, yeastlike colonies after 48 hours (Fig.
6). Growth was inhibited by cycloheximide. A wet preparation stained
with lactophenol cotton blue revealed the characteristic endospore-
containing sporangium of Prorhoteca (Fig. 7). P. wickerhantii was
characterized by the sugae assimilation test as previously described'215,
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Fig. 1 - Erythematous and infiltrated lesions on the fexural surface of the nght arm and Fig. 4 - Silver staining shows many microorganisms arranged in small clusters. Grocott,
foreurm without mvolvement of the fold x120. On the right corner the typical morula aspect cun be seen. Grocott, x640

e
[ - N . 4 Do S S LN 2]
Fig. 2 - The dermis shows an sbscess surrounded by epithelioid and giant cells. Many of the ig. 5 - Several blue rounded structures can be seen ngainst a pink background, some of them
giant cells contain rounded structures circled by a halo. HE, x320 with the classical morula aspect. Alciun blue, x 100

Fig. 3 - Silver staining shows microorganisms like yeasts with buds. Grocott, x200. Fig. 6 - Sec smooth, creamy, white, yeastlike colonies on Sabouraud culture af lefi. No growth
is seen on Sabouraud plus Cyclohexamide culture al right.
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Fig, 7 - See the ch istic end ini ium of Proth: Wet

stained with lactophenol cotton blue.

Treatment: The patient was treated successfully with fluconazole
daily (150 mg/day) for 30 days and then weekly (150 mg/week) for 60
days. The lesions reg d completely and the patient has been followed
up every two months until May /2001 without relapses during 18 months.

DISCUSSION

The case herein described is the second reported in Brazil but the
first with isolation of the etiologic agent. The lesions appeared at the
trauma site. Probably the vehicle of infection was the water used to clean
the lesion.

Protothecosis has been reported to occur associated with conditions
that cause immunosuppression®* 2022262138 ‘bt in our patient no
associated condition was detected. Certainly the local dissemination of
the lesion was favored by the prolonged use of topical corticosteroid.

The microscopical pattern of protothecosis is similar to that observed
in subcutaneous mycotic lesions, with the p ¢ of a granul u
reaction and abscesses. In protothecosis the microorganisms appear
clearly only with special stainings. In the present case the initial silver
staining was marked and led to the impression that the causative agent
were represented by yeasts with multiple buds mimicking P. brasiliensis,
but the morula aspect, with symmetrical endospores characteristic of P.
wickerhamii could be seen with a slightly argentic impregnation. To
prevent histological diagnostic problems, periodic-acid-Schiff technique
should be also employed, because it clearly demonstrates the morula
aspect. The organisms stained with alcian blue, aspect that is not referred
in the literature.

Subcutaneous mycotic lesions caused by fungi reproducing with
endospores, such as Coccidioides immitis and Rhinosporidium seeberi,
can be easily diff d from P, heca b these fungi possess
much larger sporangia and smaller sporangiospores than Prototheca. A
histological differential diagnosis should also be made with mycoses
presenting yeast-like forms in tissues which may be confused with the
sporangia of Prototheca, such as the capsule-deficient form of
Cryptococcus neoformans, P. brasiliensis and Loboa loboi. In contrast

to Prototheca, however, those fungi show budding and do not produce
endospores. P. brasiliensis produces various buds and the presence of
more than three is sufficient for the histological diagnosis. L. loboi
reproduces by successive budding, forming characteristic chains of cells
connected to each other by prominences’. However, as previously
mentioned a marked argentic impregnation of the P heca organisms
may create diagnostic problems, as occurred initially in the present case.
It should also be considered that the sporangia of Prototheca can be
stained by alcian blue, in order to avoid with the capsul
deficient forms of Cryptococcus and the yeast forms of Blastomyces
dermatitides whose capsules are also stained by the same substance™.

The patient was treated successfully with an imidazole derivate
(fluconazole). The action of this drug is due to its inhibitory action on
the synthesis of ergosterol, a substance that accounts for 4% of the
components of the Prothoteca wall*"'.

Considering the existence of some histological similarities between
p osis and subc mycosis, it is possible that pathologists
could underdiagnose some cases.

RESUMO
Prototecose cutdnea: registro do segundo caso brasileiro

O presente relato descreve um caso de prototecose cutinea causada
por Prototheca wickerhamii em uma mulher nido imunodeprimida do
estado da Bahia, Brasil. Este é o segundo caso descrito no Brasil. O
exame dermatolégico placas eri infiltradas na superficie
flexora do brago e antebrago direitos. Os autores enfatizam os aspectos
anatomopatolégicos que podem levar a erro diagnéstico. A paciente foi
tratada com sucesso com fluconazole.
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Caso Clinico / Case Report

Hanseniase associada a granuloma elastolitico’
Leprosy combined with elastolytic granuloma’

Aryon de Almeida Barbosa Jr/
Leila Santos Sarno”

Newton Sales Guimardes’
Constanga Pithon Pereira®

Ivonise Folfador®

Resumo: Sio descritos dois casos de Hansenfase combinados com granuloma elastolitico de células
gigantes. Embora uma ocorréncia concomitante nao possa ser excluida, uma possivel relagio pato-
genética entre as duas condigdes € postulada. E possivel que um mecanismo imunolégico desempenhe
um papel no processo elastolitico, que poderia também ser causado por dano actinico na pele alterada

pela Hansendase.
Palavras-chave: Granuloma; hanseniase

Summary: Two cases of leprosy combined with elastolytic giant cell granuloma are reported. Though
a coincidental occurrence cannot be excluded, a possible pathogenetic relationship between the two
conditions is postulated. It is possible that an immunological mechanism plays a role in the elastolytic
process, which could also be caused by actinic damage in the skin altered by leprosy.

Key Words: Granuloma; leprosy

INTRODUCAO

Nos nltimos anos, houve aumento de interesse nas
doengas que apresentam degeneragiio do tecido eldstico da
derme’, apesar do sistema clistico da pele ndo ser bem
entendido. Algumas condigdes inflamatorias e ndo inflama-
tdrias associadas a clastdlisc da derme foram descritas,

A coexisténcia de hanseniase e granuloma elastoliti-
co de células gigantes, para o qual usaremos o termo
“LEGG” (Leprosy and Elastolytic Giant Cell Granuloma),
até onde chega o nosso conhecimento, ndo fol até hoje
reconhecido nem descrito.

O presente estudo documenta dois casos raros de
hanseniasc associada ao granuloma elastolitico de células
gigantes em dreas expostas da pele e discute sua possivel
relagdo.

Recebida e 14.04.2000. 7 Received in April, 14* of 2000).

INTRODUCTION

{n recent years there has been increased interest in
diseases showing degeneration of dermal elastic tissuel, in
spite of the fact that the skin elastic system is not well
understood. Some inflammatory and non-inflammatory
conditions associated with dermal elastolvsis have been
described.

The coexistence of leprosy and elastolytic giant cell
granuloma, for which we use the term “LEGG", so far as we
are aware, has not hitherto been recognized nor described.

The present study documents two unusual cases of
leprosy combined with elastolytic giant cell granuloma
on exposed areas of skin and discusses their possible
relation.
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RELATO DOS CASOS

Caso 1: mulher branca de 50 anos, com pele fototipo
11, de Vitoria da Conquista, Bahia, com longa historia epide-
miolégica de contato intimo com paciente portador de han-
seniasc multibacilar que sofrera de hepatite medicamentosa
que causou sua morte durante o tratamento para hanseniase.
Ela relatava uma historia de 1 ano de maculas e placas erite-
mato-edematosas, ndo-pruriginosas, em arcas de exposigao
solar. O exame clinico revelou lesdes eritematosas multiplas
com bordas elevadas, as vezes, de aspecto anular, no tronco,
area do colo, bragos, membros e l6bulos da orelha (Figura
1). Quase todas de aspecto infiltrado. A paciente nao tinha
sintomas subjetivos. As lesdes cutineas ndo apresentavam
alteragdo de sensibilidade. Ndao tomava nenhuma medica-
¢do. Os exames laboratoriais de rotina, incluindo exames
para HTLV I e I, foram normais. Contudo, o indice bacterio-
logico dos esfregagos foi de 3,5. A suspeita clinica, antes dos
exames laboratoriais, incluia hanseniase borderline, micose
fungoide e lupus eritematoso.

Caso 2: mulher branca de 63 anos, de Salvador,
Bahia. Desenvolveu uma lesdo cutinea na extremidade
superior esquerda, que havia comegado ha 2 meses. A his-
toria clinica nio era relevante. Aparentava estar clinica-
mente bem, exceto pela presenga de pequenas papulas mal
definidas, discretamente brilhantes, com bordas irregula-
res ¢ aspecto anular na superficie flexora do antebrago
esquerdo (Figura 2). A lesdo media aproximadamente 7x5
cm de diametro e era da mesma cor da pele, mas mostran-
do pequenas areas de hipopigmentagio. Apresentava dimi-
nuigdo da sensibilidade térmica. Os achados e resultados
dos exames de laboratério foram negativos, ou dentro dos
limites normais, inclusive o indice bacteriologico. A sus-
peita clinica era hanseniase tuberculoide.

Achados Patolégicos

CASE REPORTS

Case 1: a 50-year-old white woman having sun-
reactive skin type Il from Vitéria da Conquista, Bahia, with
a long epidemiological history of close contact with a mul-
tibacillary leprosy patient, which had had medicamentous
hepatitis causing death during the treatment for leprosy.

Patient with a one-year history of progressively
spreading crops of non-pruritic, ervthematous and edema-
tous plaques and maculae on exposed areas of her skin.
Clinical examination revealed multiple erythematous
lesions with elevated borders, sometimes of annular aspect
on her trunk, décolleté, arms, limbs and earlobes (Figure
1). Almost all of those lesions were of infiltrated aspect. The
patient had no subjective symptoms. The cutaneous lesions
showed no sensibility alterations. She took no medication.
Routine laboratory investigation, including tests for HTLV |
and I, was normal. However, the average Bacterial Index
(BI) of skin smears was 3.5. The clinical suspicion, before
the laboratory examinations, included Borderline Leprosy,
Mycosis Fungoides and Erythematous Lupus.

Case 2: a 63-year-old white woman from Salvador,
Bahia, developed a cutaneous lesion on her left upper extre-
mity that had begun to develop for two months. Her medi-
cal background was unremarkable. Clinically she appeared
to be quite well except for the presence of ill defined slightly
shinny area with small papules and irregular edges of
annular aspect on the flexor surface of her lefi forearm
(Figure 2). The lesion measured about 7x5 Cm in diameter
and was the same color as the skin, but showing small areas
of hypo pigmentation. There was local thermal sensibility
decrease. Findings and results of laboratory examinations
were negative or within normal limits, including the B,
which was negative. The clinical suspicion was Tuberculoid
Leprosy.

Somente uma bidpsia - bidpsia
incisional em fuso - foi feita de cada
paciente. As biopsias foram fixadas
em formalina a 10% por um dia.
Preparados histologicos corados com
H&E e Fite-Faraco, seccionados a 5
um, foram usados para classificagao e
demonstragio de M.Leprae. Ademais,
foram realizados exames com orceina
acida e alcian blue (pH 2,5).

Caso 1: a biopsia cutinea de

Figura 1: LesOes avermelhadas
com hipopigmentagio ¢ pequena
atrofia no centro. A pele
circundante mostra afinamento e
envelhecimento sugestivos de
elastose solar. Paciente 1.

Pathological Findings

Only one biopsy of each
patient was taken in the form of an
elliptical biopsy. The biopsies were
Jixed in 10% formalin for one day.
H&E and Fite-Faraco stained histo-
logical preparations, sectioned at 5
um were used to classify and
demonstrate M. leprae. Additi-
onally, acid orcein and alcian blue
(pH 2.5) stains were performed.

Figure 1: Reddish lesions with
bypopigmentation and slight
atrophy of the centers.

The surrounding skin shows
thinning and wrinkling sugges-
tive of solar elastosis. Palient 1.

An bras Dermatol, Rio de Janeiro, 77(5):585-592, set./out. 2002,
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Figura 2: Lesoes eritematosas, levemente infiltradas no antebrago.
Paciente 2. / Figure 2: Erythematous, slightly infiltrated annular
lesions on the forearm. Patient 2.

uma das lesdes revelou inflamagao dos feixes neurovascu-
lares e anexos cutineos. Macrofagos e linfécitos eram os
tipos de células predominantes. Podia-se ver grande niime-
ro de bacilos acido-resistentes (BAAR), no citoplasma dos
macrofagos, freqlientemente de aspecto espumoso (Figura
3) Em areas focais da derme superficial e média, por vezes
proximo da area do tecido hanseniaco reacional, havia um
infiltrado linfohistiocitario com varias células gigantes sem
vactiolo nem bacilos dcido-resistentes (figura 4) Estes infil-
trados apresentavam menos fibras elasticas do que encon-
tradas normalmente. Os poucos feixes de fibras observados
nesta area eram curtos ¢ finos. Foram demonstradas fibras
elasticas no citoplasma de algumas células gigantes e
macrofagos. Na derme reticular profunda, as fibras eldsticas
pareciam normais. Foi feito o diagnostico de hanseniase
virchowiana subpolar associada ao granuloma elastolitico
de células gigantes.

Caso 2: exame histologico da lesdo revelou coexis-
téncia de macrofagos e células gigantes multinucleadas
que fagocitaram as fibras elasticas da derme superior, cau-
sando seu desaparecimento (Figura 5). Além desta lesdo,
havia inflamagdo perineural,

Figura 3: Macrofagos podem ser vistos em volta dos nervos com
muitos bacilos dcido-resistentes vidveis. Coloragao de Fite-Faraco,
320X. Paciente 1./ Figure 3: Macrophages are seen around nerves
with many viable fast-acid bacilli. Fite-Faraco stain, 320X. Patient 1.

Case 1: skin biopsy from one of the lesions revealed
inflammation of neurovascular bundles and skin appenda-
ges. Macrophages and lymphocytes were the predominant
cell-types. Large number of acid-fast bacilli (AFB) could be
seen in the cytoplasm of macrophages, often with foamy
aspect (Figure 3). In focal areas of the superficial and mid
dermis, sometimes in close proximity to the marked leprosy
tissue reaction there was a patchy lymphohistiocytic infil-
trate, with many giant cells without vacuoles nor AFB
(Figure 4). Elastic fibers were less frequently found in these
infiltrates. The few isolated bundles of fibers observed in
this area were short and thin. Fragments of elastic fibers
were demonstrated within the cytoplasm of a few of the
giant cells and macrophages. In the deep reticular dermis,
the elastic fibers appeared to be normal. The diagnosis of
subpolar lepromatous leprosy combined with elastolytic
giant cell granuloma was made.

Case 2: Histological examination of the lesion
revealed coexistence of macrophages and multinucleated
giant cells that phagocytosed elastic fibers in the upper der-
mis, causing them to disappear (Figure 5). Besides this
lesion, there was perineural

composta basicamente de
linfocitos ¢  histiocitos
(Figura 6), presentes na
derme profunda ou proximo
as glandulas sudoriparas.

Figura 4: Bidpsia cutinea da
lesao do antebrago (lesio anu-
lar). Fragmentos engolfados de

fibras cldsticas sao vistas nas
células gigantes multinucleadas

entre as fibras de coligeno.
H&E, 250X. Paciente 1.

inflammation composed
mainly of lymphocytes and
histiocytes (Figure 6) present
either in the deep dermis or
in the vicinity of sweat

Figure 4: Skin biopsy from the
lesion of forearm (annular
lesion). Engulfed fragments of
elastic fibers are seen within
multinuclear giant cells among
collagen fibers. HEE, 250X.
Patient 1.
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Figura 5: Fibras clasticas
diminuidas nas dreas do granulo-
ma de células gigantes da derme
media, enquanto permanccem na
drea da derme superficial € no
subcutineo. Coloragao pala orcei-
na 120X. Paciente 2.

Havia escassos bacilos acido-resis-
tentes demonstraveis nos feixes dos
nervos, mas nenhuma proliferagdo
de células de Schwann. Nao foram
observadas alteragoes significativas
na epiderme.

Tratamento e Curso Clinico
Uma vez feito o diagnostico,

foi iniciado tratamento para hanse-

niase em ambos os casos. Terapia

Figure 5: Elastic fibers are dimin-
ished in the areas of giani cell

gr /e of the mid-dermis,
while they remain in the
superficial area of the dermis and
the subcutis. Orcein stain 120X.
Patient 2.

glands. There were scanty demons-
trable AFB on nerve bundles, but no
Schwann cell proliferation. No sig-
nificant abnormalities were obser-
ved in the epidermis. The diagnosis
of indeterminate leprosy combined
with elastolytic giant cell granulo-
ma was made.

Treatment and Clinical Course

Once the diagnosis was

multidrogas, como as usadas em
pacientes com hanseniase multibacilar, foi recomendada
para a paciente do caso 1. A paciente do caso 2 recebeu dose
tinica de quimioterapia de curta duragdo. Nos 12 meses sub-
seqlientes, nao apareceram novas lesdes nem foi observada
recorréncia, e ambas as pacientes mostravam melhora sig-
nificativa.

DISCUSSAO

A degeneragio das fibras elasticas ou elastolise, aspecto
de algumas doengas cutdneas, constitui um grupo de doengas
caracterizadas por diminui¢do ou desaparecimento do tecido
elastico dérmico. A elastolise foi classificada como localizada
ou generalizada e pode ser congénita ou adquirida, com ou sem
manifestagdes sistémicas.” Apesar da elastina — principal protei-
na constitutiva das fibras elasticas — abranger 2% do total de
proteinas da derme’, ela ¢ importante fisiologicamente, propor-
cionando clasticidade a pele. Existem evidéncias bioquimicas
de que a clastina ¢ produzida pelos fibroblastos da pele.’
Alteragdes na estrutura ou metabolismo da elastina foram
implicadas em diversas doen-

made, the treatment for leprosy
was initiated in both cases. Multidrug Therapy (MDT), as
used for multibacillary patients was recommended for
patient 1. Patient 2 received a single dose of short-term
chemotherapy (ROM). No new lesions appeared in the sub-
sequent twelve months, nor was recurrence observed,
during this time the lesions of both patients showed marked
improvement.

DISCUSSION

Elastic fiber degradation or elastolysis, a feature of

some cutaneous diseases, constitutes a group of disorders
characterized by a decrease or disappearance of dermal
elastic tissue. It has been classified as either localized or
generalized and may be congenital or acquired with or
without systemic manifestations.” Although elastin, the prin-
cipal protein constituent of the elastic fibers, comprises
only about 2% of the total protein in dermis,’ it is physiolo-
gically important, providing the resiliency of skin. There are
biochemical evidences that elastin is produced by skin
fibroblasts." Alterations in

gas cutaneas adquiridas ou
hereditarias. Embora a base
bioquimica para as mudangas
observadas na estrutura da
elastina ndo seja conhecida,
pensa-se que a clastase — uma
enzima proteolitica — esteja

Figura 6: Infiltrado
inflamat6rio perincural,
composto principalmente de
linfocitos ¢ histiocitos, presente
na derme média.

H&E 120X. Paciente 2.

the elastin structure or meta-
bolism have been implicated
in a number of heritable and
acquired cutaneous diseases.
Although the biochemical
basis for the observed chan-
ges in the elastin structure is

Figure 0: Perineural
inflammatory infiltrate,
composed mainly of
lymphocytes and histiocytes
is present in the mid-dermis.
HE&E 120X. Patient 2.
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envolvida no processo, ds vezes, estimulada por catepsina G.°
Além do mais, a interagiio de elastase com elastina depende de
forgas cletrostaticas.® Os mecanismos patogénicos da elastolise
sdo pouco conhecidos. Defeitos na sintese do tecido elastico,
liberagdo de elastase por tecido inflamatério, diminui¢do dos
niveis séricos de cobre ¢ mecanismos imunologicos sio postu-
lados como possivels mecamsimos. Apesar de ndo estar claro se
a inflamagfo é um evento primario ou s¢ ocorre como fendme-
no secundario ao processo elastolitico, existemn algumas evidén-
cias de que a inflamagio é importante em varias elastdlises.”

Histiocite dérmica ¢ fagocitose das células gigantes do
teeido clastico (elastoclasia) sdo eventualmente achados em
viarias dermatoses inflamatorias, que se pode considerar que
pertengam a um espectro clinico de doengas caracterizadas
por infiltrados granulomatosos com elastolise. Células gigan-
tes multinucleadas contendo fibras clasticas também sdo
encontradas no granuloma anular (entdo conhecido como gra-
nuloma anular de células gigantes clastoliticas), ceratose acti-
nica, reaglo persistente a picada de insetos. clastose perfuran-
te serpiginosa. sifilis granulomatosa, granuloma de corpo
estranho. queratoacantoma, carcinoma basocelular e certas
variantes de discrasia de células T, i.e.pele laxa granulomato-
sa e micose fungdide:™ como também, leucemia de células T
do adulto, ™ necrobiose lipofdica e parpura senil.”
Recentemente vimos clastoclasia em uma lesdo cutdnea de
um paciente com leishmaniose tegumentar (dados ndo publi-
cados). Outras condi¢des que precisam ser consideradas no
diagnostico diferencial histopatologico incluem sarcoidose
cutdnea ¢ infecgGes profiundas por fungos. Todos estes diag-
nosticos podem ser excluidos nas nossas pacientes. Nossos
espécimes nio mostraram tubéreulos epitelidides nem lintoci-
tos nuMErosos € o processo patoldgico poupou o subcutineo.

Elastoclasia pode ocorrer de forma nio especifica, ao
menos em alguns casos, em areas protegidas do sol, assim
como, em areas da pele expostas ao sol.™ A fagocitose do teci-
do clastico pode ser, no entanto, evento secundirio em vérias
dermatoses inflamatorias, com degeneragdo das fibras clasticas
que se encontram presentes no infiltrado. ™ Alternativamente,
¢ possivel que o evento primario seja a reagéo inflamatoria gra-
nulomatosa dirigida contra as tibras clasticas, com dano actini-
co ™ ou nfio. * No entanto, o processo de elastose por células
gigantes multinucleadas ainda ndo foi elucidado e permanece
incerto. No granuloma elastolitico de células gigantes, as fibras
de colageno niio sdo afetadas.’ Todavia, as fibras elasticas s3o
digeridas por histiocitos ¢ células gigantes multinucleadas, e
por essa razao, as fibras de colageno na zona central pos-reati-
va cstio intactas c¢ as fibras clasticas encontram-sc ausen-
tes.* 7 Yanaguihara ¢ colegas, em 1987, sugeriram que,
nessa doenga, 0 processo elastolitico age em duas etapas: uma
digestio extracelular € uma intracelular das fibras elasticas.

Q) termo descritivo granuloma elastolitico de células
gigantes (“EGCG™) foi introduzido para suprir inadequagdes
na termimologia anterior.” A falta de uniformidade na termi-
nologia pode ser atribuida & superposicdo de caracteristicas
clinicas ¢ histopatolégicas® e a incerteza quanto a ctiologia.
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not known, elastase-a proteolytic enzyme— has been
thought to be involved in the process, sometimes stimulated
by cathepsin (" Moreover, the interaction of elastase with
elastin depends on electrostatic forces.® The pathogenic
mechanisms of elastolysis are poorly understood. Defects in
synthesis of elastic tissue, velease of elastase by inflamma-
tory tissue, decrease in serum copper, and immune mecha-
nisms have been postulated as possible mechanisms.
Although it is not clear whether inflammation is a primary
event or if it occurs as a phenomenon secondary to the elas-
tolytic process. there is some evidence that inflammation is
important in various elastolysis’

Dermal histiocytic and giant cell phagocytosis of
elastic tissue (elastoclasis) is seldom found in several
inflammatory dermatoses that may be considered to belong
fo a clinical spectrum of diseases characterized by a granu-
lomatous infiltrate with elastolysis. Multinucleated giant
cells containing elastic fibers are also found in annular
granuloma (then known as annular elastolytic giant cell
granuloma), actinic keratoses, persistent insect-bite reac-
tions, elastosis perforans serpiginosa, granulomatous
syphilis, foreign body granuloma. keratoacanthoma, basal
cell carcinoma and certain varianis of cutaneous T-cell
dyscrasia i.e. granulomatous slack skin and mycosis fim-
goides;™ as well in Adult T cell leukemia, > necrobiosis
lipoidica and senil purpura.’” Recently we have seen elasto-
clasis in a cutaneous lesion from a patient with tegumentar
leishmaniasis (unpublished dataj. Other conditions that
need 1o be comsidered in the histopathologic differential
diagnosis include cutaneous sarcoidosis and deep fungal
infections. All these diagnoses may be excluded in our
patients. Qur specimens showed neither epithelioid tuber-
cles nor numerous lymphocytes and the pathological pro-
cess also spared the subcutis.

Elastoclasis may occur non-specifically, at least in
some cases, in sun-protected areas, as well as in sun-expo-
sed skin."” Elastic tissue phagocytosis may be, however, a
secondary event in several inflammatory dermatoses, with
degradation of the elastic fibers that are present within the
infiltrate.”” Alternatively, the primary event might be the
granulomatous inflammatory reaction directed against
elastic fibers, with actinic damage' or not.”” However, the
process of elastolysis by multinucleated giant ceils has not
vet been elucidated and is still uncertain. In elastolytic
giant cell granuloma, collagen fibers are not affected.’t
Elastic fibers are, however, digested by histiocytes and mul-
tinucleated giant cells, therefore, in the post reactive central
zone, the collagen fibers are intact and the elastic fibers are
absent. "7 Yanagihara et al, 1987, suggested that the
elastolytic process in this disease proceeds in two steps: an
extracellular digestion and an intracellular digestion of the
elastic fibers.

The purely descriptive term elastolytic giant cell
granuloma (EGCG), was introduced to overcome inade-
quacies in the previous terminology.” The lack of unifor-
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As caracteristicas histologicas incluem infiltragdo granulo-
matosa por muitas células gigantes (freqiientemente com
formagiio de corpos asteréides), histidcitos, linfocitos, céhu-
las epitelidides ocasionais, ¢ auséncia de necrobiose. O teci-
do elastico parece desaparecer nas bordas do granuloma, e
encontra-se absolutamente ausente no centro deste. O granu-
loma elastolitico de células gigantes (“ECGC”) é uma doen-
¢a incomum gque pode ndo ser pronfamente reconhecida
pelos ndo iniciados. Reconhecé-lo nesta regio do mundo é
especialmente importante porque pode ser diagnosticado
erroncamente como hanseniase tuberculdide. E, portanto,
util reconhecer o padrdo da clastolise granulomatosa, para
que ndo seja confundida com outras dermatites granuloma-
tosas. Consequientemente, um componente adicional do
algoritmo de diagndstico, na abordagem da dermatite granu-
lomatosa, ¢ determinar se a fagocitose das fibras elasticas é
uma caracteristica proeminente da resposta histiocitaria*

O interesse especial nos casos apresentados € que os
achados clinicos, incluindo a localizago e os achados
patologicos, sdo raros. No caso da paciente 2, o aspecto cli-
nico da lesdo, correspondente ao granuloma clastolitico
superficial, induziu o médico a suspeitar de hanseniase
tuberculdide. E amplamente reconhecido que o diagndstico
de hanseniase ¢ muitas vezes dificil. Porém, a coexisiéncia
de hanseniase ¢ granuloma elastolitico de células gigantes
pode ser fonte de preocupagdo e pode representar um desa-
fio maior para os patologistas. Apesar de diagnosticada a
hanseniase, ainda assim, poderia ser erroncamente classifi-
cada. A aparéncia granulomatosa da lesdo, com células
gigantes elasto-fagocitarias, pode sugerir o diagnoéstico de
hanseniase paucibacilar (tuberculdide ou dimorfa tuber-
culbide) e, com isso, induzir a tratamento ndo apropriado.

Até onde sabemos, ndo ha descrigiio clinico-patologi-
ca de casos similares com o diagnostico de elastoclasia. Rueda
& Rodriguez, relataram, em 1979 um grupo de 16 pacientes,
de ambos os sexos, com hanseniase virchowiana com células
gigantes, alguns deles com corpos asteroides. Apesar de terem
se referido a estes casos como “hanseniasc virchowiana de
celulas gigantes”, e de ndo terem demonstrado, através de
coloragao para fibras eldsticas, a incorporagdo de fibras elas-
ticas dérmicas no citoplasma dos histiocitos e das células
gigantes, ¢ provavel, de acordo com um membro da nossa
equipe - AABIr -, que pelo menos alguns destes pacientes se
encaixem no mesmo padriio clinico-patologico do “LEGG™.

As fibras elasticas da derme de pacientes com hansc-
niase apresentam tragos caracteristicos, dependendo do tipo
de hanseniase, periodo de duragdo da condigio ativa e estru-
turas dérmicas destruidas.”? A questio que surge ¢ saber sc a
associagio de hanseniasc com granuloma elastolitico de
células gigantes ¢ mais do que simples coincidéncia.
Embora a possibilidade de que as duas lesdes tenham ocor-
rido por acaso nio possa scr totalmente excluida, o granulo-
ma clastolitico de células gigantes € raro, e a ocorréncia
simultdnea com hanseniase na mesma lesdo cutinea sugere
uma relagdo mais intima. As duas pacientes apresentavam
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mity in terms of terminology can be aftributed (0 an over-
lap of clinical and histopathological features” and uncer-
wainty with regard to its etiology. Its histologic features
include granulomatous infiltration by many giant cells
(often with asteroid body formation), histiocytes,
fymphocytes, scatteved epithelioid cells, and no necrobio-
sis. Elastic tissue appears to disappear at the borders of
the granuwloma and is totally absent in the center. EGCG is
an uncommon entity that may not be readily recognized by
the uninitiated. The recognition of this disease in this
region of the world is especially important since it may be
misdiagnosed as tuberculoid leprosy. It is therefore useful
to recognize the pattern of granulomatous elastolysis, lest
it be confused with other forms of granulomatous dermati-
tis. Accordingly, an additional component of the diagnostic
algorithm in approaching granulomatous dermatitis is to
determine whether elastic fiber phagocytosis is a promi-
nent feature of the histiocytic response.*

The special interest of the presented cases is that the
clinical findings, including the localization and the patho-
logical findings, were uncommon. In patient 2, the clinical
aspect of the lesion, corresponding to the supeificial elas-
tolytic granuloma, induced the clinician to suspect of
Tuberculoid Leprosy. It is widely recognized that the diag-
nosis of leprosy is often difficult. But the coexistence of
leprosy and elastolytic giant cell granuloma (LEGG), could
be a source of worry and may pose further a challenge for
pathologists. In spite of the recognition of leprosy, one
could well misinterpretate the leprosy form. The granulo-
matous appearance of the lesion, with elastophagocytosing
giant cells, might suggest a diagnosis of paucibacillary
leprosy (tuberculoid or borderline tuberculoid) and so indu-
ce to inappropriate treatment.

To our knowledge, there are no clinico-pathological
descriptions of similar cases with the recognition of elasto-
clasis, Rueda & Rodriguez reported, in 1979, a group of
16 patients of both sexes, having lepromatous leprosy with
giant cells, some of which containing asteroid bodies.
Although they referved to these case as “Giant Cell
Lepromatous Leprosy”, and the incorporation of dermal
elastic fibers into the cytoplasm of the histiocytes and giant
cells was not demonstrated by means of elastica staining,
according to one of us (AABJy), it is likely that at least some
of these patients could also be fitted into the same clinico-
pathological picture of LEGG.

The dermal elastic fibers of leprosy patients had
characteristic features, depending on the types of leprosy,
duration periods of active condition and destroyed der-
mal strutures.” The question that arises is as to whether
the association of leprosy with elastolvtic giant cell gra-
nuloma is more than just coincidental. Although the pos-
sihility that the two lesions occurred per chance cannot
therefore be altogether excluded, elastolytic giant cell
granuloma is wncommon and the co-vccurence with
leprosy in the same cutaneous lesion suggests a more inti-
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formas de hanseniase diferentes, porém, bem definidas. Esta
doenga é conhecida por cursar com alteragdes imunologicas.
Apesar da ctiopatogénese subjacente do “LEGG”, em ambas
as pacientes, nio ter sido estabelecida, ¢ a séric apresentada
ser pequena, a detecgiio de granuloma clastolitico de células
gigantes, em ambas as pacientes, sugere que o sistema imu-
nologico tem papel importante na patogénese desta dis-
fungdo elastolitica. Infiltrados inflamatérios, especialmente
leucocitos e macrdfagos, estdo associados a atividade da
clastase.** Devido ao fato do infiltrado inflamatorio, encon-
trado em todos os casos de hanseniase, ser composto nao
apenas de macréfagos, como também de substancial quan-
tidade de linfocitos T, com predomindncia da subdivisdo
CD8,* deve-se questionar a natureza do granuloma elastoli-
tico de células gigantes. Dai, é razoavel assumir, pelo menos
nos nossos casos, que o granuloma elastolitico de células
gigantes ndo seja, de fato, primario, mas que represente uma
disfuncio elastolitica rara que seria secundaria a um proces-
so inflamatério no qual os mecanismos imunologicos esta-
riam envolvidos. Portanto, a configuragdo anular destas
lesGes resultaram da atividade elastolitica do infiltrado de
células inflamatorias no centro e periferia do processo ativo.

Outros fatores, tais como dano actinico 4 pele alterada
pela hanseniase, diante da histéria prolongada de exposigao
solar de nossas duas pacientes, pareceu predispor a derme a
alteragbes das fibras clasticas ou contribuir para o processo
catabolico anonmal das fibras elasticas. De modo geral, nio se
sabe se a luz solar ¢/ou outros fatores iniciam a degeneragio
essencial das fibras elasticas, que sdo cntdo rcconhecidas
como corpos estranhos e fagocitadas pelos histideitos, ou sc
estes fatores induzem a alteragBes no mecanismo de reconhe-
cimento de corpos estranhos ¢/ou a ativagdo da fungdo de
fagocitose dos histiéeitos que causam fagocitose de suas pro-
prias fibras clasticas. Uma reagio fotoalérgica a drogas pare-
ce improvavel, ja que nenhuma das pacientes tomava drogas,
¢ os achados patoldgicos ndo confirmam tal possibilidade.
Resta ser determinado sc cstas observagdes refletem a estrutu-
ra alterada ou perda da elastina vista histologicamente na pele
envelhecida. Todavia, ndo conseguimos chegar a uma explica-
¢fio satisfatoria para a etiologia do processo dermatologico de
nossas pacientes. Os mecanismos que governam esta associa-
¢80 sdo incertos, assim como, ndo se sabe se cles tém algum
significado bioldgico na patogénese da hanseniase. a
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Post-kala-azar Dermal Leishmaniasis Associated With AIDS
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Post-kala-azar dermal leishmaniasis (PKDL}) is rarely reported in South America. In spite of
the fact that there are many reports about the association of visceral leishmaniasis and A1DS,
PKDL is very uncommon in HIV-positive patients, and so far only four cases have been documented
in the literature. We present another case with unusual clinicopathological aspects. The patient,
a 28-year-old male, from Salvador, Bahia (an endemic area) presented with clinical manifestations
of visceral leishmaniasis threc years after the diagnosis of AIDS. During treatment for visceral
leishmaniasis he developed disseminated miliary papules. Microscopically, the skin biopsy showed
a “saw-tooth™ pattern with a lichenoid mononuclear infiltrate simulating lichen planus. The
histopathological diagnosis was achieved through the finding of amastigotes. The authors discuss
the clinicopathological aspects of this case based on a review of the specific literature.

Key Words: Visceral leishmaniasis, post-kala-azar dermal leishmaniasis, AIDS.

Post-kala-azar dermal leishmaniasis (PKDL) is
frequent in India and the Sudan. InIndia PKDL occurs
in 6% to 20% of the cases of visceral leishmaniasis
(VL), six months to five years after apparently
successful treatment of VL. [1]. In AfricaPKDL isa
common complication of VL, occurring in $7% of the
cases. However, a significantly higher PKDL rate
{69%) is observed in those patients who received
madequate or irregular treatment. African PKDL
appears during or shortly after treatment [2].

PK DL manifests as multiple hypochromic macules,
erythematous papules and nodules {2,3]. Usually, an
erythematous macular cruption on the cheeks is the
first manifestation of the discase {3]. A papular or
nodular rash is the most frequent clinical aspect
observed in 51% of the cases [2].
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In spite of the fact that there are many reports about
the association of VL and AIDS {4-8], PKDL is very
uncommon in HIV-positive patients, and so far only
four cases have been documented in the literature [9-
12]. In these cases the lesions consisted of macules,
papulo-nodular rash or erythematous plagues. The
lestons were localized or involved only a few areas of
the body. No case of micropapular rash has been
observed.

In the South American literature PKDL is rarely
reported [13,14]. We present a case of PKDL
associated with AIDS with unusual clinicopathological
aspects.

Case Report

A 28-year-old male, Negro, from the peripheral
and coastal area of Salvador, Bahia, (endemic zone
for visceral leishmaniasis) has had AIDS since 1997,
when he first presented fever, diarrhea, convulsive
crises, and loss of weight. Since then, he has regularly
used a anti-retroviral therapy schedule with D4T, DDJ,
and nelfinavir, with disappearance of the
symptomatology. Three years after the diagnosis of
AIDS, he presented fever, loss of weight and
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hepatosplenomegaly. At this time he had a diagnosis of
VL, due to a positive serological test for leishmaniasis
and the presence of amastigotes in the bone marrow
aspirate. He underwent treatment with Glucantime
(5525mg/day during 30 days), with great improvement.
Two weeks after hospital discharge, before beginning
the maintenance treatment, he developed a skin rash
on the face, thorax, and on the upper and lower limbs.
At this time he also presented hepatosplenomegaly and
the direct examination and culture of one skin lesion
was positive for leishmania.

Dermatological examination

A rash of multiple and confluent, miliary papules
were scen over the face, on the anterior and posterior
aspects of the thorax (Figure 1) and on the lower and
upper limbs.

Pathological examination

Histologic examination of a cutancous biopsy
specimen showed hyperkeratosis, a “saw-tooth” pattern,
basal layer vacuolization, pigmentary incontinence and a
lichenoid infiltration in the upper dermis (Figure 2). The
inflammatory infiltrate was composed of plasma cells,
lymphocytes, and macrophages, most of them containing
amastigotes (Figure 3). In the lower dermis there was a
similar perivascular infiltration.

Discussion

VL may present an acute, subacute or chronic
evolution, but most infected individuals remain
completely asymptomatic [ 15]. However association
with conditions that cause immunosuppression can lead
to progression from an asymptomatic form to the classic
discase [ 16]. The patient lived in an area endemic for
VL and probably had the asymptomatic form of VL
before becoming infected with HIV.

The clinical pattern of the present case resembles
keratosis pilaris, lichen spinulosus, phrynoderma, or
miliaria rubra. It is similar to the micropapular form of
PKDL previously described [2].

Histologically, in PKDL, a mild to heavy
inflammatory infiltrate of plasma cells, lymphocytes,
macrophages, parasitized or not, and occasional
epithelioid and giant cells are seen. In cases with heavy
infiltration an epidermal atrophy is observed [2,14].
According to Zijlstra et al (2000} [2], in Sudan, only
20% of the skin biopsies show parasitism. In India,
Ramesh and Mukherjee (1995) [3] found parasites in
58% of the biopsies. When there is association with
AIDS amastigotes are frequent in the cutaneous lesions
[9-12], as we observed here. Because of the great
frequency of parasites PKDL may simulate borderline
or subpolar diffuse leishmaniasis [ 17], however the
clinical history and the clinical evaluation of the present
case allowed a differential diagnosis. Histologically the
lesion exhibited a “saw-tooth™ pattern, a basal layer
vacuolization and a lichenoid infiltrate, that could be
misdiagnosed as lichen planus if the parasites were not
observed.

This case demonstrates that it is mandatory to
consider the diagnosis of PKDL in disseminated
papulary skin lesions occurring during or after the
treatment of VL.
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Figure 1. Numerous hyperkeratotic and miliary papules ~ Figure 2. One entire papule. See a ’saw-tooth” acanthosis
on the anterior aspect of the thorax. and a lichenoid infiltrate in the upper dermis. HE, A40.
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