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SALDANHA, Maíra Garcia. Células inflamatórias teciduais na patogênese da leishmaniose 

cutânea humana causada por L. braziliensis. 2020. 78 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia em 

Sáude e Medicina Investigativa) – Instituto Gonçalo Moniz, Fundação Oswaldo Cruz Salvador, 

2020. 

 

RESUMO 

INTRODUÇÃO: A leishmaniose cutânea (LC) é causada pela picada de um flebótomo fêmea 

que inocula protozoários de Leishmania na pele do hospedeiro e desencadeia um processo 

imunológico com a formação de uma lesão ulcerada. A resposta inflamatória exacerbada 

consegue controlar os parasitas, entretanto resulta em dano tecidual. Muitos estudos sobre LC 

utilizam metodologias in vitro e com modelos murinos e, mais recentemente, têm sugerido que 

o acúmulo de células com potencial citotóxico contribui para a formação de lesões na pele. 

OBJETIVOS: Propomos uma análise in situ para estabelecer correlações entre os eventos 

clínico-histopatológicos e a participação de células e moléculas inflamatórias, a fim de 

compreender a imunopatogênese das lesões cutâneas causadas por L. braziliensis. 

MATERIAL E MÉTODOS: Realizamos a análise histopatológica de biópsias da borda da 

lesão ulcerada de 22 pacientes com diagnóstico de LC. Por imunoistoquímica, identificamos e 

quantificamos as populações das células natural killer (NK) CD57+, linfócitos T CD4+ e CD8+, 

linfócitos B CD20+, macrófagos CD68+, células perforina+, granzima B+, TNF-α+ e IL-1β+. 

Correlacionamos essas células com o tamanho da lesão, a porcentagem de necrose e de 

inflamação, e o número de amastigotas.  RESULTADOS: Identificamos uma alta proporção 

de linfócitos, havendo uma correlação negativa entre os linfócitos T CD4+ com os macrófagos 

CD68+, as amastigotas e a necrose. As perforinas e granzimas, produzidas pelos linfócitos CD8+ 

e células NK, foram correlacionadas com a necrose, bem como as células IL-1β+ e TNF-α+. 

CONCLUSÃO: Os mecanismos inflamatórios que induzem a morte necrótica das células 

infectadas são fatores que podem contribuir para o dano tecidual.  

Palavras-chave: Leishmaniose cutânea, Histopatologia, Imunoistoquímica, L. braziliensis.  
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SALDANHA, Maíra Garcia. Inflammatory tissue cells in the pathogenesis of human cutaneous 

leishmaniasis due to L. braziliensis. 2020. 78 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia em Saúde 

e Medicina Investigativa) – Instituto Gonçalo Moniz, Fundação Oswaldo Cruz Salvador, 2020. 

ABSTRACT 

 

INTRODUCTION: Cutaneous leishmaniasis (CL) is caused by the bite of a female 

phlebotome that protects the Leishmania inoculate on the skin of the host and triggers an 

immune process with the formation of an ulcerated lesion. The exacerbated inflammatory 

response is able to control the parasites, however it results in tissue damage. Most of the studies 

on CL report in vitro methodologies and with murine models and more recently it was suggested 

that the accumulation of cells with cytotoxic potential contributes to the formation of skin 

lesions. AIM: We propose an in situ analysis to establish correlations between clinical-

histopathological events and the participation of inflammatory cells and molecules, in order to 

understand the immunopathogenesis of cutaneous lesions caused by L. braziliensis. 

MATERIAL AND METHODS: Was performed a histopathological analysis of biopsies from 

the edge of the ulcerated lesion of 22 patients diagnosed with CL. By immunohistochemistry, 

we identified and quantified the cells of the CD57+ natural killer (NK) cells, CD4+ and CD8+ T 

lymphocytes, CD20+ B lymphocytes, CD68+ macrophages, perforin+ cells, granzyme B+, TNF-

α+ and IL- 1β+. We correlated these cells with the size of the lesion, the percentage of necrosis 

and inflammation, and the number of amastigotes found in the histological sections. 

RESULTS: We identified a high proportion of lymphocytes, having a negative correlation 

between CD4+ T lymphocytes and CD68+ macrophages, such as amastigotes and necrosis. 

Perforins and granzymes, produced by CD8+ lymphocytes and NK cells, were correlated with 

necrosis, as well as IL-1β+ and TNF-α+ cells. CONCLUSION: the inflammatory mechanisms 

that induce necrotic death of infected cells are factors that can contribute to tissue damage.  

Keywords: Cutaneous leishmaniasis, Histopathology, Immunohistochemistry, L. braziliensis. 

 



9 
 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

 

Tabela 1. Relação de anticorpos utilizados para imunomarcação de células 

inflamatórias e moléculas nas secções histológicas de lesões 

ulceradas de pacientes com leishmaniose cutânea. 

 

34 

Tabela 2. Características demográficas e clínicas dos pacientes com 

leishmaniose cutânea em Corte de Pedra – BA, de 2009 a 2014. 

 

40 

Figura 1. Ciclo de transmissão da leishmaniose cutânea. 

 

19 

Figura 2. Imunoistoquímica nas secções histológicas de biópsias de pele de 

pacientes com leishmaniose cutânea. 

 

35 

Figura 3. Exemplificação da análise quantitativa em secção histológica de 

biópsia de lesão ulcerada de paciente com leishmaniose cutânea após 

imunoistoquímica. 

 

36-37 

Figura 4.  Exemplificação da análise morfométrica em secção histológica de 

biópsia de lesão ulcerada de paciente com leishmaniose cutânea 

corada com hematoxilina e eosina. 

 

38 

Figura 5. Imunoistoquímica em secção histológica de fragmento de pele de 

lesão ulcerada de paciente com leishmaniose cutânea (CD4 e CD8). 

 

41 

Figura 6. Imunoistoquímica em secção histológica de fragmento de pele de 

lesão ulcerada de paciente com leishmaniose cutânea (CD20 e 

CD57). 

 

42 

Figura 7. Imunoistoquímica em secção histológica de fragmento de pele de 

lesão ulcerada de paciente com leishmaniose cutânea (CD68 e 

Leishmania). 

 

43 

Figura 8. 

 

Imunoistoquímica em secção histológica de fragmento de pele de 

lesão ulcerada de paciente com leishmaniose cutânea (TNF-α e IL-

1β). 

 

44 

Figura 9.  Imunoistoquímica em secção histológica de fragmento de pele de 

lesão ulcerada de paciente com leishmaniose cutânea (granzima B e 

perforina). 

 

45 

Figura 10.  Perfil celular inflamatório na leishmaniose cutânea e número de 

amastigotas. 

 

46 

Figura 11. Comparação do número de células (A) TNF-α+ e (B) IL-1β+ em 

pacientes com lesão ulcerada de leishmaniose cutânea que 

apresentaram ou não linfadenopatia. 

 

46 



10 
 

Figura 12.  Correlação entre as células inflamatórias e as características clínico-

histopatológicas nas biópsias de lesões ulceradas de pacientes com 

leishmaniose cutânea. 

47 

Figura 13.  Correlação linear entre células e áreas de inflamação e de necrose. 

 

48 

Figura 14.  Correlação linear entre células e número de amastigotas.  

 

49 

Figura 15.  Correlação linear entre macrófagos, amastigotas e células natural 

killer. 

 

49 

Figura 16. Áreas de inflamação e necrose nas biópsias de IDRM- e IDRM+. 

 

51 

Figura 17. Células inflamatórias e amastigotas por imunoistoquímica em 

secções histológicas de pacientes com IDRM- e IDRM+. 

 

51-52 

Figura 18. Esquema representativo da resposta inflamatória na leishmaniose 

cutânea causada pela L. braziliensis. 

 

58 

 

 

 

  



11 
 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

 

ASL  Antígeno Solúvel de Leishmania 

CD  Cluster of Differentiation (marcador de membrana de células) 

IGM  Instituto Gonçalo Moniz 

DAB  Diaminobenzidina 

DTH  Teste de Sensibilidade Tardia 

FIOCRUZ Fundação Oswaldo Cruz 

FMUSP Faculdade de Medicina da Universidade São Paulo 

HE  Hematoxilina e Eosina 

HIV  human immunodeficiency virus/ Vírus da Imunodeficiência Humana 

HRP  Horse Raddish Peroxidase 

IDRM  Intradermoreação de Montenegro 

IFN γ  Interferon gama 

IgG  Imunoglobulina G 

IHQ  Imunoistoquímica 

IL  Interleucina 

IL-1β   Interleucina 1 beta 

LC  Leishmaniose Cutânea 

LCC  Leishmaniose Cutânea Clássica 

LD  Leishmaniose Disseminada 

LCL  Leishmaniose Cutânea Localizada 

LM  Leishmaniose Mucosa 

LCR   Leishmaniose Cutânea Recente 

LD   Leishmaniose Disseminada 

LTA  Leishmaniose Tegumentar Americana 

mm2  Milímetro quadrado    

MØ  Macrófago 

NK  Natural Killer  

OMS  Organização Mundial da Saúde 

PBS  Phosphate Buffer Solution - Fosfato Salina Tamponada  

PCR  Polymerase Chain Reaction (Reação em cadeia da polimerase) 

TCLE  Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

TNF-α  Fator de Necrose Tumoral-alfa 

Th1  T helper 1 

µl  Microlitro 

µm  Micrômetro 

  

 

 

 

 

 

  

 



12 
 

SUMÁRIO  

 

 

1  INTRODUÇÃO ...................................................................................................................... 14 

2  REVISÃO DA LITERATURA ............................................................................................. 17 

2.1 EPIDEMIOLOGIA .................................................................................................................. 17 

2.2 TRANSMISSÃO ...................................................................................................................... 18 

2.3 MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS E DIAGNÓSTICO .............................................................. 20 

2.4 INTRADERMORREAÇÃO DE MONTENEGRO ................................................................. 21 

2.5 A RESPOSTA IMUNE INATA ............................................................................................... 22 

2.6 A RESPOSTA IMUNE ADQUIRIDA E OS LINFÓCITOS ................................................... 23 

2.7 ATIVIDADE CITOTÓXICA ................................................................................................... 25 

2.8 CITOCINAS PRÓ-INFLAMATÓRIAS INDUZIDAS POR L. braziliensis ........................... 27 

2.9 A RESPOSTA IMUNE HUMORAL ....................................................................................... 28 

3  OBJETIVOS ........................................................................................................................... 30 

3.1 OBJETIVO GERAL ................................................................................................................. 30 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS ................................................................................................... 30 

4  MATERIAL E MÉTODOS ................................................................................................... 31 

4.1 ASPECTOS GERAIS ............................................................................................................... 31 

4.2 DADOS CLÍNICOS ................................................................................................................. 31 

4.2.1 Critérios de inclusão ............................................................................................................... 31 

4.2.2 Critérios de exclusão .............................................................................................................. 32 

4.3 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS .................................................................................................. 32 

4.4 BIÓPSIAS ................................................................................................................................ 32 

4.6  ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA QUANTITATIVA............................................................ 36 

4.7  ANÁLISE MORFOMÉTRICA DAS ÁREAS DE INFLAMAÇÃO E NECROSE ................ 38 

4.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA ....................................................................................................... 39 

4.9  MATRIZ DE CORRELAÇÃO ................................................................................................ 39 

5  RESULTADOS ....................................................................................................................... 40 

5.1  ASPECTOS SOCIODEMOGRÁFICOS E CLÍNICOS DO ESTUDO DE LESÕES 

ULCERADAS DE PACIENTES COM LEISHMANIOSE CUTÂNEA ................................. 40 

5.2  PERFIL CELULAR INFLAMATÓRIO DAS LESÕES DE PACIENTES COM LC COM 

INTRADERMORREAÇÃO DE MONTENEGRO POSITIVA OU NEGATIVA .................. 50 

6  DISCUSSÃO ........................................................................................................................... 53 

7  CONCLUSÃO ........................................................................................................................ 57 

8  SUMÁRIO ILUSTRATIVO DAS CONCLUSÕES DO ESTUDO .................................... 58 

 

 



13 
 

 REFERÊNCIAS ..................................................................................................................... 59 

  APÊNDICES ........................................................................................................................... 70 

 ARTIGO PUBLICADO: TISSUE DAMAGE IN HUMAN CUTANEOUS 

LEISHMANIASIS: CORRELATIONS BETWEEN INFLAMMATORY CELLS AND 

MOLECULE EXPRESSION ................................................................................................... 70 

  ARTIGO PUBLICADO: CHARACTERIZATION OF THE HISTOPATHOLOGIC 

FEATURES IN PATIENTS IN THE EARLY AND LATE PHASES OF CUTANEOUS 

LEISHMANIASIS ................................................................................................................... 77 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 
 

1 INTRODUÇÃO  

 

A Leishmaniose Cutânea (LC) é considerada pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS) como uma das oito doenças tropicais negligenciadas e o número de casos em áreas 

endêmicas tem aumentado significativamente nos últimos anos (PAN-AMERICANA DA 

SAÚDE, 2019). Atualmente, a doença é endêmica em 102 países e nos últimos anos tem sido 

cada vez mais observada entre migrantes, viajantes, ecoturistas e militares (MANSUETO et al., 

2014). É uma doença desfigurante, inclusive as lesões podem mimetizar outras dermatoses, 

podendo dificultar o diagnóstico e deixar cicatrizes em locais visíveis do corpo, causando 

problemas psicológicos, sociais e econômicos.  

A LC caracteriza-se pelo desenvolvimento de lesão ulcerada única ou múltiplas na pele, 

resultante da inoculação das formas infectivas da Leishmania Viannia braziliensis, geralmente 

em áreas do corpo no local da infecção. Na maioria dos casos, uma linfadenopatia antecede a 

lesão ulcerada que evolui com um eritema, torna-se uma pápula que ulcera, formando uma lesão 

com aspecto arredondado e profundo com as bordas elevadas (COSTA et al., 2009; 

REITHINGER et al., 2007; SILVEIRA et al., 2009). A úlcera evolui de forma crônica e 

usualmente cicatriza quando os pacientes recebem a terapia recomendada pelo Ministério da 

Saúde, podendo ainda ter cura espontânea (MARSDEN, 1994; BRASIL, 2010). Entretanto, o 

tratamento com antimonial pentavalente não é eficaz na fase inicial da infecção (CARVALHO 

et al., 1995; MACHADO et al., 2002). Adicionalmente, tem sido crescente o número de casos 

de lesões disseminadas e alguns pacientes desenvolvem lesões mucocutâneas (SILVA et al., 

2017). Este espectro de manifestações clínicas depende da resposta inflamatória, que por sua 

vez, é essencial para o controle dos parasitas. 

Após a inoculação das promastigotas presentes na saliva dos flebotomíneos, ocorre o 

recrutamento de células inflamatórias para o sítio da infecção. Os neutrófilos, macrófagos e 
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células dendríticas são recrutadas para controlar a disseminação dos parasitas, importantes na 

ativação da resposta imune adaptativa (MAURER; DONDJI; VON STEBUT, 2009). Na borda 

das úlceras observa-se um infiltrado inflamatório denso de linfócitos T e B, macrófagos e 

plasmócitos (DA-CRUZ et al., 2005). As células natural killer (NK) atuam na defesa contra os 

parasitas através da produção de interferon gama (IFN-γ) no início da infecção para ativar 

macrófagos e, consequentemente matar as Leishmanias (GORAK; ENGWERDA; KAYE, 

1998). Macrófagos também são ativados pelas células T CD4+ e CD8+, que através da secreção 

de níveis elevados de IFN-γ e TNF-α, quimiocinas, e da atividade citotóxica mediada por CD8 

e NK, induzem a apoptose das células infectadas (RUIZ; BECKER, 2007). A ativação do 

inflamassoma e produção de IL1-β torna o ambiente ainda mais inflamatório (NOVAIS et al., 

2017). A resposta imune humoral é eficiente contra várias doenças infecciosas agudas, no 

entanto, na infecção crônica causada pela Leishmania, é controversa e pode desregular a 

resposta imune tendo efeito deletério (SILVA-BARRIOS; CHARPENTIER; STÄGER, 2017).  

Nos estudos em modelo murino de leishmaniose, a evolução da lesão tecidual pode ser 

dividida em duas fases. Uma fase inicial, assintomática, durante a qual ocorre o pico da carga 

parasitária na derme com ausência de lesão tecidual. E uma segunda fase, onde há o 

desenvolvimento da doença que se caracteriza por intensa inflamação do tecido infectado e 

formação da lesão, indicando que o dano tecidual é mediado por uma resposta imune 

inflamatória e não somente pela presença do parasito (BELKAID et al., 2000; NAIK et al., 

2012). É conhecido que o curso da doença é determinado pela natureza e magnitude da resposta 

imune orquestrada por linfócitos T específicos, os quais exercem um papel central no controle 

da replicação parasitária e na destruição tecidual (NYLÉN; EIDSMO, 2012; SILVEIRA et al., 

2009). 

A ativação de linfócitos T específicos aos antígenos de Leishmania resulta na geração 

de células efetoras e persistência de linfócitos T de memória. Neste contexto, a distribuição e 
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as características funcionais de células efetoras que participam da patogênese e do processo de 

cura clínica parecem ter relevante papel no controle da infecção. Os mecanismos envolvidos na 

geração e manutenção das células envolvidas na resposta anti-Leishmania ainda não estão 

completamente elucidados e a indefinição dos mecanismos protetores e imunopatológicos 

resultam na dificuldade em disponibilizar métodos profiláticos e esquemas terapêuticos 

alternativos bem estabelecidos. Assim, a identificação de mecanismos imunológicos associados 

à cura e à proteção continua sendo um desafio para a geração de candidatos vacinais para a 

leishmaniose humana. Particularmente, a LC causada por L. braziliensis representa um 

importante alvo de estudo da resposta imune associada ao controle da infecção, visto que uma 

parte da população na área endêmica tem a intradermorreação positiva mesmo sem apresentar 

a doença. 

Apesar de sabermos que a resposta imune pode ser essencial para o desfecho clínico da 

LC, ainda não estão definidos quais seriam os demais fatores pelos quais os pacientes curam      

espontaneamente ou desenvolvem a doença, ou por que falham a terapêutica e até, por vezes, 

evoluem para recidivas ou desenvolvem formas mucosas e disseminadas. Estabelecemos 

correlações entre as células inflamatórias e achados histopatológicos de pacientes com lesões 

ulceradas de LC, comparações entre grupos de pacientes que apresentaram ou não 

linfadenopatia e, adicionalmente, grupos de pacientes que realizaram o teste da IDRM com 

resultado negativo ou positivo. Diferentemente do que temos encontrado na literatura, onde as 

pesquisas abordam a resposta sistêmica na LC, com análise de PBMCs e modelos murinos, 

nosso estudo buscou enfocar os aspectos clínicos e histopatológicos observando a resposta 

imune local, caracterizando o tecido através de fragmentos de pele coletados da borda da úlcera 

de pacientes diagnosticados com leishmaniose cutânea localizada.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 EPIDEMIOLOGIA 

 

As leishmanioses constituem um grupo de doenças causadas por protozoários de 

diferentes espécies do gênero Leishmania. A Organização Mundial da Saúde (OMS) considera 

uma doença emergente e não controlada (DE VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015). O termo 

Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) refere-se à infecção pela Leishmania que afeta a 

pele e mucosas. Várias espécies pertencentes aos subgêneros Leishmania e Viannia causam 

LTA em humanos, incluindo L. tropica, L. major e L. aethiopica no Velho Mundo e L. 

mexicana, L. amazonensis, L. venezuelensis, L braziliensis, L. shawi, L. guyanensis, L. 

panamensis e L. peruviana, encontradas apenas no Novo Mundo (LAINSON, 2010; ROQUE; 

JANSEN, 2014; SOUZA; SOUZA; BOTELHO, 2012). As diferenças entre as espécies de 

Leishmania podem levar à diversas manifestações clínicas e respostas terapêuticas (BORGES; 

GOMES; RIBEIRO-DIAS, 2018; CHRISTENSEN et al., 2018; MCGWIRE; SATOSKAR, 

2014). 

Embora a maioria dos casos sejam notificados em países pobres, as leishmanioses 

podem ocorrer em países da Europa, Américas e Ásia (PACE, 2014). Entretanto, 75% desses 

casos são encontrados no Brasil, na Síria e no Afeganistão. Com a expansão geográfica da LTA 

durante a década de 1980, a doença atinge 19 estados brasileiros e, em 2003, foram confirmados 

casos autóctones nos 27 estados do país. Apesar da ampla dispersão no território nacional, há 

intensa concentração de casos em determinadas áreas, principalmente nas regiões Norte e 

Nordeste, enquanto em outras, os casos apresentam-se isolados. A doença é prevalente 

principalmente na Amazônia, Bahia, Minas Gerais, na região do Triângulo Mineiro e nas 

regiões próximas à bacia do rio Mucuri e do rio Doce, em São Paulo, na região sul que abrange 

a área de Mata Atlântica e nos estados do Espírito Santo, Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul e 
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Goiás (RANGEL; LAINSON, 2009). Contudo, a taxa de incidência da doença provavelmente 

é subestimado, devido aos casos nem sempre serem diagnosticados e à não obrigatoriedade de 

notificações (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). 

 

2.2 TRANSMISSÃO 

 

A LTA está associada à condições climáticas tropicais que favorecem o 

desenvolvimento dos flebotomíneos (MAROLI et al., 2013). Essa transmissão mediada pelo 

flebótomo pode seguir um ciclo antroponótico ou zoonótico que varia de acordo com a região. 

Leishmanias são parasitas intracelulares que tem um ciclo de vida digenético, transmitido pelas 

fêmeas infectadas para um hospedeiro vertebrado suscetível. Isso significa que o ciclo desses 

protozoários depende de uma transmissão bem sucedida entre o vetor, o reservatório e os 

hospedeiros finais (CONCEIÇÃO-SILVA; MORGADO, 2019).  

São dois os estágios de desenvolvimento, as formas amastigotas, que sobrevivem dentro 

dos macrófagos dos mamíferos e, as promastigotas, presentes no tubo digestivo do 

flebotomíneo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). As fêmeas do flebótomo 

adquirem macrófagos infectados com amastigotas quando se alimentam do sangue de 

mamíferos infectados. Após o repasto sanguíneo, os amastigotas se transformam em 

promastigotas, amadurecem e se dividem em até três dias após a ingestão no intestino do 

flebotomíneo. Em seguida, os promastigotas migram para a probóscide do flebotomíneo e estão 

prontos para serem regurgitados na pele do vertebrado no próximo repasto (ALEMAYEHU; 

ALEMAYEHU, 2017; PACE, 2014). As manifestações clínicas da leishmaniose dependem de 

uma interação complexa entre a espécie infectante e a resposta imune do hospedeiro. O ciclo 

de transmissão da Leishmania entre vetor, reservatório e hospedeiro está representado na figura 

1. 
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Figura 1. Ciclo de transmissão da leishmaniose cutânea. A Leishmania é transmitida pela picada de 

flebotomíneas infectadas, que utilizam mamíferos silvestres e domésticos como reservatórios. 

Durante o repasto sanguíneo, as flebotomíneas inoculam na pele do hospedeiro as formas infectivas 

da Leishmania, as promastigotas, que são fagocitadas pelos macrófagos e outras células 

mononucleares fagocíticas. Dentro dessas células, as promastigotas se transformam em amastigotas, 

as mesmas formas encontradas nos reservatórios, completando assim o ciclo de vida digenético da 

Leishmania. O desenvolvimento de uma patologia depende da interação entre os parasitas e a resposta 

imunológica do hospedeiro.  
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2.3 MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS E DIAGNÓSTICO 

 

As lesões na LTA são pleomórficas nas suas apresentações clínicas. A Leishmaniose Cutânea 

Localizada (LCL), se manifesta com uma ou até dez lesões ulceradas na pele.  A Leishmaniose 

Disseminada (LD), apresenta pápulas disseminadas, sendo uma úlcera inicial primária e acima 

de dez lesões secundárias papulosas. E a Leishmaniose Mucocutânea (LM), ocorre após uma 

lesão cutânea, evoluindo com úlceras nas mucosas nasal e bucal (ARENAS et al., 2017).  

A LCL é a manifestação mais comum, podendo progredir dentro de semanas ou meses 

de pápulas ou nódulos a lesões ulceradas (LAINSON; SHAW, 2010). As lesões cutâneas podem 

curar espontaneamente, mas também há casos de recidiva durante e após o tratamento (BURZA; 

CROFT; BOELAERT, 2018; SCOTT; NOVAIS, 2016; STRAZZULLA et al., 2013). Em 

alguns pacientes as lesões permanecem durante anos, período que pode ser caracterizado por 

deficiência de função, susceptibilidade à infecções secundárias e desenvolvimento de 

desfigurações e cicatrizes permanentes (CARVALHO et al., 1994; COSTA et al., 1986, 2009; 

PACE, 2014; SCOTT; NOVAIS, 2016).  

Geralmente, o diagnóstico da LCL é feito pelas características clínicas das úlceras 

associadas à detecção do parasita por vários métodos de diagnóstico laboratoriais. As formas 

amastigotas de Leishmania são estruturas intracelulares arredondadas com 1,5 μm a 3,0 μm, 

identificadas em amostras de biópsia de lesão de pele por observação microscópica óptica. 

Além da detecção de parasitas pela histopatologia (ELMAHALLAWY et al., 2014), é possível 

realizar testes indiretos com sorologia, cultura parasitária e diagnósticos moleculares (GOTO; 

LINDOSO, 2010)  para detectar o DNA do parasita, através da reação em cadeia da polimerase 

(PCR). A PCR é aplicada especialmente nos casos em que os amastigotas não são visualizados 

por microscopia óptica. Contudo, o diagnóstico parasitológico ainda é considerado o padrão-

ouro no diagnóstico das leishmanioses devido à sua alta especificidade. Principalmente pelo 
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exame para a detecção do parasita e em cultivos in vitro a partir de material de lesões suspeitas, 

buscando a identificação direta de amastigotas em biópsias, raspagens ou esfregaços (DE 

VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015). 

 

2.4 INTRADERMORREAÇÃO DE MONTENEGRO 

 

O teste cutâneo para determinação da infecção por Leishmania, também chamado de 

intradermorreação de Montenegro (IDRM) ou teste de hipersensibilidade tardia (DTH) é uma 

forma indireta de diagnóstico laboratorial baseado na mensuração da induração após injeção 

intradérmica de antígenos do parasito. Posteriormente, o indivíduo é avaliado entre 48 e 72 

horas, sendo consideradas positivas as reações com área de induração igual ou maior que 5 mm 

de diâmetro. O teste é produzido com parasitas mortos ou com antígeno solúvel de Leishmania 

(ASL) e apresenta alta sensibilidade e alto valor preditivo para o diagnóstico de leishmaniose 

tegumentar (LT) causada por L. braziliensis. Este método indireto complementa o diagnóstico 

clínico-epidemiológico e laboratorial (BRASIL, 2017; VEGA-LÓPEZ, 2003) e tem sido 

utilizado para identificar indivíduos expostos a Leishmania, mas que não desenvolvem doenças 

(DAVIES et al., 1995; FOLLADOR et al., 2002; SCHNORR et al., 2012). Pacientes com LM 

usualmente apresentam IDRM exacerbada, com vários centímetros de induração, enquanto nos 

pacientes com LC a resposta é moderada.  

A IDRM está associada à proliferação linfocitária e produção de IFN-γ em células 

sanguíneas periféricas estimuladas com ASL (CARVALHO et al., 1994). Uma IDRM negativa 

durante a infecção por L. amazonensis está associada a um comprometimento da resposta das 

células T, replicação parasitária e desenvolvimento de múltiplas lesões nodulares com 

macrófagos cheios de parasitas, como observado na leishmaniose cutânea difusa (LCD) 

(BARRAL et al., 1995b; SILVEIRA et al., 2009). Além disso, uma IDRM negativa também é 
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observada na leishmaniose visceral (LV), uma doença associada à disseminação do parasita 

(EVANS et al., 1992; JERONIMO et al., 1994). 

A vila de Corte de Pedra é reconhecida como uma das áreas mais importantes de 

transmissão de L. braziliensis na América Latina e mais de 1000 casos de LC são vistos 

anualmente no Posto de Saúde de Corte de Pedra. Embora a positividade da IDRM nesses 

pacientes seja superior a 95%, observamos que pacientes com úlceras típicas de LC podem ter 

uma IDRM negativa. Por isso, comparamos a resposta imune de pacientes com LC que 

apresentaram IDRM- com aqueles IDRM+. 

 

2.5 A RESPOSTA IMUNE INATA 

 

As células natural killer (NK), estranhamente traduzidas por “assassinas naturais” são 

recrutadas para o local no estágio inicial da infecção (GUPTA; OGHUMU; SATOSKAR, 2013; 

PASSERO et al., 2010). Elas se caracterizam por serem grandes leucócitos granulares que 

desempenham um papel fundamental na resposta imune inata (LANIER, 2008). Essas células 

são importantes para definir a evolução da doença, restringindo a disseminação precoce do 

parasita através da lise direta de células parasitadas.  

Estudos realizados em modelos murinos mostraram que o aumento na carga parasitária 

está diretamente associado à ausência das células NK (HERNANDEZ SANABRIA et al., 2008; 

LAURENTI et al., 1999; SCHARTON; SCOTT, 1993). As Leishmanias parecem ter alguns 

mecanismos de evasão ou mesmo inibição de migração e atividade das células NK. Em 

camundongos infectados com L. major, foi observado que as células NK exibem uma forte 

capacidade de proliferação que atinge o máximo de 12 a 48 horas após a infecção, e um 

posterior declínio (BOGDAN, 2012; HERNANDEZ SANABRIA et al., 2008; LAURENTI et 

al., 1999; SCHARTON; SCOTT, 1993). Quando efetivas, essas células podem ser 
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inflamatórias, reguladoras e citotóxicas. Elas produzem precocemente citocinas pró-

inflamatórias, como o IFN-γ, que favorece a diferenciação das células CD4+ Th1 e, juntamente 

com TNF-α, ativam macrófagos (LAURENTI et al., 1999; MORGADO et al., 2008; 

SCHARTON; SCOTT, 1993).  

Macrófagos são células presentes na maioria dos tecidos e podem estar envolvidos numa 

variedade de processos biológicos que incluem, entre outros, a participação na cicatrização, na 

resposta imune através da fagocitose e, principalmente, a apresentação de antígenos às células 

T (MCCORMICK; STEVENS; KANG, 2000). Macrófagos são as células hospedeiras finais 

dos parasitas de Leishmania (LIU; UZONNA, 2012). Dentro dos fagolisossomos dos 

macrófagos, as formas promastigotas sofrem diferenciação morfológica transformando-se em 

amastigotas, capazes de resistir aos mecanismos de destruição e sobreviver dentro das células 

(LIU; UZONNA, 2012). Adicionalmente, as amastigotas dentro dos macrófagos se replicam e 

induzem a cronicidade da infecção cutânea mantendo a inflamação na derme (LIU; UZONNA, 

2012). As citocinas pró-inflamatórias IFN-γ e TNF-α estimulam os macrófagos contribuindo 

com o controle parasitário, mas também promovem a necrose tecidual como consequência de 

uma intensa resposta imune que favorece o desenvolvimento de lesões graves (GAAFAR et al., 

1995). 

 

2.6 A RESPOSTA IMUNE ADQUIRIDA E OS LINFÓCITOS  

 

Linfócitos T CD4+ são as principais células produtoras de IFN-γ (SANTOS et al., 2013) 

as quais, juntamente com o TNF-α, permanecem ativando macrófagos para impedir a 

proliferação parasitária nas fases iniciais da infecção. Entretanto, se esta resposta inflamatória 

for muito intensa pode contribuir para a destruição tecidual (BACELLAR et al., 2002). 
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Linfócitos T CD4+ desempenham um papel fundamental na resposta imune anti-Leishmania, 

através do reconhecimento de antígenos e produção de citocinas. 

Embora pouco se discuta sobre o papel da atividade citotóxica das células CD4+ na 

infecção por Leishmania, tem sido demonstrado uma alta frequência de subconjuntos de células 

T CD4+ produtoras também de granzima B, as quais já foram encontradas em indivíduos que 

infectados por L. major (NAOUAR et al., 2014). A produção de moléculas citotóxicas pelas 

células T CD4+ também foi detectada, principalmente em indivíduos assintomáticos para LC 

(EGUI et al., 2018). No entanto, são necessários mais estudos para determinar os possíveis 

papéis dessas células e entender as implicações para proteção e danos. 

Linfócitos T CD8+ desempenham um papel crucial na resposta imune da LC 

(BRODSKYN et al., 1997; DA-CRUZ et al., 2005, 2002; FARIA et al., 2009; HERNÁNDEZ-

RUIZ et al., 2010; RUIZ; BECKER, 2007). Entretanto, vários autores também têm sugerido 

que linfócitos T CD8+ podem contribuir tanto para a destruição parasitária quanto para o dano 

tecidual (BOUSOFFARA et al., 2004; CARDOSO et al., 2015; ESTERRE et al., 1992; FARIA 

et al., 2009; NYLÉN; EIDSMO, 2012; SANTOS et al., 2013).  

Estudos mostraram que linfócitos T CD8+ eliminam macrófagos infectados 

contribuindo para a resolução da infecção (COUTINHO et al., 1998; DA-CRUZ et al., 1994). 

Linfócitos T CD8+ produzindo IFN-γ foram associados à resolução da infecção (DA-CRUZ et 

al., 2002; ROSTAMI et al., 2010), pois grandes quantidades de IFN-γ produzido por T CD8+ 

logo após a infecção reduziu a carga parasitária antes do desenvolvimento da lesão em modelo 

experimental murino (BERTHOLET et al., 2005). Além disso, os linfócitos T CD8+ também 

teriam um papel modulador sobre os linfócitos T CD4+, indicando que o equilíbrio entre estas 

células configura uma etapa importante para o processo de controle da infecção e cicatrização 

da lesão (BRELAZ-DE-CASTRO et al., 2012; DA-CRUZ et al., 2005). Outros estudos 

argumentam que estas células participam do estabelecimento e progressão da doença, 
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principalmente através de mecanismos citotóxicos (BARRAL‐NETTO et al., 1995; 

BRODSKYN et al., 1997; SANTOS et al., 2013). 

 

2.7 ATIVIDADE CITOTÓXICA 

 

A atividade citotóxica das células T CD8+ é importante para a eliminação do parasita 

(BARRAL‐NETTO et al., 1995; DA-CRUZ et al., 1994; JORDAN; HUNTER, 2010; KHAN; 

SMITH; KASPER, 1988; MONTOYA et al., 1996; PURNER et al., 1996; SANTOS et al., 

2013). Os linfócitos T CD8+ induzem a apoptose de monócitos infectados na LC, mas ainda 

assim a resposta é insuficiente (CARDOSO et al., 2015; SANTOS et al., 2013). Enquanto a 

atividade citotóxica induz a morte da célula-alvo, a exacerbação das vias inflamatórias 

mediadas pela citocinas como IFN-γ e TNF-α não são reguladas adequadamente, e podem 

ocorrer distúrbios inflamatórios e danos nos tecidos (ARIAS et al., 2014; FOLLADOR et al., 

2002; RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998). 

Linfócitos T CD8+ e células NK participam da resposta imune contra a L. braziliensis, 

contribuindo com a produção de TNF-α e através da atividade citotóxica. MACHADO et al., 

2002, observaram linfócitos T CD8+ e células NK e suas atividades citotóxicas em lesões de 

pacientes com LC, sugerindo não apenas a participação ativa dessas células na destruição de 

parasitas, mas também seu papel na ulceração. 

A atividade citotóxica é observada em uma variedade de células imunes, incluindo os 

os linfócitos T CD8+ e células NK, que destroem alvos através da liberação de grânulos 

citotóxicos contendo perforina e granzimas. A perforina promove a formação de poros nas 

membranas das células alvos, facilitando a entrada de granzimas e induzindo a morte celular 

programada através da fragmentação do DNA (PIPKIN; LIEBERMAN, 2007; RUIZ; 

BECKER, 2007; TRAPANI, 2001; TRAPANI; SMYTH, 2002). 
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Uma provável explicação sobre os mecanismos das células citotóxicas para mediar a 

inflamação e a lesão tecidual na LC é através da degranulação das células citotóxicas, liberando 

granzima B e perforina no espaço extracelular para induzir a apoptose de macrófagos infectados 

e células vizinhas. Fragmentos de células são fortes estímulos para recrutamento de novas 

células inflamatórias. Adicionalmente, a granzima extracelular B pode induzir indiretamente a 

inflamação através da ativação de citocinas pró-inflamatórias e degradação dos substratos da 

matriz extracelular, contribuindo para o aumento na destruição tecidual. Esses dados sugerem 

um papel importante das granzimas na amplificação da inflamação e consequente destruição 

tecidual nas infecções por Leishmania (CAMPOS et al., 2017).  

 Novais e cols. (2013), mostraram o efeito deletério dos linfócitos T CD8+ em 

camundongos infectados por L. braziliensis. Nos animais, a progressão das úlceras e o 

aparecimento de metástases foram associados à presença de linfócitos T CD8+ e perforina, 

indicando que a atividade citotóxica dos linfócitos T CD8+ são importantes também para a 

patologia da LCL. Essa ambiguidade de um papel protetor e um papel patológico dos linfócitos 

T CD8+ na leishmaniose cutânea depende também da carga parasitária.  

A granzima B foi encontrada na matriz extracelular de tecidos, plasma e exsudato de 

feridas crônicas (BOIVIN et al., 2009; HIEBERT; GRANVILLE, 2012). Granzimas 

extracelulares podem induzir a produção de uma variedade de citocinas e promover danos aos 

tecidos, atrasando assim o reparo tecidual (AFONINA et al., 2011; HIEBERT; GRANVILLE, 

2012; OMOTO et al., 2010). Além disso, foi observado que a inibição in vitro da granzima B 

diminuiu significativamente os níveis de TNF-α em PBMCs de pacientes com LC (CAMPOS 

et al., 2019).  
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2.8 CITOCINAS PRÓ-INFLAMATÓRIAS INDUZIDAS POR L. braziliensis 

 

O papel da IL-1β durante a infecção por Leishmania é considerado controverso 

(ZAMBONI; SACKS, 2019). IL-1β é produzida como um polipeptídeo que é processado após 

a ativação do inflamassoma, inserido em um complexo molecular composto por proteínas 

(LIMA-JUNIOR et al., 2013). Há a hipótese de que a Leishmania pode ativar o inflamassoma 

na pele indiretamente, quando os parasitas são fagocitados por células imunes inatas (LIMA-

JUNIOR et al., 2013; SCOTT; NOVAIS, 2016) ou ativando uma via indireta não canônica 

(ZAMBONI; SACKS, 2019). Outros componentes derivados do vetor também podem 

participar da ativação da IL-1β (DEY et al., 2018). Foi demonstrado que a IL-1β pode promover 

a expansão das células Th1 mediada por IL-12, estimula a produção de óxido nítrico e TNF-α, 

que juntos contribuem para eliminar os parasitas (ALEXANDER; BRYSON, 2005; LIMA-

JUNIOR et al., 2013). No entanto, num estudo com pacientes infectados pela L. mexicana a 

expressão elevada de IL-1β foi associada à gravidade da doença (FERNÁNDEZ-FIGUEROA 

et al., 2012). Embora conflitantes, esses achados também dependem da espécie infectante, pois 

interfere nos mecanismos responsáveis pela resistência ou suscetibilidade. Foi relatado que 

pacientes infectados por L. braziliensis e apresentando lesões ulceradas exibem níveis mais 

elevados de células T CD8+ do que pacientes com lesões não ulceradas (FARIA et al., 2009). 

Muitos estudos mostraram que o IFN-γ participa da ativação das células fagocíticas, 

induzindo a morte do parasita (KAYE; SCOTT, 2011; NOVAIS et al., 2014), mas existem 

várias fontes celulares de IFN-γ (CARDOSO et al., 2015; NOVAIS et al., 2014). Embora em 

pacientes com LC a maioria das células que expressam IFN-γ seja CD4+ e células T CD8+, as 

células CD3-CD56+ (células NK) foram a principal fonte de IFN-γ em indivíduos expostos a L. 

braziliensis que não desenvolveram a doença. A produção de IFN-γ pode ter um papel duplo 

na infecção por L. braziliensis. Em pacientes com LC, existe uma correlação positiva entre a 
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frequência de células CD4+ produtoras de IFN-γ e o tamanho da lesão (ANTONELLI et al., 

2005). Além disso, os níveis de IFN-γ são mais altos na LC do que na infecção dos indivíduos 

subclínicos (FOLLADOR et al., 2002; NOVOA et al., 2011). Consequentemente, é provável 

que, no início da infecção, a produção de IFN-γ esteja relacionada à proteção, enquanto na fase 

tardia esteja associada à doença. Na LC causada pela L. braziliensis, praticamente todos os 

pacientes apresentam resultados positivos de IDRM e produzem IFN-γ in vitro. O relato de que 

as células NK são a principal fonte de IFN-γ na infecção de pacientes subclínicos também pode 

explicar a única concordância entre os resultados do teste cutâneo e a produção de IFN-γ nesses 

indivíduos. Nesse cenário, a resposta ao teste cutâneo pode estar relacionada às células T, 

enquanto o IFN-γ é produzido pelas células NK. 

 

2.9 A RESPOSTA IMUNE HUMORAL 

 

Linfócitos B são fundamentais para a resposta humoral, responsáveis pela geração de 

anticorpos específicos aos antígenos e são ativados por linfócitos T específicos, denominada 

ativação B dependente de T (ANAYA JM et al., 2013; RODRIGUEZ-PINTO; SARAVIA; 

MCMAHON-PRATT, 2014). Essas células tornam-se ativadas após a exposição a antígenos 

exógenos, que são internalizados, levando à replicação e diferenciação de células B efetoras e 

produção de anticorpos (ANAYA JM et al., 2013). Vários estudos sugerem que as células B 

podem estar envolvidas na exacerbação das infecções por Leishmania, causadas por L. tropica, 

L. mexicana, L. major, L. braziliensis e L. amazonensis, embora o mecanismo específico ainda 

seja desconhecido (BANKOTI et al., 2012; SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017; 

WANASEN; XIN; SOONG, 2008). 

Estudos com diferentes linhagens de camundongos infectados por Leishmania spp. 

revelaram que as células B podem ter um papel no desenvolvimento da imunidade contra a 
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infecção por Leishmania (SCOTT; NATOVITZ; SHER, 1986; WOELBING et al., 2006), 

desempenharam um papel fundamental na morte de parasitas intracelulares de L. amazonenses 

e curaram a infecção (MUKBEL; PETERSEN; JONES, 2006). Mais recentemente, mostrou-se 

que células B de camundongos resistentes co-infectados com L. major e L. amazonensis 

promovem a diminuição de parasitas (GIBSON-CORLEY; JONES; HOSTETTER, 2010). 

     Observou-se uma relação inversa entre os anticorpos IgE anti-Leishmania no soro e 

o número de úlceras cutâneas em pacientes com LC (SOUSA-ATTA et al., 2002).  Anticorpos 

IgE são produzidos na resposta imune Th2 e a participação dessas imunoglobulinas na LC pode 

ser interpretada como um mecanismo protetor para impedir a disseminação cutânea da infecção, 

modulando a resposta inflamatória da pele mediada pelas citocinas Th1 (O’NEIL; LABRADA; 

SARAVIA, 1993). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Identificar fatores no processo inflamatório tecidual que contribuem para a formação de 

lesões ulceradas em pacientes com LC causada por L. braziliensis.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Mensurar as áreas de inflamação e de necrose das secções de pele dos casos de leishmaniose 

cutânea localizada.  

 

- Identificar e quantificar por imunoistoquímica (IHQ) a quantidade de amastigotas de L. 

braziliensis. 

 

- Identificar por imunoistoquímica as populações de macrófagos CD68+, linfócitos T CD4+ 

CD8+, B CD20+ e células CD57+ NK, quantificando-as nas biópsias de úlceras de pacientes 

com leishmaniose cutânea localizada.  

 

- Identificar por imunoistoquímica e quantificar a expressão de citocinas, IL-1β e TNF-α, nas 

biópsias de úlceras de pacientes com leishmaniose cutânea localizada. 

  

- Identificar por imunoistoquímica e quantificar a produção de moléculas citotóxicas, granzimas 

B e perforina, nas biópsias de úlceras de pacientes com leishmaniose cutânea localizada. 

 

- Correlacionar as células imunomarcadas às áreas de inflamação e necrose das secções 

histológicas de lesões ulceradas causadas pela L. braziliensis.  

 

- Comparar a resposta imune de pacientes com LC que apresentaram IDRM- com aqueles 

IDRM+. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 ASPECTOS GERAIS 

 

 Este é um estudo de corte transversal, com amostra de conveniência, de caráter 

investigativo e descritivo, cujo objetivo principal é identificar no processo inflamatório in situ 

quais fatores e células contribuem para a formação da lesão em pacientes com Leishmaniose 

Cutânea causada por L. braziliensis. Foram incluídas 22 biópsias de pele de LCL e para o estudo 

comparativo da IDRM, foram 25 biópsias, 12 IDRM+ e 13 IDRM-. Todos os pacientes foram 

atendidos no centro de saúde de Corte de Pedra, Bahia, no período de 2009 a 2018. 

 

4.2 DADOS CLÍNICOS 

 

As informações clínicas como dados sobre idade, gênero, local e tamanho da lesão e 

estimativa do período da lesão fornecida pelo paciente foram coletadas retrospectivamente a 

partir dos prontuários. Foi realizado o cálculo do diâmetro da circunferência (C = 2 . π . r) para 

aferir o tamanho da lesão, assim, os valores referentes a estes dados foram expressos em mm. 

O diagnóstico dos pacientes para LC foi confirmado em todos os casos através de biópsia, 

exame parasitológico direto e reação de Montenegro. 

 

4.2.1 Critérios de inclusão 

 

a) Lesões ulceradas de 30 até 120 dias de evolução, típicas de leishmaniose cutânea 

clássica (LCC); 
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b) Identificação de parasitas por análise histopatológica, PCR e/ou cultura para L. 

braziliensis positivos; 

c) Ter realizado o teste de IDRM; 

d) Biópsia antes do início do tratamento. 

 

4.2.2 Critérios de exclusão 

 

a) Pacientes com diagnóstico de leishmaniose cutânea com lesões atípicas. 

b) Pacientes grávidas;  

c) Pacientes HIV positivos e com diabetes; 

d) Pacientes com mais de 10 lesões cutâneas; 

e) Lâminas com artefatos que inviabilizam a análise histológica. 

 

4.3 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 

Os pacientes participaram da pesquisa de forma voluntária, sendo aplicado um Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido. O projeto intitulado de “Avaliação da resposta 

inflamatória in situ na Leishmaniose Cutânea” obteve aprovação do Comitê de Ética em 

Pesquisas com Seres Humanos do Instituto Gonçalo Moniz, Fiocruz, Bahia, parecer nº 

533.032/2014. 

 

4.4 BIÓPSIAS  

 

As biópsias foram coletadas da borda da úlcera utilizando um punch de quatro 

milímetros mediante anestesia local. Os fragmentos foram fixados em formaldeído tamponado 
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a 10% para posterior processamento e corte no Serviço de Histotecnologia do Instituto Gonçalo 

Moniz (IGM), onde também são realizadas as colorações em HE e Grocott para a análise 

histopatológica e diagnóstico diferencial. O aspirado do local da lesão foi realizado para cultura 

in vitro e um diminuto fragmento foi reservado em RNA later para realização da técnica de PCR 

no Serviço de Imunologia do Hospital Universitário Professor Edgard Santos e, posteriormente, 

os resultados foram anexados aos prontuários dos pacientes. 

 

4.5 IMUNOISTOQUÍMICA  

 

As reações de imunoistoquímica foram realizadas no Laboratório da Disciplina de 

Patologia de Moléstias Transmissíveis, da Faculdade de Medicina da Universidade de São 

Paulo (FMUSP). Os cortes histológicos de 5 μm (cinco micrômetros) de espessura foram 

desparafinizados e reidratados utilizando xilol e álcool PA. Em seguida, para a recuperação 

antigênica foi utilizado tampão de pH 9.0 a 96° C durante 20 minutos. As reações de 

imunoistoquímica foram realizadas após o bloqueio da atividade da peroxidase com peróxido 

de hidrogênio a 3% durante 10 minutos e proteínas com bloqueio proteico sem soro (DAKO, 

Carpinteria, CA) durante 15 minutos. As lâminas foram incubadas overnignt a 4° C com os 

anticorpos listados na Tabela 1. Foi utilizado o kit Peroxidase HorseRadish KP500, Mouse and 

Rabbit (Diagnostic BioSystems, Pleasanton, EUA) para a revelação da reação de acordo com 

as recomendações do fabricante. Todas as lâminas foram contrastadas com hematoxilina Harris, 

desidratadas e montadas com Permount (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) e lamínulas 

de vidro.  Em todas as reações, um padrão pré-selecionado foi utilizado como controle positivo 

e uma seção que não havia sido incubada com o anticorpo primário, para o controle negativo.  

O resumo deste protocolo de imunoistoquímica está representado na Figura 2A e o padrão de 

marcação dos anticorpos utilizados está exemplificado na Figura 2B. 



34 
 

 

 

Tabela 1. Relação de anticorpos utilizados para imunomarcação de células inflamatórias e 

moléculas nas secções histológicas de lesões ulceradas de pacientes com leishmaniose cutânea. 

 

Anticorpo Célula-alvo Clone Diluição Marca 

Monoclonal 

Mouse anti-CD4 

 

Linfócitos T 

CD4+ 

EP204 

 

 

1/50 ThermoFisher, 

Massachusetts, 

USA 

Monoclonal 

Mouse anti-CD8 

Linfócitos T 

CD8+ 

C8/144B 

 

1/200 Cell Marque, 

Californie, USA 

Monoclonal 

Mouse anti-CD20 

Linfócitos B 

CD20+ 

clone L26 1/200 Dako, 

Californie, USA 

Monoclonal 

Mouse anti-CD57 

Células 

natural 

killer CD57+ 

Ab-1 1/100 ThermoFisher, 

Massachusetts, 

USA 

Monoclonal 

Mouse anti-CD68 

Macrófagos 

CD68+ 

PG M1 1/200 Dako, 

Californie, USA 

Polyclonal Rabbit 

anti-Leishmania 

Amastigotas 

de 

Leishmania 

in house 1/1000 Schubach et al., 

2001 

Polyclonal Rabbit 

anti-TNF-α 

Células 

TNF-α+ 

orb129752 1/100 Biorbyt, 

Cambridge, UK 

Monoclonal 

Mouse anti-IL-1β 

Células IL-

1β-α+ 

3AC 1/100 Cell Signaling 

Technology, 

Massachusetts, 

USA 

Polyclonal Rabbit 

anti-Granzyme B 

Células 

Granzima B+ 

EP230 1/100 Cell Marque, 

Californie, USA 

Monoclonal 

Mouse anti-

Perforin 

Células 

Perfonina+ 

5B10 1/100 Cell Marque, 

Californie, USA 

 

 

https://www.google.com/search?rlz=1C1HLDY_pt-BRBR691BR692&q=thermo+fisher+scientific+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWCVLMlKLcvMV0jKLgQyF4uTM1LySzLTMZAUA3EcneWAAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjzwIK4l8vjAhWrDrkGHZYGBYcQmxMoATASegQIDhAK
https://www.google.com/search?rlz=1C1HLDY_pt-BRBR691BR692&q=thermo+fisher+scientific+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWCVLMlKLcvMV0jKLgQyF4uTM1LySzLTMZAUA3EcneWAAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjzwIK4l8vjAhWrDrkGHZYGBYcQmxMoATASegQIDhAK
https://www.google.com/search?rlz=1C1HLDY_pt-BRBR691BR692&q=thermo+fisher+scientific+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWCVLMlKLcvMV0jKLgQyF4uTM1LySzLTMZAUA3EcneWAAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjzwIK4l8vjAhWrDrkGHZYGBYcQmxMoATASegQIDhAK
https://www.google.com/search?rlz=1C1HLDY_pt-BRBR691BR692&q=thermo+fisher+scientific+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWCVLMlKLcvMV0jKLgQyF4uTM1LySzLTMZAUA3EcneWAAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjzwIK4l8vjAhWrDrkGHZYGBYcQmxMoATASegQIDhAK
https://www.google.com/search?rlz=1C1HLDY_pt-BRBR691BR692&q=thermo+fisher+scientific+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWCVLMlKLcvMV0jKLgQyF4uTM1LySzLTMZAUA3EcneWAAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjzwIK4l8vjAhWrDrkGHZYGBYcQmxMoATASegQIDhAK
https://www.google.com/search?rlz=1C1HLDY_pt-BRBR691BR692&q=thermo+fisher+scientific+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWCVLMlKLcvMV0jKLgQyF4uTM1LySzLTMZAUA3EcneWAAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjzwIK4l8vjAhWrDrkGHZYGBYcQmxMoATASegQIDhAK
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(A) 

 

 

 (B) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Imunoistoquímica nas secções histológicas de biópsias de pele de pacientes com 

leishmaniose cutânea. (A) Esquema representativo do protocolo realizado para a técnica de 

imunoistoquímica. (B) Painel de anticorpos e padrão de imunomarcação a partir de fotomicrografias 

das reações.  

 

 

           

CD4+ CD8+ CD20+ CD68+

+ 

CD57+ TNF-α+ IL-1β+ Granzima 

B+ 
Perforina+ 
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4.6 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA QUANTITATIVA 

 

O método para quantificação de células teve por base a histomorfometria de 

RODRIGUES DE SANTANA et al. (2014). Foi utilizado o microscópio modelo 90i (Nikon 

Corporation, Tóquio, Japão) anexado a um sistema de câmera digital DS-Fi1 (Nikon 

Corporation, Tóquio, Japão) com o software Nis-Elements, versão 3.1. Foram fotografados dez 

campos randomizados da derme de cada secção histológica, utilizando a objetiva de 40x para 

análise das células inflamatórias e a de 100x para contagem de amastigotas. Em cada campo, o 

número de células positivas foi quantificado utilizando o recurso de contagem semi-automática 

do software ImageJ, versão 1.48 (National Institutes of Health, Bethesda, MD), conforme 

representado na figura 3. As células positivas foram definidas pela identificação das moléculas 

amplificadas que reagiram com o substrato cromógeno diaminobenzidina (DAB), resultando 

na coloração marrom. (eBioscience, San Diego, CA).  

 

(A)   
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 (B)          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3. Exemplificação da análise quantitativa em secção histológica de biópsia de lesão 

ulcerada de paciente com leishmaniose cutânea após imunoistoquímica. (A) Exemplo de seleção 

aleatória de 10 campos microscópicos na derme (retângulos vermelhos). (B) Visualização das células 

imunomarcadas em marrom (setas vermelhas). (C) Identificação e quantificação das células positivas 

(numeração amarela). 

  



38 
 

4.7 ANÁLISE MORFOMÉTRICA DAS ÁREAS DE INFLAMAÇÃO E NECROSE 

 

Todas as secções coradas em HE foram escaneadas por microscópio óptico com scanner 

acoplado (Olympus BX51) nas objetivas de 10x a 40x. As imagens das secções foram 

registradas no aumento digital de 0,7x, mediante visualização utilizando o software OlyVIA 

2.7 (Olympus Corporation, 2013). A análise semi-automática foi realizada com o auxílio do 

software da ImageJ, versão 1.48, conforme exemplificado na figura 4. 

Foram realizadas as medidas da área total do corte histológico e, em seguida, 

selecionadas as áreas de infiltrado inflamatório na derme. A área total do fragmento e o 

somatório das áreas de inflamação foram apresentados em mm2. Desta maneira, foi possível 

mensurar a proporção em porcentagem (%) da inflamação por área total do fragmento.  

Método semelhante foi utilizado para atribuir valores às áreas de necrose, quando 

presentes na biópsia. Todavia, como não foi possível visualizar essas áreas com precisão em 

pequenos aumentos, o registro das imagens foi feito com o aumento digital de 7x. Assim, foi 

possível percorrer toda a secção e identificar as áreas de necrose.  

(A)                       (B)              (C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. Exemplificação da análise morfométrica em secção histológica de biópsia de lesão 

ulcerada de paciente com leishmaniose cutânea corada com hematoxilina e eosina. Seleção (A) da 

área total do corte, (B) da área de infiltrado inflamatório (C) e da área de necrose. 
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4.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 Os resultados estão apresentados em tabelas e gráficos onde os números representem 

valores absolutos ou proporções. A análise estatística foi realizada utilizando o software 

GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, Inc., San Diego,USA) (Figura 4). 

Para variáveis com distribuição normal, utilizamos o teste Two-way ANOVA. Para 

distribuição não-normal, o teste não paramétrico Mann Whitney. Para as correlações com 

variáveis de distribuição normal e não-normal, utilizamos os testes de Pearson e Sperman, 

respectivamente.  

 

 

4.9 MATRIZ DE CORRELAÇÃO 

 

A linguagem R através da interface RStudio (versão 1.2.5019) foi utilizada para traçar 

mapas de calor e matrizes de correlação entre os parâmetros e marcadores observados. As 

funções corrplot e corrgram foram usadas para traçar as matrizes de correlação, 

respectivamente, usando o método estatístico de Pearson. As correlações positivas são exibidas 

em azul e as negativas em vermelho. A intensidade da cor e tamanho do círculo são 

proporcionais aos coeficientes de correlação (Figura 5). Consideramos a classificação de 

DANCEY; REIDY (2006) que indicam a força da correlação quando (negativo ou positivo): r 

= 0,10 até 0,30 (fraco); r = 0,40 até 0,60 (moderado); r = 0,70 até 1,0 (forte). Os resultados 

foram estatisticamente significantes quando p <0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 ASPECTOS SOCIODEMOGRÁFICOS E CLÍNICOS DO ESTUDO DE LESÕES 

ULCERADAS DE PACIENTES COM LEISHMANIOSE CUTÂNEA 

 

 

Vinte e dois pacientes foram incluídos no estudo cuja mediana da idade foi de 39 anos, 

foram 16 pacientes do sexo masculino, o que corresponde a 73% da amostra do estudo. Quinze 

pacientes apresentaram linfadenopatia. As úlceras foram localizadas com mais frequência nos 

membros inferiores (86%). A duração média das úlceras foi de 43 ± 25 dias no momento do 

exame do paciente, com um tamanho médio de lesão de 376 ± 336 mm² (Tabela 2).  

Tabela 2. Características demográficas e clínicas dos pacientes com leishmaniose cutânea em 

Corte de Pedra – BA, de 2009 a 2014. 

 

Características                                                                Valores                                                                       

Número de pacientes 22 

Idade (média ± desvio padrão) 40 ± 16 

Masculino 16 (73%) 

Presença de linfadenopatia 15 (68%) 

Local da lesão:  

   Membros superiores 3 (14%) 

   Membros inferiores 19 (86%) 

Duração da lesão em dias (média ± desvio padrão) 43 ± 25 

Tamanho da lesão em mm² (média ± desvio padrão) 376 ± 336 

  

 

As figuras 5-8 ilustram as imunomarcações de células que expressam CD4+, CD8+, 

CD20+, CD57+, CD68+, IL-1β+, TNF-α+, granzima B+ e perforina+ em biópsias de pele de 

pacientes com LCL. As células CD8+ foram as mais frequentes, seguidas pelas CD68+, CD57+ 

e CD4. Em relação às moléculas secretadas por essas células, a IL-1β+ e o TNF-α+ foram as 

mais expressas, seguidas pela perforina+ e pela granzima B+ (Figura 10). 
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 (A) 

 

 

 

 

 

  

  

 

  

 

 

(B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Imunoistoquímica em secção histológica de fragmento de pele de lesão ulcerada de 

paciente com leishmaniose cutânea. Células imunomarcadas em marrom com diaminobenzidina e 

anticorpo (A) anti-CD4 (B) anti-CD8. Amplificação digital de 40x. 
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20µm 

20µm 
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(B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6. Imunoistoquímica em secção histológica de fragmento de pele de lesão ulcerada de 

paciente com leishmaniose cutânea. Células imunomarcadas em marrom com diaminobenzidina e 

anticorpo (A) anti-CD20 (B) anti-CD57. Amplificação digital de 40x. 

40x 20µm 

40x 20µm 
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(A) 
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Figura 7. Imunoistoquímica em secção histológica de fragmento de pele de lesão ulcerada de 

paciente com leishmaniose cutânea. Células imunomarcadas em marrom com diaminobenzidina e 

anticorpo (A) anti-CD68 (B) anti-Leishmania. Amplificação digital de 40x e 100x, respectivamente. 
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100x 20 µm 
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Figura 8. Imunoistoquímica em secção histológica de fragmento de pele de lesão ulcerada de 

paciente com leishmaniose cutânea. Células imunomarcadas em marrom com diaminobenzidina e 

anticorpo (A) anti-TNF-α (B) anti-IL-1β. Amplificação digital de 40x. 

40x 20µm 

40x 20 µm 
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Figura 9. Imunoistoquímica em secção histológica de fragmento de pele de lesão ulcerada de 

paciente com leishmaniose cutânea. Células imunomarcadas em marrom com diaminobenzidina e 

anticorpo (A) anti-granzima B (B) anti-perforina. Amplificação digital de 40x. 

40x 20µm 

40x 20µm 
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Figura 10. Perfil celular inflamatório na leishmaniose cutânea e número de amastigotas. Número 

de células positivas por imunoistoquímica em secções histológicas de biópsias de lesões ulceradas de 

pacientes com leishmaniose cutânea. As barras representam o erro médio padrão (EM) (n=22).  

 

Quinze pacientes que apresentaram linfadenopatia enquanto também apresentavam 

lesões ulceradas tiveram diferenças no padrão inflamatório. Foi observada uma maior 

frequência de células TNFα+ (49,3 vs. 373,3; p<0,05) (Figura 11 A) e IL-1β+ (5,5 vs. 136,1; 

p<0,05) (Figura 11 B) nos pacientes com linfadenopatia quando comparado com os indivíduos 

sem linfadenopatia. 

(A)        (B) 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Comparação do número de células (A) TNF-α+ e (B) IL-1β+ em pacientes com lesão 

ulcerada de leishmaniose cutânea que apresentaram ou não linfadenopatia. TNF-α+ (49,3 vs. 373,3 

e IL-1β+ (5,5 vs. 136,1), * p<0,05. A análise estatística foi realizada utilizando o teste t student não 

pareado. As barras representam a média e o erro padrão. 
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A figura 12 apresenta um painel de correlações entre as características histopatológicas 

observadas e as frequências de células e moléculas expressas por essas células, além dos valores 

do coeficiente de correlação.  

 

 

  

 

  

 

 

 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Correlação entre as células inflamatórias e as características clínico-

histopatológicas nas biópsias de lesões ulceradas de pacientes com leishmaniose cutânea. 

Matriz de correlação mostrando os coeficientes de correlação de Pearson entre as variáveis. A 

intensidade da cor e o tamanho dos círculos indicam a intensidade da correlação. Tons de azul, 

correlação positiva; tons de vermelho, correlação negativa.  

 

 

A inflamação observada na LC caracteriza-se pela infiltração de células mononucleares 

durante toda a duração da doença (DANTAS et al., 2014; FARIA et al., 2009). Observa-se 
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úlceras, que aumenta progressivamente (SALDANHA et al., 2017). Verificou-se que a 

inflamação estava diretamente associada à frequência das células T CD4+ (R = 0,40; p < 0,05) 

(Figura 13A). A necrose nas úlceras de LC é secundária ao dano tecidual devido à morte de 

macrófagos infectados por L. braziliensis ou à morte de células que expressam antígenos 

parasitários. No entanto, a extensão da necrose nas úlceras de LC foi reduzida em comparação 

com a área de inflamação. Não foram encontradas correlações diretas entre essas duas variáveis. 

No entanto, a expressão de IL-1β+ foi correlacionada com necrose (R = 0,50; p <0,001) (Figura 

13B). Curiosamente, a presença de células B também foi fortemente correlacionada com 

necrose (R = 0,61; p <0,0001) (Figura 13C). 
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Figura 13. Correlação linear entre células e áreas de inflamação e de necrose. (A) Correlação de 

Pearson entre os linfócitos T CD4+ e a inflamação (R = 0,40; p < 0,05). (B) Correlação de Spearman 

entre as células IL-1β+ e a área de necrose (R = 0,50; p < 0,001) e (C) entre os linfócitos B CD20+ e a 

área de necrose (R = 0,61; p < 0,001). 
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A figura 14 mostram os tipos de células e moléculas mais frequentes associados à 

presença de amastigotas nas úlceras de LC. Como esperado, o número de parasitas foi 

diretamente correlacionado com a presença de macrófagos CD68+ (R = 0,63; p <0,0001) 

(Figura 14A), bem como com a frequência de células que expressam perforina (R = 0,68; p 

<0,0001) (Figura 14B).  
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Figura 14. Correlação linear entre células e número de amastigotas. (A) Correlação de Pearson entre 

os macrófagos CD68+ e as amastigotas (R = 0,63; p <0,0001) e (B) entre as células perforina+ e as 

amastigotas (R = 0,68; p <0,0001). 

 

 

Não houve correlação entre células CD57+ NK com inflamação ou necrose, mas essas 

células correlacionam positivamente com macrófagos CD68+ (R = 0,42; p <0,05) (Figura 15 A) 

e números de amastigotas (R = 0,36; p <0,05) (Figura 15 B). 
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Figura 15. Correlação linear entre macrófagos, amastigotas e células natural killer. (A) Correlação 

de Pearson entre os macrófagos CD68+ e as células CD57+ (R = 0,42; p <0,05) e (B) entre as amastigotas 

e as células CD57+ (R = 0,36; p <0,05). 
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5.2 PERFIL CELULAR INFLAMATÓRIO DAS LESÕES DE PACIENTES COM LC COM 

INTRADERMORREAÇÃO DE MONTENEGRO POSITIVA OU NEGATIVA 

 

A infecção por L. braziliensis induziu intenso infiltrado inflamatório crônico de células 

composto por macrófagos, plasmócitos de linfócitos e necrose associada à destruição do tecido. 

Avaliamos a extensão da reação inflamatória, as áreas de necrose tecidual por hematoxilina e 

eosina (Figura 16 AB) e a composição do infiltrado celular por imunoistoquímica. A 

porcentagem da reação inflamatória (41,6 vs. 29,6, p < 0,001) e o foco de necrose (6,5 vs. 1,2, 

p < 0,001) foram menores nas biópsias negativas para IDRM (Figura 16 C).  
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Figura 16. Áreas de inflamação e necrose nas biópsias de IDRM- e IDRM+. Secções histológicas 

coradas com hematoxilina e eosina de pacientes com (A) IDRM- e (B) IDRM+. Aumento digital 40x. 

Área de inflamação (setas/áreas roxas) e área de necrose (*asterisco). (C) Porcentagem da área da 

inflamação (41,6 vs. 29,6) e necrose (6,5 vs. 1,2) em paciententes que apresentaram IDRM- e IDRM+. 

A análise estatística foi realizada usando o teste t-student não pareado. (N = 25). ** p <0,001. As barras 

representam a média e o erro padrão. 

 

Não houve diferença no número de células CD4+, células NK, macrófagos, amastigotas 

e células B entre biópsias IDRM positivas e negativas. No entanto, o número de células CD8+ 

foi significativamente maior nas lesões de LC IDRM negativa em comparação às biópsias 

IDRM positivas (18,7 vs. 5,8, p<0,001) (Figura 17 A). O padrão de imunomarcação de 

linfócitos T CD8+ (Figura 17 B) e amastigotas de Leishmania (Figura 17 C) em pacientes com 

IDRM- é apresentado a seguir. 
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Figura 17. Células inflamatórias e amastigotas por imunoistoquímica em secções histológicas de 

pacientes que apresentaram IDRM- e IDRM+. (A) Número de linfócitos T (CD4+ e CD8+), células B 

(CD20+), células NK (CD56+), macrófagos (CD68+) e amastigotas. Comparação da frequência de 

linfócitos T CD8+ em pacientes que apresentaram IDRM- e IDRM+ (18,7 e 5,8, respectivamente). A 

análise estatística foi realizada usando o teste t-student não pareado. ** p <0,001. As barras representam 

a média e o erro padrão. (N = 25). Imunoistoquímica para (B) células T CD8+ (setas vermelhas), 40x e 

(C) amastigotas (setas pretas), 100x. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Conforme descrito na literatura, a análise histopatológica das biópsias das bordas de 

lesões ulceradas de pacientes com LCL revelou a presença de inflamação crônica, com 

predomínio de infiltrado celular mononuclear (DANTAS, 2012; FARIA et al., 2009). Na 

amostra do presente estudo, os linfócitos T CD4+ e CD8+ foram os mais frequentes. Ambas as 

populações de linfócitos foram associadas à proteção e patologia. As células T CD4+ 

desempenham um papel protetor através da produção de IFN-γ, a principal citocina responsável 

pela ativação de macrófagos, o que leva à morte intracelular de parasitas (SANTOS et al., 

2013). Alternativamente, as células T CD8+ têm sido mais associadas a danos nos tecidos 

devido à atividade citotóxica (CASTRO GOMES et al., 2017; GLENNIE; SCOTT, 2016). 

Observamos que as células que expressam CD8+, CD4+ e CD68+ foram as mais frequentes nas 

amostras de tecido, e as células CD4+ também se correlacionaram positivamente com a extensão 

da inflamação. Um estudo anterior em pacientes com LC demonstrou uma correlação positiva 

entre a frequência de células T CD4+ no sangue periférico que expressam IFN-γ, bem como 

TNF-α e o tamanho da lesão (ANTONELLI et al., 2005). Sabe-se que a produção de IFN-γ 

pelas células T CD4+ ativam monócitos/macrófagos e aumenta a produção de citocinas pró-

inflamatórias, que podem contribuir para a resposta inflamatória (BACELLAR et al., 2002; 

CARDOSO et al., 2015; FARIA et al., 2009; SANTOS et al., 2013). No entanto, encontramos 

uma correlação negativa entre células CD4+ e macrófagos CD68+, células CD4+ e o número de 

amastigotas e células CD4+ e necrose que estão contra um papel significativo dessas células na 

patologia da LC. As células T CD8+ foram o tipo celular mais frequente nas biópsias de tecidos 

de pacientes com LC. Evidências indicam que essas células desempenham um papel importante 

na patogênese da infecção por L. braziliensis (DANTAS et al., 2013; NOVAIS et al., 2013). 

No entanto, apesar da alta frequência de células T CD8+ nas amostras de tecido presentes, não 

encontramos correlações entre essa população celular e a presença de amastigotas, nem 
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inflamação ou necrose. Essa aparente discrepância pode ser devido à vários fatores, como tipo 

de anticorpo utilizado, condições do tecido ou método de quantificação. De fato, a produção de 

moléculas de granzima e perforina foi mais importante que a frequência das células T CD8+, 

uma vez que estas estão diretamente envolvidas na lise do alvo. No tecido, a granzima foi 

positivamente correlacionada com a necrose e negativamente leve à amastigotas, tamanho da 

lesão e inflamação, enquanto a perforina foi associada positivamente forte com amastigotas, 

moderada com o tamanho da lesão e leve com a necrose e inflamação. Verificou-se uma grande 

porcentagem de células expressando CD57+, um marcador associado a células CD8+ ou NK 

altamente citotóxicas (KARED et al., 2016). Além disso, as células CD57+ foram as únicas cuja 

frequência estava diretamente correlacionada com macrófagos e amastigotas, sugerindo a 

participação de células CD57+ no mecanismo de morte de macrófagos infectados. 

Como a Leishmania é um parasita intracelular, pouca ênfase foi dada à presença de 

células B e anticorpos na patogênese da doença. No entanto, as células B e as células 

plasmáticas são documentadas no tecido de pacientes com LC, e os anticorpos anti-Leishmania 

são altamente produzidos em casos graves de infecção pela Leishmania spp., como a forma 

visceral e lesões cutâneas difusas (BARRAL et al., 2007; RODRIGUEZ-PINTO; SARAVIA; 

MCMAHON-PRATT, 2014). No entanto, o papel das células B e anticorpos na patologia da 

LC ainda não foi bem estudado. A opsonização por anticorpos pode aumentar a captação de 

parasitas por macrófagos. Além disso, a deposição de complexos imunes pode contribuir para 

a patologia dos tecidos. Encontramos uma forte correlação direta entre a expressão de CD20+ e 

IL-1β+, bem como entre CD20+ e a extensão da necrose, o que destaca a necessidade de estudos 

futuros para avaliar o papel das células B e anticorpos na patogênese da LC. A morte celular 

necrótica pode contribuir para a formação de granuloma, inflamação e danos aos tecidos.  

O papel da IL-1β+ e TNF-α+ tem sido bastante estudado em modelos de camundongos 

com LC, e altos níveis de ambas as citocinas são produzidos por células mononucleares do 
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sangue periférico em pacientes com LC (ANTONELLI et al., 2005; CAMPOS et al., 2014; 

PASSOS et al., 2015). Encontramos a linfadenopatia associada a uma resposta inflamatória 

ativa com alta produção de IL-1β+ e TNF-α+.  A linfadenopatia transitória é um sintoma inicial 

de leishmaniose cutânea podendo, inclusive, ser a única manifestação da infecção por 

Leishmania braziliensis (BARRAL et al., 1995b). Isso ocorre devido a disseminação de 

amastigotas da pele para os linfonodos, sendo as Leishmanias capazes de permanecer no 

sistema fagocítico-monocitário por um longo período da vida do indivíduo infectado 

(SANGUEZA; CARDENAS, 1981). Muitos indivíduos desenvolvem úlceras posteriormente 

durante o curso da infecção ou a linfadenopatia pode regredir, além disso, linfonodos regionais 

de locais ulcerados, também podem indicar infecções secundárias (BARRAL et al., 1995a; 

MORAES; CORREIA FILHO; SANTOS, 1993).  A IL-1β+ pode ser produzida por uma 

variedade de células, incluindo monócitos inflamatórios, linfócitos B, células epiteliais e NK 

(CARVALHO et al., 2012; NOVAIS et al., 2017). Recentemente, a IL-1β+ através da ativação 

do inflamassoma, bem como células T CD8+ citotóxicas, foram associadas a danos nos tecidos 

na infecção por L. braziliensis (NOVAIS et al., 2017). Observamos que tanto a IL-1β+ quanto 

TNF-α, positivamente correlacionados com a expressão de granzimas. Necrose também 

correlaciona fortemente com a IL-1β+, o que sugere que essas citocinas desempenham um papel 

fundamental na patologia da LC. A análise da expressão gênica em lesões ulcerativas biopsiadas 

de LC humanas revelou uma alta expressão de IL-1β+, TNF-α+, granzima e perforina, além de 

outras moléculas (NOVAIS et al., 2017). A perforina e as granzimas produzidas pelas células 

NK e linfócitos T promovem a apoptose das células infectadas (TRAPANI; SMYTH, 2002). A 

perforina forma poros nas células alvo e participa na regulação positiva de CD8 (ZHOU, 2010), 

enquanto as granzimas lisam os patógenos intracelulares (ARIAS et al., 2014).  

Neste estudo mostramos que pacientes com LC causada por L. braziliensis e com IDRM 

negativa tinham úlceras cutâneas semelhantes aos pacientes com IDRM+. No local da lesão 
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ulcerada de pacientes com IDRM- têm uma reação inflamatória menor e com menos foco de 

necrose e sem aumento do número de parasitas do que pacientes com IDRM+, todavia, a análise 

histopatológica foi muito semelhante, exceto pelo aumento na frequência das células T CD8+. 

Na IDRM- apesar da ausência ou baixa produção de IFN-γ pelos linfócitos, o número de 

amastigotas foi semelhante ao observado em pacientes com IDRM+ (CARVALHO et al., 2020). 

Embora o uso de técnicas mais sensíveis como quantificação do DNA de L. braziliensis possa 

mostrar resultados diferentes (CARVALHO et al., 2020), não podemos descartar que o baixo 

número de amastigotas nesses pacientes com IDRM+ ocorra devido a outros mecanismos de 

morte da Leishmania, como aqueles dependentes de óxido nítrico e de espécies reativas de 

oxigênio, por exemplo. A histopatologia apresentada em pacientes com IDRM- foi bastante 

diferente daquela observada em pacientes com LC disseminada causada por L. amazonensis, 

onde há uma diminuição no número de linfócitos e uma grande quantidade de macrófagos com 

muitos parasitas (BARRAL et al., 2007, 1995b; SILVEIRA et al., 2009). O aspecto clínico da 

úlcera em pacientes com IDRM- foi semelhante ao observado em pacientes com IDRM+ e a 

patologia foi observada mesmo com uma redução na produção de IFN-γ contra o papel das 

células CD4+ Th1 na doença causada por L. braziliensis, além da associação entre a IDRM- e 

falha terapêutica (CARVALHO et al., 2020). 

Nossos achados in situ em lesões de LC humanas sugerem que as associações entre 

células inflamatórias e a intensa produção de citocinas e produtos citotóxicos podem contribuir 

para a necrose e potencialmente participar da formação de úlceras na LC.  
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7 CONCLUSÃO 

 

Este estudo buscou estabelecer correlações entre os parâmetros histopatológicos da LC, 

a fim de elucidar a patogênese desta doença. Sugerimos que, em um esforço para o controle dos 

parasitas, é provável que os macrófagos infectados permaneçam em um estado ativado devido 

a produção de citocinas pró-inflamatórias por células T CD4+, em particular IL-1β +, assim 

contribuindo potencialmente para a necrose tecidual. Além disso, a produção exacerbada de 

grânulos citotóxicos contendo perforina pelas células T CD8+ e células NK podem agravar a 

destruição, intensificando assim a formação de úlceras na pele.  
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8 SUMÁRIO ILUSTRATIVO DAS CONCLUSÕES DO ESTUDO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Esquema representativo da resposta inflamatória na leishmaniose cutânea causada 

pela L. braziliensis. Os macrófagos são as principais células que abrigam as amastigotas de Leishmania 

e a infecção dá início a um processo inflamatório com a participação de células da resposta imune inata, 

como as células NK, da imune adquirida, com os linfócitos T CD4+ e CD8+, e da resposta humoral, com 

os linfócitos B. Estas células produzem citocinas, perforinas e granzimas que atingem as células 

infectadas na tentativa de eliminar os parasitas intracelulares. A resposta imune exacerbada provoca 

uma intensa inflamação tecidual e o surgimento de áreas de necrose, constatadas na análise 

histopatológica, e pode ser a causa do desenvolvimento de uma lesão ulcerada. MØ: macrófago; NK: 

célula natural killer; CD4: linfócito T CD4+; CD8: linfócito T CD8+; CD20: linfócito B CD20+. 
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