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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € uma doenca parasitaria,
nao contagiosa, causada por protozoarios do género Leishmania. A transmissao
ocorre quando as fémeas de flebotomineos, infectadas pelo parasita, realizam a
hematofagia em um individuo susceptivel, regurgitando parasitos na derme. Em
seguida, as leishmanias infectam células do sistema fagocitico mononuclear,
onde se multiplicam causando a ativacao da resposta imune. Estes processos
levam a morte do parasito, mas também, se nao controlados, levam a destruigao
celular e da matriz extracelular (MEC). Desse modo surgem as lesdes que
caracterizam as manifestagdes clinicas da doenca. A forma clinica mais
frequente, no Brasil, € a cuténea localizada (LC), caracterizada por uma leséo
unica, ulcerada e resposta terapéutica relativamente boa. Outra forma de
interesse epidemiologico é a manifestacdo mucosa (LM), responsavel por lesdes
destrutivas, refratarias ao tratamento e que, comumente, associa-se a recidivas.
Essas manifestagcdes clinicas sdo claramente distintas, entretanto, a resposta
imune desencadeada nos tecidos de pacientes com LC e LM possui muitas
caracteristicas em comum, bem como o critério de cura estar associado a
cicatrizagcdo das lesdes. Considerando-se as caracteristicas clinicas,
imunoldgicas e patoldgicas de LC e LM, propusemo-nos a avaliar se a deposi¢ao
do colageno e sua associacao a parametros imunologicos é distinta na LC e na
LM. Para isso, foram coletadas as biopsias de 16 pacientes com LTA, sendo 9
com LC e 7 com LM causadas por Leishmania braziliensis, provenientes da area
endémica de Corte de Pedra, BA. Para visualizar e quantificar a area total de
colageno foram utilizadas as coloracdes de Tricrobmico de Masson e Picrosirius
Red. Os parametros imunologicos foram obtidos de estudos anteriores de nosso
grupo, nas mesmas lesdes aqui analisadas. Nossos dados mostraram que existe
aumento significativo na area ocupada por deposi¢cédo de colageno nas lesdes de
pacientes com LC comparando-se a LM. Avaliando-se a associacao entre a
deposicdo de colageno e a frequéncia das subpopulagdes de células CD4+,
CD8+, CD68+, ou das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10, ndo foram observadas
correlacdes significativas. No entanto, observou-se uma correlacdo negativa
entre a expressao de colageno e a frequéncia de células CD8+ expressando a
molécula citotdxica granzima A, indicando que quanto maior a area ocupada por
colageno, menor a frequéncia de células CD8+granzima A+. A analise de
componentes principais e de mapa de calor, mostraram que as analises que
levam em consideracdo a medida da area total de colageno estratificam as
formas LC e LM com maior precisdo, demonstrando que a deposi¢cao de
colageno é um importante fator na diferenciacao histopatologica entre LC e LM,
e sugerindo que a maior deposic¢ao de colageno se associa a forma mais branda
da LTA. Compreender os mecanismos associados a deposi¢cdo de colageno
podera abrir novas estratégias para melhorar a cicatrizacéo e cura das lesées da
LTA.

Palavras-chave: leishmaniose; colageno; inflamacgéo.



ABSTRACT

American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is a non-contagious parasitic
disease caused by protozoa of the genus Leishmania. Transmission occurs when
female sandflies, infected by the parasite, perform hematophagy on a susceptible
individual, regurgitating parasites into the dermis. Leishmania then infect cells of
the mononuclear phagocytic system, where they multiply causing activation of the
immune response. These processes lead to the death of the parasite but also, if not
controlled, to cell and extracellular matrix (ECM) destruction, thus resultingin the
lesions that characterize the clinical manifestations of the disease. The most
frequent clinical form in Brazil is the localized cutaneous (LC), characterizedby a
single, ulcerated lesion with relatively good therapeutic response. Another form
of epidemiological interest is the mucosal manifestation (ML), responsible for
destructive lesions, refractory to treatment, commonly associated with relapses.
These clinical manifestations are clearly distinct, however the immune response
triggered in the tissues of patients with CL and ML share many common
characteristics, as well as the criterion of healing being associated with lesion
scarring. Considering the clinical, immunological and pathological characteristics
of LC and LM, we set out to assess whether collagen deposition and its
association with immunological parameters is distinct in the different clinical forms of
ATL. For this, biopsies of 16 patients with ACL were collected, 9 with LC and
7 with LM. To quantify the total collagen area, Masson’s Trichrome and
Picrosirius Red stains were used. The immunological parameters were obtained
from previous studies by our group, in the same lesions analyzed here. Our data
showed that there is a significant increase in the area occupied by collagen
deposition in the lesions of patients with CL compared to LM. Evaluating the
association between collagen deposition and the frequency of subpopulations of
CD4+, CD8+, CD68+ cells, or cytokines TNF-a, IFN-y, IL-10, no significant
correlations were observed. However, a negative correlation was observed
between collagen expression and the frequency of CD8+ cells expressing the
cytotoxic molecule granzyme A, indicating that the greater the area occupied by
collagen, the lower the frequency of CD8+granzyme A+ cells. The analysis of
principal components and the heat map showed that the analyzes that take into
account the measurement of the total area of collagen stratify the LC and LM
forms with greater precision, demonstrating that collagen deposition is an
important factor in the histopathological differentiation between LC and LM and
suggesting that greater collagen deposition is associated with the milder form of
ATL. Understanding the mechanisms associated with collagen deposition could
open up new strategies to improve healing of ATL lesions.

Keywords: leishmaniasis; collagen; inflammation.
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

1.1 Leishmanioses: aspectos gerais

As leishmanioses representam um complexo de doencgas parasitarias que
acometem populagoes distintas ha muitos séculos. O seu surgimento é incerto
devido a diferentes nomenclaturas utilizadas antigamente para se referir as
enfermidades dermatolégicas amplamente distribuidas em diferentes
continentes. A producao de conhecimento acerca dessas patologias, propiciou a
descoberta dos protozoarios envolvidos na patogénese e o agrupamento dessas
manifestagdes clinicas, que a partir do século XX foram reconhecidas como
leishmanioses (STEVERDING., 2017).

Com muitos estudos, percebeu-se que as manifestacdes dermatologicas
eram muito mais frequentes nas Américas e havia diversos agentes etiologicos
envolvidos na patogénese, sendo denominada leishmaniose tegumentar
americana (LTA). Portanto, essa doenca ficou caracterizada pela presenca de
uma ou multiplas ulceras, com ou sem comprometimento das mucosas em
pacientes que estavam infectados com protozoarios do género Leishmania.
Enquanto a Leishmaniose Visceral (LV), mais prevalente do velho mundo, foi
definida pelos disturbios viscerais decorrentes do parasitismo por Leishmania sp.
(STEVERDING, 2017; SCOTT; NOVAIS, 2014).

A origem dos parasitos desse género € muito antiga, e existem trés teorias
sobre o surgimento das leishmanias no mundo. A primeira € a hipdtese
Paleartica, que se baseia na descoberta de fésseis conservados ha mais de 100
mil anos que continham mosquitos infectados com o parasita e, devido a
localizagdo desses achados, sugerem que esses protozoarios vém de uma
regido composta pela Europa, Asia e o norte da Africa, (POINAR 2004).

Prosseguindo os estudos, Lainson e Shaw em 1987 ja acreditavam que a
origem desses parasitos era neotropical. Esse argumento, a segunda hipotese,
foi sustentado pela diversidade de espécies do novo mundo em comparagao com
o velho (LAINSON; SHAW, 1987). Entao, no ano 2000, uma terceira hipoétese foi
formulada baseando-se nos conceitos anteriores. Mommen e Cupolillo decidiram
classificar as leishmanias por subgénero, e analisando as similaridades das
espécies com a relagdo de desenvolvimento nos vetores em continentes

especificos, os autores concluiram que subgéneros Leishmania e

13



Sauroleishmania tem procedéncia africana e o subgénero Viannia desenvolveu-
se nas regides das Américas, especialmente na América do Sul (MOMMEN;
CUPOLILLO. 2009). Dentre esses subgéneros ja foram descritas 53 espécies,
e acredita-se que cerca de 20 dessas sao responsaveis por causar doengas em
humanos (CABRAL et al., 2021; CANTANHEDE et al., 2021; RIOS et al., 2022).
As leishmanias possuem dois principais estagios evolutivos: as formas
flageladas, denominadas promastigotas, e as aflageladas, chamadas de
amastigotas. As promastigotas, possuem aspecto fusiforme e sdo responsaveis
por infectar tanto o hospedeiro invertebrado (vetor) como hospedeiro vertebrado.
Podem ser encontradas em diferentes insetos vetores do género Lutzomyia ou
Phlebotomus sendo conhecidos como flebotomineos (VOLPEDO et al., 2021).

As amastigotas s&do as formas ovaladas, com motilidade reduzida,
responsaveis por causar a sintomatologia das leishmanioses através da
replicagcado parasitaria no interior de células do sistema fagocitico mononuclear
de hospedeiros vertebrados como caes, gatos, humanos, cavalos, roedores e
mamiferos selvagens (SOUZA et al., 2019; VOLPEDO et al., 2021).

A variedade de vetores e reservatérios susceptiveis a infeccdo por
Leishmania € um dos fatores de grande importancia a nivel de saude publica
mundial, pois colabora com a perpetuacao dessas espécies causadoras de
doencgas. A infeccdo dos flebotomineos ocorre quando as fémeas necessitam
realizar o repasto sanguineo para maturar seus ovocitos e ingerem, de um
hospedeiro vertebrado infectado, macréfagos parasitados com as formas
amastigotas. Essas amastigotas ao adentrarem no organismo do inseto, se
modificam e passam a ser chamadas de promastigotas prociclicas. Elas migram
para a o intestino, aderem ao epitélio intestinal e comegam a multiplicar-se por
divisao binaria. Para que essas promastigotas consigam parasitar novas células,
elas retornam para o eséfago desses insetos na forma metaciclica sendo
liberadas durante o préximo repasto sanguineo juntamente com a saliva quando
o flebotomineo inocula a proboscidea em um vertebrado (KILLICK-KENDRICK,
1990).

Apos a inoculagao das formas promastigotas metaciclicas no hospedeiro
vertebrado, os parasitos se dispersam no tecido do hospedeiro e serao
fagocitadas por células polimorfonucleares, os neutréfilos, e pelos macréfagos.

No interior dessas células, os parasitas se diferenciam na forma amastigota e se
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multiplicardo por divisdo binaria até que haja a ruptura da membrana,
prejudicando a integridade celular, liberando assim muitas amastigotas para o
tecido, e serdao novamente fagocitadas por novas células (RITTIG; BOGDAN,
2000). A internalizacdo de amastigotas ocorre por mecanismos diversos que
ainda nao sao completamente conhecidos, entretanto, estudos sugerem que a
ligacdo de anticorpos naturais de Leishmania com o receptor CR3 dos
macrofagos contribui com a fagocitose (MOSSER; ELDESON, 1985). Esses
parasitos possuem um rico glicocalice formado principalmente por moléculas
ancoradas por glicosilfosfatidinositol (GPI), como a protease GP63, responsavel
pela viruléncia do parasito, pelo auxilio no processo de parasitismo e pela
contribuicio com a degradagcdo de imunoglobulinas e proteinas. Como
consequéncia, esses protozoarios danificam e destroem os tecidos infectados,
causando lesdes que caracterizam as primeiras manifestagdes clinicas da
leishmaniose (ANVERSA et al., 2018).

1.2 Manifestacodes clinicas da leishmaniose tequmentar americana (LTA)

Aproximadamente 95% dos novos casos de LTA ocorrem nas Américas e,
dentre os paises com maior numero de casos, esta o Brasil. De acordo com o
Sistema de Notificacdo e Agravos (SINAN), em 2020, o pais registrou 17.772
novos casos de LTA, sendo 95% (n=16.887) apenas da forma clinica cutanea e
0s 5% restantes (n=854) manifestagdo mucocutanea. Dos estados com maior
frequéncia da doencga, destaca-se o Para, com 3.084 casos, seguido de Mato
Grosso, com 2.117 e Minas Gerais, que notificou 2.091 casos (BRASIL 2020;
MANN et al., 2021). A auséncia do registro de outras formas (difusa, disseminada
ou atipicas), pode refletir uma subnotificagdo dos casos.

As manifestagdes clinicas da LTA s&o caracterizadas por alteragdes
dermatolégicas que comprometem a integridade tecidual. No Brasil, sete
espécies podem desencadear essas enfermidades, sendo que as trés principais
sdo: Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia) braziliensis, e
Leishmania (Leishmania amazonensis). As formas clinicas sdo distintas de
acordo com a localizacéo, nimero ou aparéncia das lesdes (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017).
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As lesdes cutaneas classicas sao caracterizadas por ulceras com aspecto
inflamatorio, expostas em membros de facil acesso aos flebotomineos. Devido a
diversidade de feridas dérmicas, as formas cutaneas sao subclassificadas em:
lesbes cutaneas localizadas, disseminadas e difusas (SCORZA et al., 2017). Na
forma localizada, os individuos possuem uma lesao unica na maioria dos casos.
Essas feridas costumam ser ulceradas, com bordas elevadas, fundo granuloso,
hiperemiado e, caso haja associagdo de infeccao secundaria por bactérias, €
possivel observar exsudacdo. Essa manifestagdo € a mais frequente e
corresponde a aproximadamente 90% dos casos confirmados e, embora cada
vez isso seja mais infrequente, podem evoluir para cura espontanea (LESSA et
al., 2007; GIMBLET et al., 2017).

Ja na forma cutanea disseminada sdo observadas multiplas lesdes que
podem comprometer membros superiores, inferiores, tronco e face (CARVALHO
etal., 1994). A morfologia dérmica € acneiforme, inflamatoria e a expansao deriva
de lesbes localizadas primarias. Para isso, o parasito migra através da via
hematica ou linfatica e o quadro clinico do paciente apresenta uma piora
significativa além do surgimento de novas lesdes, podendo chegar a centenas.
As lesbes disseminadas constituem uma forma rara da doenca, atingindo cerca
de 2% da populacéo infectada (MACHADO et al., 2015; MINISTERIO DA
SAUDE, 2017).

A forma mais rara € a difusa e, no Brasil, € causada apenas pela L.
amazonensis. A gravidade desta forma esta relacionada a baixa competéncia
imunoldgica do hospedeiro, e, portanto, seu desenvolvimento é mais frequente
em pacientes anérgicos (SAMPAIO et al., 2021). Inicialmente, os infectados
apresentam uma lesao primaria de dificil tratamento, seguido de multiplas lesbes
polimérficas que néo cicatrizam (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A forma mucosa possui manifestagées destrutivas, deixando um aspecto
de mutilagdo principalmente pelo comprometimento da mucosa nasal, faringe,
laringe. A forma mucosa desenvolve-se, comumente, apds anos da cura da
forma cutdnea. Além dessa, pode surgir em alguns pacientes, manifestacoes
concomitantes das formas cutidneas e mucosas, sendo assim classificada como
forma mucocutanea (LESSA et al., 2007).

O que define a evolugdo da doenga nos individuos infectados é a espécie

envolvida, as condigcdes do hospedeiro e a resposta imune. Contudo, estas
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variaveis ainda nao foram completamente elucidadas, o que torna dificil
compreender em sua totalidade as condi¢des de reproducao parasitaria, risco de
infeccdo e disseminacao além das manifestacdes clinicas das leishmanioses
(SOUZA et al., 2019; GOLLOB et al.,2014).

O tratamento mais utilizado para tratar a LTA é o antimonial pentavalente
(Glucantime®) que é administrado por via parenteral durante 20 a 30 dias. Por
ser uma medicacao utilizada ha mais de 50 anos, ja € observada resisténcia
terapéutica (SALARI et al., 2022). Além disso, existem fortes contraindica¢des
devido aos eventos adversos graves como nefrotoxicidade, pancreatite, arritmias
entre outros. Portanto, em casos refratarios e/ou nédo responsivos, 0 ministério
da saude indica a utilizacdo de Anfotericina B, Anfotericina B Lipossomal ou
Isetionato de Pentamidina. O tratamento longo € uma das principais causas da
nao adesao a terapia, que além dos eventos adversos, tem como maleficio a ndo
cura parasitoldgica e sim a reepitelizagdo da lesao, fator este que contribui para
os casos de recidiva (ALMEIDA et al., 2005; BRASIL, 2017).

Atualmente com o avango da descoberta de novas terapias para o
tratamento da doencga, também € preconizado pelo ministério da saude o uso de
antimonial pentavalente associado a pentoxifilina em pacientes refratarios a
terapéutica convencional (MINISTERIO DA SAUDE, 2015). Estudos feitos por
NOsso grupo, avaliaram a eficacia dessa associagcdo e demonstraram que ha
reducao da frequéncia de células CD68+TNF-alfa+ no infiltrado inflamatério da
lesdo. Acredita-se que essa diminuigdo promove uma resposta imune modulada

o que interfere positivamente na cura da doenca (FARIA et al., 2019).

1.3 Resposta imune na leishmaniose cutdnea e mucosa: inflamacdo e

cicatrizacao

A resposta imune do hospedeiro € um dos fatores preponderantes no
desenvolvimento das formas cutdnea e mucosa da leishmaniose. Embora as
duas formas estejam associadas com uma resposta imune inflamatoria, ha
caracteristicas que sao peculiares de cada uma delas. Estudos comparando a
reposta imune entre essas formas identificou que pacientes com LM respondem
trés vezes mais ao estimulo com antigeno de Leishmania do que os LC, além

disso, os pacientes com LM apresentam uma resposta linfoproliferativa
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aumentada, e essa resposta pode estar relacionada com a longa duracao da
doenca nesses individuos infectados (CARVALHO et al.,1985)

Bacellar e colaboradores, em 2002, demonstraram que, avaliando células
mononucleares de sangue periférico (CMSP), pacientes com a forma mucosa da
doencga apresentaram uma produgado maior de IFN-y e TNF-a quando comparado
a pacientes cutaneos. De forma interessante, observaram que a producao de IL-
10 estava diminuida nos LM quando comparado aos LC. Nesse contexto, os
linfocitos Th1 CD4+ foram os principais produtores de IFN-y e TNF-a em
pacientes mucosos. Embora esses achados foram em amostras de CMSP, é
possivel que sejam observados e/ou refletidos na patogenia da doencga, uma vez
que as lesbdes desses pacientes sao expansivas e ulceradas, mas possuembaixa
parasitemia (BACELLAR et al., 2002; CARVALHO et al.,1985).

Linfocitos Th1 CD4+ e CD4-CD8- sao as principais células envolvidas na
producdo de citocinas inflamatérias no sangue periférico de pacientes com
leishmaniose (BOTTREL et al., 2001; GOLLOB et al., 2008). Nos pacientes com
a forma mucosa, além de muito mais expressas, ha uma redugao nos niveis de
IL-10 e TGFB, citocinas que modulam a reposta imune (CAMPOS et al., 2018).
Logo, é possivel afirmar que um desbalango do recrutamento e funcionalidade
de células T, pode contribuir com a presenca de lesdes mais expansivas e
altamente inflamadas (BACELLAR et al., 2002). Apesar de pacientes com LC
apresentarem o mesmo perfil Th1, eles apresentam um aumento de IFN-y e IL-
10, isso sugere que o balango da producdo de citocinas inflamatérias e
moduladoras é responsavel por eliminar o parasito precocemente, e estabelecer
um controle contra a resposta imune excessiva de forma mais eficaz, resultando
em uma forma clinica mais branda (ANTONELLI et al., 2004).

Em contrapartida, a expressao de citocinas modulatérias como IL-4,
estimuladas pela resposta Th2, apesar de importantes para a reconstrugéo e
diminuicdo do dano tecidual, contribuem com o aumento da carga parasitaria e
reduzem a eficacia do antimonial, visto que foi observada uma maior frequéncia
de IL-4 nos pacientes que responderam mal a terapia (MANAMPERI et al., 2017)

Considerando-se o aspecto morfolégico das lesées, as cutaneas estao
associadas a presencga de CD4+ expressando IFN-y, a necrose é relacionada a
expressao de IL-1B e células B, e o aumento de amastigotas tem correlagéo
positiva com células CD8+ (SALDANHA et al., 2020).
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Em pacientes com LM, a severidade das lesdes esta correlacionada com
o aumento de IFN-y e TNF-a produzidos por células T, além da diminuicao da
expressao do receptor para IL-10 (BACELLAR et al., 2002; DA-CRUZ et al., 2002;
OLIVEIRA et al., 2014). Estudos demonstram que a presenca de granzimaA,
produzida por células CD8+, que sao citotoxicas, € abundante nessas lesoes,
indicando que as citocinas pro-inflamatérias e moléculas citotoxicas cooperam
com a destruicao do tegumento (FARIA et al., 2009; FARIA et al., 2019; KOH et
al., 2020).

O sistema tegumentar € composto por trés camadas: epiderme, derme e
hipoderme. Dentro desse sistema, encontra-se a pele, que € formada pelo
conjunto das duas camadas mais superficiais do tegumento (epiderme e derme).
A principal fungdo desse 6rgao é manter a homeostase e impedir disfungdes
teciduais relacionadas ao ambiente interno e externo. (MURPHREE, 2017).

O tecido da pele é formado por células residentes, células recrutadas em
caso de inflamacéao e pela matriz extracelular (MEC). A MEC é uma estrutura
complexa que preenche o espaco entre as células nos tecidos. E composta por
proteinas, carboidratos complexos e outras moléculas, que formam uma rede
tridimensional que fornece suporte estrutural e contribui para a organizacao e
funcdo dos tecidos. Além disso. E responsavel por regular processos como
diferenciagcdo, migracdo, crescimento e sobrevivéncia dos diferentes tipos de
células que compdéem o tecido (HYNES; NABA,2012). Um dos fatores que
comprometem a sua homeostase € dano tecidual, que é caracterizado por um
rompimento ou perda de integridade da MEC, podendo ser de causa multifatorial
como traumas, isquemia, doengas autoimunes, contato com substéancia téxica e
infecgées por diferentes patdgenos, incluindo as Leishmanias, resultando em
morte celular principalmente de células residentes. Nesse sentido, a necrose
tecidual gera a inflamacao, e fatores pré-inflamatérios séo liberados por células
com o objetivo de reconstruir a matriz, reparando o dano tecidual (THEOCHARIS
et al., 2016; MACK 2018).

A cicatriz é o resultado de quatro fases diferentes com durabilidade
variavel, a ordem desses acontecimentos é: hemostasia, inflamacéo, reparo e
remodelagdo. A hemostasia ocorre com a ligagao plaquetaria a matriz recém
lesionada que estimula as plaquetas a liberarem seus granulos contendo

compostos plaquetarios que sao proteinas, fatores de crescimento e citocinas
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formando um ma matriz provisoria juntamente com a fibrina e fibronectina. Para
gue haja a estabilizacao desse coagulo, leucdcitos sao recrutados para o local e
inicia-se a fase inflamatodria, estimulada pela presenca de ATP, citocinas proé-
inflamatorias e acidos nucleicos liberados de células em processo de morte
(MORETTI et al., 2022).

Em infec¢des parasitarias cronicas, como na LTA, ja foi demonstrado que
a presenca da Leishmania interfere na producao de citocinas e de proteinas da
matriz extracelular ocasionando uma resposta imune diferenciada a fim de
favorecer sua migragcao e sua permanéncia no tecido, gerando uma inflamacao
crénica como ilustrado na figura 1 (MENEZES et al., 2016; CARDOSO, 2020).

Na fase inflamatéria, ha o recrutamento de células como os neutrofilos e,
posteriormente, mondcitos e macrofagos para o local da infecgao (VIEIRA et al.,
2013). Essas células fagocitam os microrganismos invasores promovendo a sua
eliminacdo pelo menos parcial e produzem fatores soluveis que atuardo na
ativacao de células da resposta inata e adaptativa (CUNNINGHAM, 2002).

Os neutrdfilos sdo as primeiras células a chegar no sitio infeccioso e, apés
internalizar as leishmanias, promovem a morte do parasito por uma série de
enzimas citotoxicas (PASSELLI et al.,, 2022). Subsequentemente a esta
resposta, outras células como macréfagos, monocitos e linfocitos produzirdo
citocinas pré-inflamatérias, como Fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e
Interferon-y (IFN-y) com o objetivo de reduzir a carga parasitaria (NOVAIS et al.,
2014).

Devido a multiplicagdo das leishmanias, os neutréfilos secretam
quimiocinas para recrutamento celular, como IL-8 que atrai mais neutrofilos para
o tecido lesionado. Apos dois ou trés dias, essas células entram em apoptose, o
que estimula a atividade fagocitica de macrofagos que liberam quimiocinas como
CCL3 que atua no processo de recrutamento de novos leucdcitos, e CCL4 que
possui atividade pro-coagulante (VAN ZANDBERGEN et al., 2002; PALOMINO;
MARTI, 2015).

Embora importantes no controle parasitario, a participacao dos neutrofilos
e monocitos na patogénese da LTA apresenta uma dualidade visto que também
favorecem a progressao da doencga através da hipotese de “cavalo de Troia”
(SHAPIRA; ZINOVIEV, 2011). Estudos mostraram que os neutrofilos infectados
entram em apoptose e sao fagocitadas por macrofagos. Sendo assim, as
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leishmanias s&o repassadas para novas células-alvo estabelecendo a infec¢éo
de forma silenciosa (LASKAY et al., 2008).

Ainda que a inflamacao esteja fortemente associada com a morte e
eliminagcdo das leishmanias do tecido, a exacerbacdo de citocinas pro-
inflamatdrias destroem substratos e proteinas responsaveis por manter a MEC.
Sendo assim, ha a necessidade de proliferagdo das células do endotélio e epitélio
para refazer a matriz. Esse fenbmeno ocorre quando ha diminuicdo na carga
parasitaria ou acumulo de fatores fibroproliferativos produzidos por linfocitos Th2
que liberam citocinas como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. Ja os macréfagos ativados
pelo fator estimulador de colénia de macréfagos (M-CSF) produzem TGF-B e
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), que favorecem o retorno do
tecido lesionado para o estado integro e funcional (WYNN; BARON, 2010;
DUTRA et al., 2018; MACK, 2018).
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Figura 1: Imagem ilustrativa do processo de cicatrizagdo na LTA. A- Penetracdo dos parasitos
pelo epitélio, em diregdo a matriz extracelular; recrutamento celular. B- Fase inflamatoria: destruigcao
tecidual, aumento da producgdo de citocinas inflamatérias (TNF-a e IFN-y). C- Reparo: Redugao da
carga parasitaria, aumento da expresséo de citocinas modulatérias (IL-10 e IL-4) e reparo da matriz
extracelular através da producéo de colageno por fibroblastos. D- Remodelamento: Sintese de matriz
extracelular, substituicdo de colageno tipo Il para tipo | e formacgao de cicatriz
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A presenca das citocinas é importante na resolugdo da lesdo e na
progressao da doenca. Em casos de pacientes com lesdes cutaneas localizadas
€ mucosas, ricas em células produzindo IFN-y e TNF-a, foi demonstrado uma
potencializacdo da ativagdo de macréfagos que desempenham papel
fundamental no controle do parasito. Entretanto, a hiperproducdo dessas
citocinas ocasiona o desbalanco da resposta inflamatéria, resultando em lesées
expansivas, ulceradas e com cicatrizagao lenta devido o ambiente altamente
inflamado (FARIA et al., 2005; CASTELLANO et al., 2009).

A fase inflamatoria representa a etapa mais importante no processo da
infecgao crénica, pois a acao de citocinas pro-inflamatoérias e o recrutamento de
leucécitos contribuem com o dano tecidual (BITTAR et al.,, 2007). Esse
recrutamento pode ser benéfico para a Leishmania, visto que tera a disposi¢cao
novas células para infectar. Com o parasitismo estabelecido e novas células
sendo infectadas, a fase inflamatéria estende-se ndo permitindo que a lesao
evolua para a fase de proliferacdo e maturacao (SILVA; PENNA, 2012).

No processo de proliferacao para sintese da MEC, os fibroblastos atuam
produzindo colageno que pode ser expresso na forma nao fibrilar e fibrilar. A
fibrose é um processo patologico que tém como objetivo promover a cicatrizagao,
€ ativado quando ha necessidade de elaborar resposta a uma lesao refazendo a
matriz, substituindo tecido epitelial por conjuntivo fibroso para restaurar a
arquitetura tecidual (LEE; KALURRI, 2010; MORETTI et al., 2021).

Com relacao a producao de colagenos, os fibroblastos secretam a forma
soluvel dessa proteina que € o pro-colageno. O pro-colageno é formado pela
unido de 3 cadeias polipeptidicas e as combinagdes de diferentes cadeias
caracterizam os diferentes tipos de colageno. Existem onze tipos de colageno
catalogados, eles foram classificados de acordo com a composi¢do, morfologia
e propriedades fisicas. Os colagenos fibrilares dos tipos I, Il e lll sdo os mais
abundantes nos tecidos, sendo que o tipo | € o colageno mais denso, que fornece
maior rigidez ao tecido e € a principal fibra que compde a cicatriz, e o tipo Ill é
composto por fibras reticulares com menor resisténcia. Dos colagenos nao
fibrilares, destaca-se o tipo IV, de membrana basal, forma uma rede especifica
entre o tecido epitelial e conjuntivo (WOEL; WOEL, 2016).

A sintese do pro-coldgeno e suas modificagbes pos-traducionais

especificas ocorrem no reticulo rugoso e no interior de vesiculas do complexo
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de Golgi, respectivamente. Em seguida essas macromoléculas s&o transferidas
para a matriz, onde serao clivadas por C- e N- peptidases. A separacao, ou
clivagem do pro-peptideo é a primeira etapa da fibrinogénese, que com a
diminuicdo do tamanho da molécula, o pré-colageno transforma-se em
tropocolageno, agregando-se a outras moléculas semelhantes, fomando as
fibrilas. Através das interagdes eletrostaticas e hidrofébicas, essa estrutura vira
um contorcido com estabilidade e for¢a capaz de suportar tensées formando
fibras de colagenos, presentes na matriz extracelular e em tecido cicatricial
(SILVA; PENNA, 2012).

A distribuicdo normal dos componentes estruturais da MEC varia de
acordo com os tecidos. Quando foi comparada a pele com a mucosa oral
humana, foi observado que néo existe diferenca na deposigao de colageno tipo
| e lll em tecidos de pacientes saudaveis, mas quando avaliaram as proteinas de
adesao, identificaram um aumento de fibronectina em mucosa oral, enquanto a
elastina foi observada de forma proeminente na pele. As demais diferencas dos
componentes da MEC entre ambos tecidos foram relacionadas a maior
vascularizagcdo, quantidade de fibroblastos e queratindcitos nos tecidos de
mucosa oral (GLIM et al., 2014). Essas singularidades podem nortear o processo
de resolucao de uma ferida, visto que o aspecto da lesdo e a formacgao de cicatriz
entre a pele e a mucosa oral também apresenta distingdes macroscopicas, que
sao resultado da proliferacao celular, angiogénese e deposicdo de colageno
(LEE; EUN, 1999).

Entretanto, nas feridas crénicas, como na leishmaniose, esse processo é
desbalanceado devido ao acumulo de enzimas proteoliticas que reduzem
significativamente a presenca de fatores fibroproliferativos e de inibidores de
proteinase que sdo responsaveis pela degradagédo do colageno e formagao da
cicatriz (LEE; KALLURI, 2010).

Em contrapartida, estudos ja associaram a degradacao de colageno e
destruicdo tecidual com o processo infeccioso que, devido a ulceracédo e
inflamacdo, algumas lesbes apresentam uma hiperproducdo de matriz
extracelular, desenvolvendo cicatrizes fibréticas. (RIDLEY; RIDLEY, 1983). Esse
quadro de inflamacgao ja foi demonstrado em lesdes de pacientes mucosos, forma
grave da doenga, e que apresentam altos niveis de IFN-y e TNF-a (FARIAet al.,

2005). Amato e colaboradores em 2003, demonstraram que, mesmo apos
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o tratamento, esse perfil inflamatério local permanecia. Acredita-se que isso
ocorra devido a uma resposta especifica hospedeiro-parasita, indicando
fortemente a necessidade de vigilancia continua de pacientes com leishmaniose
mucosa em risco de reativagao, apesar de ter ocorrido a cicatrizagdo da ferida
apos a terapia (AMATO et al., 2003).

Estudos em leishmaniose visceral canina sugerem que 0 excesso de
colageno lll, o primeiro a ser depositado, favoreca o ciclo natural da doencga, pois
sempre esta associado a regioes de infiltrado inflamatoério e com isso, o parasita
segue infectando novas células. Jacintho e colaboradores demonstraram, em
2018, que, em um quadro de inflamacdo ha uma reducédo proporcional de
quantidade fibras colagenas do tipo | e um aumento do tipo Ill uma vez que a
constante inflamacao impede o colageno lll de ser degradado e substituido pelo
tipo |. Além disso, uma matriz extracelular mais delicada, com fibras mais finas
de colageno favorecem a migracao da Leishmania no tecido (JACINTHO et al.,
2018; CARDOSO, 2020).

Esses mecanismos nao sao descritos completamente na leishmaniose
tegumentar americana humana. A maioria dos estudos estao relacionados aos
aspectos clinicos. Diante disso, a identificacdo e a associacao da deposicao de
colagenos com as formas clinicas da LTA, assim como possiveis associagoes
com o perfil das células imunes presentes da lesao contribuem com uma melhor
compreensao da patogénese da LTA.

Nossa hipotese de trabalho é que a deposicao de colageno nas lesdes de
pacientes com leishmaniose cutdnea e mucosa, apresenta diferencas, e que a
resposta imune do individuo pode ser correlacionada com o potencial de
cicatrizagao das lesdes, sendo assim, é possivel estratificar essas manifestagoes
clinicas pela producdo de citocinas, presenca de subpopulacdes celulares e

deposicao de colageno.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Avaliar a deposicao de colageno em lesdes de pacientes com as formas
clinicas cutdnea e mucosa da leishmaniose tegumentar americana e sua

associagao com aspectos imunoldgicos.

2.2 Objetivos Especificos:

a) ldentificar e quantificar a area de colageno nas lesdes de pacientes com as
formas clinicas cutanea localizada (LC) e mucosa (LM) da leishmaniose

através da coloracao de Picrosirius Red e Tricrdbmico de Masson

b) Correlacionar a frequéncia de subpopulacdes celulares CD4+, CD8+ e CD68+
identificadas por microscopia confocal com a area ocupada por fibras

colagenas presentes nas lesdes de pacientes com LC e LM;

c) Correlacionar a expressao das citocinas IL-10, TNF-«, IFN-y e a molécula
citotoxica Granzima A identificadas por microscopia confocal com a area de

deposicao de colageno nas lesdes de pacientes com LC e LM;

d) Realizar analise multivariada para avaliar a distribuicdo comparativa dos

fatores inflamatdrios e da area de coladgeno em pacientes com LC e LM.
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3. METODOLOGIA

3.1 Obtencao das bidpsias de lesdes de pacientes com leishmaniose

As amostras utilizadas foram provenientes de pacientes com leishmaniose
tegumentar americana residentes em Corte de Pedra, municipio de Tancredo
Neves, localizada a 280 km de Salvador. O posto de saude é coordenado pelo
Dr. Edgar Carvalho e o grupo do Servico de Imunologia da UFBA.

Inicialmente, os pacientes que apresentavam lesdes sugestivas de
leishmaniose foram submetidos a inspec¢éo da leséo e biopsia para confirmagao
do diagndstico. Em pacientes com a forma clinica cuténea, foi realizado um
punch na regido da lesao para retirada do fragmento. Ja em pacientes mucosos
foi realizado uma pequena incisdo no local da ferida. Em ambos os casos, os
pacientes estavam sob efeito de anestesia local.

As bidpsias foram imersas em uma solucado de Sacarose a 30% por 30
minutos a 4 °C. Em seguida, foram transferidas para um criotubo ou criomolde
contendo meio de inclusao para tecidos congelados Tissue-Tek® O.C.T (Sakura)
e foram colocadas no gelo seco. Para os estudos histologicos, o material foi
encaminhado para a Universidade Federal de Minas Gerais onde as bidpsias
foram armazenadas a -80 °C até o processamento.

Foram utilizadas neste estudo apenas as amostras provenientes de
pacientes com diagnostico clinico e/ou laboratorial confirmado, com as
manifestacdes clinicas cutanea localizada ou mucosa da leishmaniose, sem ter
realizado tratamento prévio. Os pacientes que apresentavam outras doencgas
parasitarias, gravidas, criangas e pacientes previamente tratados foramexcluidos
desse estudo. Logo, considerando os critérios pré-estabelecidos, a amostra total
corresponde a nove pacientes com a forma clinica cutanea localizada (LC) e sete
mucosos (LM). A coleta foi feita de acordo com protocolo COEP-UFMG 027/98
aprovado em 17/06/98.

3.2 Processamento e marcacao nas lesdes de leishmaniose

Para realizar as marcagdes de imunofluorescéncia e coloragoes

histolégicas, as lesdes foram seccionadas no Centro de Aquisicdo e

26



Processamento de Imagens (CAPI), no criostato LEICA CM3050 S em
aproximadamente 5um. Os cortes foram posicionados em laminas siliconadas da
marca Macro slides (VWR Scientific), fixados com acetona a -20 °C durante 10
minutos e mantidos congelados a -80 °C até o processamento.

Para as analises utilizando imunofluorescéncia, essas laminas foram
submetidas as reagbes de imunofluorescéncia com anticorpos conjugados com
isotiocianito de fluoresceina (FITC) ou ficoeritina (PE) para indicar as
subpopulacgoées de linfocitos CD4+, CD8+ e macrofagos CD68+ além de citocinas
inflamatoria como TNF-«, IFN-y e da citocina imunomodulatéria IL-10. Além
dessas, foi realizada a marcagdo com anticorpos anti-granzima A que € uma
molécula citotdxica. Estes procedimentos foram realizados como parte da tese
de doutorado da Dra. Daniela Rodrigues de Faria Barbosa, orientada pela prof?
Dra. Walderez Dutra, defendida no ano de 2008 (BARBOSA, 2008).

3.3 Coloracao por Tricrobmico de Masson e Picrosirius red e obtencio das

Imagens

As laminas com os cortes das les6es armazenadas a -80 2C foramcoradas
com o Tricrobmico de Masson no Laboratério de Apoio Didatico (LAD) no
ICB/UFMG e com Picrosirius red, em parceria com Dr. Paulo Guilherme de
Oliveira Sales, ONCOCLINICAS NUCLEO em Belo Horizonte/MG.

Resumidamente, para o Tricrbmico de Masson, as laminas foram
mergulhadas em agua corrente por 20 minutos, posteriormente foram imersas na
hematoxilina por dois minutos e lavadas em agua corrente durante 10 minutos.
Por fim, foram coradas com corante Tricrémico de Masson por 8 minutos, e
submetidas a desidratagdo em uma série crescente de alcool etilico e
diafanizadas com xilol. As ladminas foram montadas com Entellan (Merck) e
scaneadas pelo Scanner 3D Histec no CAPI ICB/UFMG.

Para o Picrosirius red, os cortes foram incubados por 60 minutos na
solucao do corante e posteriormente foram lavados duas vezes em solugdo de
acido aceético (0,5%), desidratadas em alcool absoluto, e por fim, foram montadas
com Entellan (Merck). Para foto documentacdo dos cortes corados com
picrosirius red, foi utilizado o software QCapture Pro 6.0. As imagens foram

adquiridas em microscopio éptico da marca Olympus sob luz polarizada e com a
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resolucdo de 1280x960 pixels no Laboratorio De Apoptose no ICB/UFMG. Essa
coloracao, sob luz polarizada, permite que se observe diferenca na interferéncia
de cores, na intensidade e na birrefringéncia dos tecidos corados, principalmente
das fibras de colageno do tipo | (aparece em vermelho) e tipo Ill (aparece em

amarelo esverdeado).

3.4 Analise das Imagens

Para calcular a area de colageno presente nas lesdes dos pacientes, foi
selecionada a area de tecido conjuntivo presente nas lesdes, excluindo-se o
epitélio das lesbes em que ele estava aparente. A quantificacdo da area total de
colageno em relacao a area total da lesao foi obtida no usando o plugin IHC
Toolbox no software ImagedJ. Com o uso deste plugin, € possivel selecionar uma
pequena area como amostra de regiao positiva para colageno. Dessa forma, o
programa disponibiliza o percentil de area de colageno em relagdo a area total
da lesdo. (RENU et al., 2022). A quantificacdo de células da regido do infiltrado
inflamatorio foi feita deixando a imagem preta e branco através da ferramenta
make binary seguindo do uso da ferramenta analyze particle do Imaged. Essa
ultima é responsavel por identificar as bordas dos nucleos, quantificando-os de
uma forma automatica. O tamanho escolhido para quantificacdo desses
contornos foi de 0 a infinito, esse resultado foi sumarizado pelo software e obtido
na aba mensures. (GRISHAGIN, 2015).

Com relacao a analise das imagens obtidas por microscopia confocal, os
valores das frequéncias das populacdes celulares foram avaliados pela Dra.
Daniela Faria, em sua tese de doutorado (BARBOSA, 2008) e reportado no artigo
cientifico publicado em 2005 (Faria et al., 2005).

3.5 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram feitas no Software GraphPad Prism 8.0
onde primeiramente foram realizados os testes de normalidade (Shapiro-Wilk e
Kolmogorov-Smirnov) e remoc¢ao de outliers em todos os dados.

Em relacdo a quantificacdo da area de colageno e densidade celular

expressa pela quantidade de células por mm2, os dados dos pacientes foram
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agrupados por forma clinica (cutdnea e mucosa) e os resultados foram obtidos
através da analise ndo-paramétrica e ndo pareada usando os testes de Mann-
Whitney ou T test.

As analises de correlacdo de Pearson foram feitas para os dados
paramétricos e de Spearman para 0os nao paramétricos. Os dados foram
considerados estatisticamente significativos quando o valor de p foi menor ou
igual a 0,05.

Para analise multivariada de PCA e Heatmap hierarquizado foi utilizada a
ferramenta ClustVis (disponivel em https://biit.cs.ut.ee/clustvis/) como descrito
por METSALU e VILO em 2015, e previamente empregada em nosso laboratério
(METSALU; VILO, 2015, NEVES et al., 2022).
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4. RESULTADOS

4.1 Analise da area de colageno do infiltrado inflamatério das lesoes.

Para demonstrar a presenca de fibras colagenas nas lesdes de pacientes
com leishmaniose, os cortes histolégicos foram corados com o Tricrébmico de
Masson e Picrosirius red e avaliados no software Imaged. Na figura 2 € possivel
observar a coloracao representativa de lesao de pacientes com a forma cutanea
(P1 e P2) e com a forma mucosa (P3, P4 e P5). Nessa figura, a primeira coluna
corresponde as lesdes coradas com Tricrdmico de Masson, onde, em azul esta
demarcado o colageno (seta amarela) e em roxo, os nucleos das células (seta
verde). Na figura 2, a segunda coluna representa a coloragc&o das lesbes com o
Picrosirius red. Nessa coloragao, € possivel fazer a diferenciagcdo do colageno
onde em vermelho se observa o colageno do tipo | (seta branca) e em amarelo
esverdeado, observa-se o colageno tipo Il (seta azul).

Apds a obtencdo e andlise das imagens, as areas de colageno foram
quantificadas como descrito na metodologia e foi possivel observar, na figura 3A,
que lesdes de pacientes LC possuem uma area de colageno (mm?) maior do que
lesbes de pacientes LM. Além disso, também foi observado que as lesGes de
pacientes com LC apresentavam, em percentagem, uma area maior ocupada
pelo colageno do que lesdes de pacientes com LM (fig. 3B).

Em seguida, avaliamos se existia diferenca no numero de células no
infiltrado inflamatério entre as formas clinicas e n&o foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre LC e LM (fig. 4A). Posteriormente, avaliamos
a densidade celular (células/area) do infiltrado inflamatorio e observamos que os
pacientes com a forma mucosa, possuem mais células por area total (fig. 4B) e
por area de colageno (fig. 4C) do que as lesbes de pacientes com a forma
cutdnea. Observamos, ainda, que quanto maior a area de colageno, menor a
quantidade de células, mostrada pela correlagdo negativa entre estes dois

parametros (fig. 4D)
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Tricromico de masson Picrosirius red

Figura 2: Avaliagao da deposig¢ao de colageno por microscopia de luz e coloragao Tricrémico
de Masson e Picrosirius Red em cortes histolégicos representativos das lesées de pacientes
com leishmaniose tegumentar americana. P1 e P2 representam pacientes com a forma cutaneae
P3, P4 e P5 pacientes com a forma mucosa. As setas indicam area de colageno total (seta amarela),
nucleos celulares (setas em verde), area de colageno do tipo | (seta branca), area de colageno tipo
3 (seta em azul). Barra = 100um
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Figura 3: Avaliacido da area total de colageno através da quantificacdao de colageno por area
de colageno dos pacientes com as formas clinicas cutanea e mucosa. Letras iguais e valor
de e p<0.005 representam diferenca estatistica significativa.
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Figura 4: Avaliacdo das células presentes nas lesdes de pacientes com leishmaniose.
(A) Quantificagdo de ceélulas do infiltrado inflamatorio das lesbes de pacientes com
leishmaniose cutdnea e mucosa. (B) Quantificagdo do numero total de células presentes no
infiltrado inflamatdrio pela area total das lesées. (C) Quantificagdo do numero total de células
presentes no infiltrado inflamatorio pela area de colageno das lesdes. (D) Correlagédo entre a
quantidade de células presentes no infiltrado inflamatério das lesbes e a area total de colageno.
Letras iguais e valor de e p<0.005 representam diferenca estatistica significativa.



4.2 Correlacao de subpopulacoes celulares, citocinas e molécula citotoxica com

a deposicio de colageno

Estudos anteriores de nosso grupo avaliaram as lesdes de pacientes com
LC e LM, determinando o numero e a frequéncia de células CD4+, CD8+ e
CD68+ e da expresséao de IFN-y, IL-10, TNF e granzima (Faria et al., 2005). Neste
estudo, propusemo-nos a avaliar se ha uma correlagdo entre a deposicadode
colageno e essas subpopulagdes celulares CD4+, CD8+ e CD68+, assim como
com as citocinas IFN-y, TNF-a e IL-10 e a molécula granzima A. Esta analise foi
possivel porque analisamos a deposicdo de colageno nas mesmas lesodes
analisadas no estudo anterior.

Inicialmente avaliamos se existe uma correlacdo da deposicao de
colageno nas lesdes de pacientes com LTA, sem estratificar as formas clinicas,
entre o numero de células CD4+, CD8+ e CD68+ (fig. 5 A, B e C) e o percentil
dessas subpopulagdes celulares (fig. 5D, E e F) ndo observamos correlagdes

estatisticamente significativas.
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Figura 5: Correlagoes entre a area de colageno e subpopulagdes celulares CD4+, CD8+ e CD68+
presente nas lesdes de pacientes de diferentes formas clinicas. Letras A, B e C referentes a pacientes
LC e D, E e F referentes a pacientes LM. Valor de p<0,05 é considerado estatisticamente significativo.
Posteriormente avaliamos se existia correlagdes entre o numero total e
percentil de células TNF-a+, IFN-y+ e IL10+ com a deposi¢céo de coldgenos e ndo
foi observada nenhuma correlagao estatisticamente significativa (fig. 6). Porfim,

avaliamos a existéncia de correlacdo entre a deposicao de colageno e o



numero absoluto de células GrA+ em células CD8+ (fig. 6D) e ndo houve
correlacdo estatisticamente significativa. Entretanto, quando avaliamos o
percentil de GrA+ em células CD8+, encontramos uma correlacdo negativa com
a area de colageno (fig. 6H) e o numero absoluto ou a frequéncia das

subpopulagdes celulares.
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Figura 6: Correlagdes entre a area de colageno, citocinas e granzima A presente nas lesdes de pacientes
de diferentes formas clinicas. As letras A, B, C e D correspondem a avaliagéo da correlagao entre os numeros
absolutos de cada parametro avaliado com a area de deposito de colagenos. Letras E, F, G e H correspondem
a avaliagdo da correlagdo entre as porcentagens de cada parametro avaliado com a area de deposito de
colagenos. Valor de p<0,05 é considerado estatisticamente significativo.

Apoés essas analises, decidimos verificar se, ao estratificar os pacientes
com LTA em formas clinica LC e LM, haveria correlacédo entre a area de
colageno. Na figura 7 estdao demonstrados os resultados obtidos com LC em
relacdo a correlacao entre deposi¢cao de colageno com numero ou a frequéncia
das diferentes populacdes celulares e ndo observamos nenhuma correlagédo
estatisticamente significativa. Nos pacientes com LM, quando avaliamos a
frequéncia e o percentil de subpopulagdes celulares, foi observado que a
frequéncia de células CD8+ apresenta uma correlacao positiva com a area de
colageno, como demonstrado na figura 8.

Por fim, realizamos as analises de frequéncia e percentil das citocinas
TNF-a, IFN-y, IL-10 e da molécula granzima A nos pacientes com LTA
estratificando as formas clinicas. Na figura 9 estdo dispostos os resultados dos

pacientes LC e na figura 10 dos pacientes LM, em ambos os painéis de
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correlacao nao foi possivel observar diferenca estatistica significativa com a area

de colageno total.
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Figura 8: Correlagdes entre a area de colageno e subpopulagées celulares CD4+, CD8+ e CD68+
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Figura 10: Correlagdées entre a area de colageno, citocinas e granzima A presente nas lesdes de
pacientes com a forma clinica mucosa. As letras A, B, C e D correspondem a avaliacdo da correlacéo entre
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deposito de colagenos. Valor de p<0,05 é considerado estatisticamente significativo.

A Anadlise de Componentes Principais (Principal Component Analysis,

PCA) € uma técnica de analise multivariada que é capaz de fazer a reducéo de

dimensionalidade de um conjunto de dados (JOLLIFFE, 1986). A representacao

grafica consiste em sintetizar a dispersao (variancia) desses dados em um



grafico bidimensional. De forma similar, a analise multivariada representada em
um mapa de calor hierarquizado € capaz de representar um conjunto de dados
através de cores. Além disso, a utilizagcdo de dendrogramas, combinado ao mapa
de calor permite a visualizacdo da similaridade entre as amostras
(SHIRKHORSHIDI et al, 2015).

Nas figuras 11 A e C, é possivel observar que o grafico de PCA da analise
multivariada n&o foi capaz de separar e distinguir as formas clinicas. Entretanto,
ao observar a figura 11 C onde a area de colageno foi considerada como um
parametro para estratificar as formas clinicas, podemos observar que na figura
11 C existe uma sobreposi¢cdo menor dos circulos vermelho e azul, referentes
respectivamente as formas clinicas LC e LM, quando comparado a figura 11 A.

Na analise multivariada demonstrada no grafico de mapa de calor
hierarquizado (fig. 11 B e D), a presenca da area de colageno na selegao dos
parametros, também sugeriu ser importante na segregacao das formas clinicas.
Na figura 11 D, nas setas, é possivel observar que, apesar de trés pacientes LC
estarem misturados com LM, conseguimos distinguir dois grupos. O da esquerda

em azul (LM), e o da direita em vermelho (LC).
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5. DISCUSSAO

A cicatrizagdo € o processo de reposi¢ao da matriz extracelular de um
tecido lesionado, sendo dividido em quatro etapas: hemostasia, inflamacao,
remodelamento e maturagcao. Para que haja a formacgao da cicatriz, mecanismos
celulares e moleculares precisam atuar no sitio da lesdo para reestruturar o
tecido e devolver sua integridade. Nas feridas cujo potencial de cicatrizagéo é
nulo ou escasso, ha uma desregulagcdo no reparo tissular, o que ocasiona o
prolongamento da fase inflamatoria, atraso na migragao celular e degradacgéao de
matriz, e dessa forma, essas lesdes sdo classificadas como feridas crénicas
(WOO et al., 2007).

A cronicidade e severidade dessas feridas sédo diversas devido a sua
etiologia. No caso da leishmaniose tegumentar americana, existe um parasito
que interage com a matriz extracelular (MEC), e, em consequéncia da infec¢ao,
tém se um tecido lesionado que ndo consegue chegar a fase de maturacao na
auséncia de tratamento (JACINTHO et al., 2018).

Com o objetivo de identificar nas lesdes de pacientes com leishmaniose
tegumentar americana as diferengas entre as formas clinicas LC e LM, nesse
estudo nos propusemos a avaliar a deposi¢cao de colageno e a sua associagao
com a frequéncia de células CD4+ e CD8+ (subpopulacdes de linfocitos), com
CD68+ (macrofagos), além da expressao de citocinas inflamatéria como TNF-q,
IFN-y e da citocina imunomodulatéria IL-10 e da molécula citotéxica, granzima
A.

Inicialmente, decidimos avaliar a area de depdsito de colageno, utilizando
microscopia de luz e a coloragdo com Tricrdbmico de Masson e Picrosirius red.
Nossos dados demonstram que a forma clinica cutdnea apresenta maior area
ocupada por colageno quando comparado aos pacientes com a forma mucosa
como pode ser observado na figura 3. Considerando que as fibras de colageno
sdo abundantes na derme, que possuem a funcédo de suportar tensao, regular
adesao celular e migracdo para desenvolvimento tecidual (ROZARIO;
DESIMONE, 2010; FRANTZ et al., 2010), sugere-se que uma maior area de
colageno esteja relacionada com a menor severidade das lesées. Sendo assim,
justifica-se o fato de pacientes com forma mucosa, considerada uma das mais
danosas manifestagcbes da doenca apresentarem menor deposicao dessas

fibras. Uma das possibilidades para explicar este fato € que o conjuntivo do
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tecido mucoso tenha menos colageno que o do cutaneo. No entanto, como citado
anteriormente, ndo ha diferenca significativa na deposicao fisioldgica de
colageno no conjuntivo da pele versus da mucosa (GLIM et al., 2014).

Assim, é possivel que essa diferenca se deva ao processo inflamatorio
que é diferente nessas lesdes: Faria et al. (2005) demonstraram que a resposta
inflamatéria, rica em IFN-y, & mais exacerbada em LM comparando-se a LC. E
possivel que o este ambiente mais rico em IFN-y contribua para uma menor
deposigao de colageno. De fato, Amento e colaboradores (1991) mostraram que
IFN-y altera a producao de colageno por células da musculatura vascular em
aterosclerose. Além disso, foi demonstrado também que, enquanto citocinas Th2
(IL-4 e IL-13) induzem a producao de procolageno por fibroblastos da membrana
conjuntiva ocular, IFN-y reduz a producédo desta molécula (TAVOLATO et al.,
2002; AMENTO et al., 1991).

Os colagenos | e lll desempenham papeis distintos no processo de
cicatrizacdo. A quantificacdo desses tipos de colageno nas lesdes de pacientes
com LC e LM podera apontar distingdes interessantes, relacionadas a deposi¢ao
dessas moléculas. Embora tenhamos realizado e adquirido as imagens dos
tecidos corados com Picrosirius red que permite essa diferenciacédo, por motivos
técnicos e restricdes de tempo, ainda nao finalizamos as analises.

Nosso estudo confirmou, ainda que em dados anteriores do grupo (Faria
et al., 2005), que as lesdes de pacientes com LM possuem um maior numero de
células inflamatdrias do que lesées com LM. Interessante notar que quanto maior
a quantidade de células, menor a area ocupada pelo colageno (figura 4D).
Novamente aqui, justifica-se a associagdo negativa entre a inflamacdo e a
deposicao de colageno.

Considerando que as lesdes cutaneas causadas por Leishmania
desencadeiam uma reacao inflamatéria (GONZALEZ et al., 2018), células como
macrofagos e linfécitos sdo comumente encontradas no tecido contribuindo com
o controle do parasito, mas também com o aumento da degradacdo da matriz.
Diante disso, tivemos interesse em investigar se a quantidade de macréfagos e
linfocitos presentes possuiam correlagcédo positiva ou negativa com a deposicao
de colageno. Para responder esse questionamento, tomamos os dados obtidos

anteriormente em nosso grupo (FARIA et al., 2005), e realizamos correlagbes
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entre a area ocupada pelo colageno e o numero e a frequéncia das populagoes
celulares.

Nossos dados apontam que nao existe correlacdo entre a area de
deposicao de colageno e essas subpopulagées celulares em pacientes com LTA
(fig. 5). Com essa mesma abordagem, porém analisando as correlagbes nas
formas clinicas LC e LM separadamente, observamos que existe uma correlagéo
positiva entre a frequéncia (%) de células CD8+ e deposi¢ao de colageno em
pacientes com LM. Estes dados sugerem que o recrutamento de células CD8+
esta associado a maior deposicao de colageno. As razdes para esta associagcao
nao foram determinadas neste trabalho e, de fato, trazem um novo
questionamento do papel de células CD8+ na leishmaniose: haveria, dentro da
populacgdo total de células CD8+, alguma subpopulagao produtora de fatores que
induzem a producao de colageno? Huang e colaboradores demonstraram que
células CD8+ produtoras de TGF-beta induzem producao de colageno e fibrose
em linfonodos apés infecgao por HIV (HUANG et al., 2018). Pouco se sabe sobre
a producao de TGF-beta em LTA, especialmente em associacao a cicatrizagcao
de lesbes. Portanto, este assunto merece mais investigagoes para se comprovar
(ou negar) esta hipétese. A analise segregando as formas clinicas foi limitada
uma vez que, o numero de pacientes em que foi feita a avaliagcdo do deposito de
colagenos e a imunofluorescéncia, em cada forma clinica, foi baixo.

Em seguida, decidimos averiguar se havia uma associagdo entre a
frequéncia de células produtoras de citocinas e area de colageno. N&o
observamos nenhuma correlacao estatisticamente significativa como observado
na figura 6. De forma interessante, Faria et al., em 2005 também n&o observaram
diferenca estatistica entre a frequéncia de células TNF-a+ e IL-10+ e as formas
clinicas LC e LM (FARIA et al., 2005).

A deposigao de colagenos esta relacionada com a cicatrizagdo de lesoes
(LEE; KALLURI, 2010) e ainda nesse contexto, é descrito que a granzima A esta
associada a destruicao tecidual (WENSINK et al., 2015). Em 2009, nosso grupo
demonstrou que células CD8+ citotdxicas produzindo granzima A estdo
associadas com o agravamento das les6es dos pacientes com leishmaniose
tegumentar americana (FARIA et al., 2009). Mais recentemente, Koh et al.,
mostraram que a frequéncia de células CD8+ expressando granzima e fazendo

redes de DNA esta associada a forma mucosa (KOH et al., 2020). Ao avaliar se
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existe uma correlacado da frequéncia de células CD8+GrA+ das lesdes com a
deposicao de colageno, observamos que houve correlagao negativa (fig. 6H).

A granzima B é uma enzima proteolitica responsavel por degradar
substratos importantes da MEC, como a fibronectina e laminina (BUZZA et al.,
2005). A producao de fibronectina comumente estad associada a formagao de
colageno tipo lll presente na fase inflamatéria da lesao, logo, a destrui¢do intensa
dessa proteina de ades&o poderia associar-se a menor produgdo de colageno
(TURNER et al., 2019). Dessa forma, justifica-se a correlacao ser negativa, ou
seja, quanto menor a producao de granzima A, maior a area de colageno.

A analise multivariada por PCA permite a identificagdo de componentes
principais (eixos do grafico) e a variancia entre os grupos estudados, e, com isso,
€ possivel observar o quanto os grupos LC e LM se diferem um do outro. Dessa
forma, decidimos fazer as analises levando ou ndo em consideragao a area de
deposicdao de colageno (fig. 11 A e C respectivamente). Nossos resultados
apontam que, quando consideramos a area de colageno total das lesdes dos
pacientes (fig. 11C), existe uma sobreposicao menor dos circulosrepresentativos
de cada forma clinica. Ou seja, a area de colageno presente naslesdes dos
pacientes pode ser um importante parametro para a segregacao dasformas
clinicas, uma vez que, apenas as caracteristicas imunologicas das lesdes, nao
sdo capazes de separar os pacientes entre os grupos estudados (fig.11A). De
maneira similar, 0 mapa de calor em que incluimos a area de colageno na
avaliacao (fig. 11D- setas), apenas trés pacientes LC ndo foram agrupados com
os demais.

Apesar de clinicamente as formas LC e LM serem facilmente distinguidas,
0 mesmo hao ocorre quando avaliamos o infiltrado inflamatério das lesdes. Em
ambas as manifestacdes, parametros como a frequéncia de macroéfagos,
associados a lesdo nao foram distintos (FARIA et al., 2005). Além disso, a
expressao da citocina anti-inflamatoria IL-10 e da inflamatéria TNF n&o foi
diferente em lesdes de LC e LM. Com isso, acredita-se que embora as
manifestagcdes clinicas entre as formas LC e LM sejam diferentes e muitas
diferencas imunologicas existam, elas compartiiham muitos mecanismos
celulares (MAGALHAES et al., 1982). Esse fato justifica o que foi encontrado na
analise de mapa de calor e PCA desse estudo, onde os parametros avaliados

nao foram capazes de diferenciar completamente as formas clinicas estudadas.
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Entretanto, a presenca da area de colageno juntamente com os outros
parametros estudados pode indicar um fator de distingdo na histopatologia da LC
e LM.

Apesar das distintas respostas frente a infec¢do por Leishmania, sabe-se
gue os pacientes sao de Corte de Pedra e foram infectados pela espécie que
transita na regiao, L. (V.) braziliensis, sendo esta responsavel por casos de LC
e LM (SCHRIEFER et al., 2004; GUIMARAES et al., 2009; SILVA et al., 2022).
Portanto, o local onde foi contraida a infeccdo e a espécie causadora ja
contribuem com o aumento de similaridades dos casos clinicos, o que nos leva a
questionar ndo somente o que podemos avaliar para diferir essas manifestacdes
como também o que leva um paciente a desenvolver uma forma branda ou mais
grave da leishmaniose.

Nesse sentido, acreditamos que estudar a deposicao de colageno e a sua
associacdo com a resposta imune tecidual e progressao da doenca seja
importante pois a cicatrizagao da ferida é um critério de cura. Além disso,
mecanismos indutores de producao de colageno podem auxiliar na resolucao
das lesoes, sendo um método promissor para aprimorar a assisténcia em saude

para esses pacientes e aumentar a qualidade de vida.
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6. CONCLUSAO

o A deposicao de colageno nas lesdes dos pacientes com LC foi maior
guando comparada as lesdes dos pacientes com LM;

o A quantidade de células presentes no infiltrado inflamatério das lesées de
pacientes com leishmaniose apresenta correlagdo negativa com a area de

colageno depositado na lesao;

o A frequéncia de celulas Granzima A positivas nas populacéo de células
CD8+ apresentou correlagao negativa com a deposi¢ao de colageno nas lesdes

de pacientes com LTA,;

o A frequéncia de células CD8+ em pacientes com LM apresenta correlagao
positiva com a area total ocupada pelo colageno;

o A andlise PCA apontou que a avaliagdo da area de colageno em
associagao a parametros imunologicos pode ser um parametro promissor para
realizar a estratificagdo das formas clinicas, apontando mecanismos

imunoldgicos distintos.
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