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RESUMO

Introducdo: A leishmaniose cutaneo difusa é uma forma rara da leishmaniose
tegumentar americana associada a infeccdo pela Leishmania (L.) amazonensis no
Brasil. Representando o polo anérgico da Leishmaniose tegumentar americana, mas
explicacbes para a sua resisténcia ao tratamento ainda sdo obscuras. Objetivos:
Investigar o papel da via PD1/PD-L1 na exaustdo celular da leishmaniose cutaneo
difusa causada por Leishmania (L.) amazonensis, através de experimento ex vivo e
in vitro apo6s 48h de estimulo com o antigeno de Leishmania (L.) amazonensis.
Métodos: A definicdo do caso de leishmaniose cutanea difusa foi realizado de
acordo com os critérios clinicos, laboratoriais e histopatolégicos presentes na
literatura e através da identificacdo da espécie de Leishmania responsavel.
Clinicamente o sujeito apresentava placa eritematosa elevada em dorso nasal de
crescimento lento e que surgiu durante viagem a regido Amazbnica, a
imunofluorescéncia indireta e a intradermo reacédo de Montenegro foram negativas, a
cultura e o exame direto da lesé&o foram positivos para Leishmania spp. A reagdo em
cadeia da polimerase ITS1PCR identificou Leishmania (L.) amazonensis. O sangue
periférico do sujeito da pesquisa foi colhido para o experimento 11 meses apés o
inicio do tratamento, quando o mesmo jA ndo apresentava lesdo clinicamente
evidente. A células mononucleares de sangue periférico foram analisadas ex vivo e
in vitro apdés 48 horas de estimulacdo com antigeno soluvel de Leishmania (L.)
amazonensis. As células foram marcadas para proteinas de superficie celular
possivelmente envolvidas na patogénese da leishmaniose cutanea difusa, segundo
estudos anteriores [CD14, CD40, CD44, CD80, ligante da proteina de morte celular
programada 1 (PD-L1), HLA-DR, CD86, CD3, CD4, CD8, CD45R0O, CD45RA, e
CD25], bem como para as moléculas intracelulares interferon gama e granzima B e
para marcadores de morte celular. Foi realizada revisdo narrativa da literatura de
forma a correlacionar os achados do estudo aos ja descritos por outros trabalhos.
Resultados: A analise das moléculas de superficie mostrou expressédo de PD-L1,
um ligante inibitério, nos mondcitos estimulados com o antigeno soluvel de
Leishmania (65% das células), enquanto em mondcitos ndo estimulados (controle
negativo), esta molécula foi expressa em apenas 35% das células. Por outro lado,
observamos uma diminuicdo de linfocitos CD4+IFN-y+ (8.32% versus 1.7%) e de
linfécitos CD8+ IFN-y+ (14% versus 1%), quando comparamos as células
estimuladas com o controle negativo. Um decréscimo relevante na expressado de
granzima B em células T CD8+ apds o estimulo com o antigeno soluvel de
Leishmania também foi observado, estando presente em 31% no controle negativo,
mas somente em 5% no grupo que recebeu o estimulo. A expressdo de moléculas
coestimulatérias CD40 e CD86 foi semelhante entre as células que receberam o
estimulo do SLA e o controle negativo. Concluséo: A ativacdo da via inibitéria PD-
L1 apos a reestimulagdo com o antigeno de Leishmania pode estar relacionada a
expressdo diminuida de IFN-y em linfocitos T CD8+ e CD4+, e de granzima B em
linfécitos T CD8+. A ativagdo desta via inibitoria € uma das hipoteses para explicar a
falta de resposta ao tratamento de paciente com leishmaniose difusa ou LCD.

Palavras chave: Leishmaniose Cutédnea Difusa, Exaustdo celular, PD-L1,

Imunologia.



ABSTRACT

Introduction: Diffuse Cutaneous Leishmaniasis (DCL) is a rare disease form
associated with L. (L.) amazonensis in South America. It represents the “anergic”
pole of American Tegumentary leishmaniasis and the explanation for its resistance to
treatment remains elusive. Objectives: Investigate role of PD-1/PD-L1 pathway in
the cellular exhaustion of diffuse cutaneous leishmaniasis caused by Leishmania (L.)
amazonensis thought an ex-vivo and in vivo experiment after 48hs stimulation with
Leishmania (L.) amazonensis antigen. Objetivos: Investigar o papel da via PD1/PD-
L1 na exaustdo celular da leishmaniose cutaneo difusa causada por Leishmania (L.)
amazonensis através de experimento ex vivo e in vitro apos 48h de estimulo com o
antigeno de Leishmania (L.) amazonensis. Methods: The definition of diffuse
leishmaniasis in the subject was made thought clinical, laboratorial, histopathological
criteria reported in the literature and thought the identification of the responsible
Leishmania species. Clinically the subject presented with a slow growing elevated
erythematous plaque in the dorsum nasi that appeared during a trip to the amazonian
region, indirect immunofluorescence was negative, Montinegro’s skin reaction was
negative, culture and direct examination of the lesion were positive for Leishmania
spp. Polimerase chain reaction ITS1PCR identified Leishmania (L.) Amazonensis.
Subjects periferal blood was colected for the experiment 11 months after treatment
begining, and he no longer presented with clinical evident lesion at this time.
Peripheral blood mononuclear cells were analyzed ex vivo and in vitro after 48h of
stimulation with soluble L. (L.) amazonensis antigen. The cells were labeled for cells
surface proteins possibly involved in the pathogenesis of diffuse leishmaniasis
according to previous studies [CD14, CD40, CD44, CD80, Programed death ligand 1
(PD-L1), HLA-DR, CD86, CD3, CD4, CD8, CD45R0, CD45RA, e CD25] as well as
for intracellular molecules IFN-y and granzyme B and for cell death markers. Their
positivity the markers was evaluated with the use of flow cytometry. The
immunological findings were compared to the existent in the literature though a
narrative review. Results: We observed increased expression of PD-L1, a inhibitory
ligand, in monocytes stimulated with soluble leishmania antigen(in 65% of cells),
when in the unstimulated monocytes(negative controls), it was expressed in only
35% of cells. Conversely, the expression of CD4+IFN-y+ in T lymphocytes (8.32%
versus 1.7%) and CD8+ IFN-y+ in T lymphocytes (14% versus 1%) decreaced when
compared with negative controls. A relevant decrease in the granzyme B expression
in the CD8+T cells after the stimulation with soluble leishmania antigen was also
observed, being present in 31% in the negative controls but in only 5% in the group
that received the stimulus. There was a similar expression of costimulatory molecules
CD40 and CD86 between the cells that received the SLA stimulus and the negative
control. Conclusion: The activation of PD-L1 inhibitory pathway after Leishmania
antigen stimulation could be related to the reduced levels of IFN-y in CD8+ and CD4+
T cells and granzyme B in CD8+ T cells. The activation of this inhibitory pathway is
one of the hypotheses to explain the lack of response to conventional treatment in a
patient with diffuse leishmaniasis.

Keywords: Diffuse cutaneous Leishmaniasis, Cellular exhaustion, PD-L1,
immunology
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CXCL: Ligante de Quimiocina CXC (Do inglés chemokine (C-X-C motif) ligand)
CXCR: Receptor de Quimiocina CXC (Do inglés chemokine (C-X-C maotif) receptor)
DALYs- Anos de Vida Ajustados por Incapacidade (Do inglés- Disability
Adjusted Life Years)

DHT: Hipersensibilidade do Tipo Retardado ( Do inglés- Delayed Type
hypersensitivity)

dsRNA: Acido Ribonucleico de Dupla Hélice

ELISA: Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimética (do inglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay)

FBS: Soro Bovino Fetal (Do inglés: fetal bovine sérum)

Fc: Regiao “Fragmentos Cristalizaveis” ( Do inglés: fragment crystallizable region)
FOXP3: forkhead box P3

GIPLs: Fosfolipidios de Glicoinositol ( Do inglés: Glycoinositolphospholipids)
GP46/M2: Proteina de Promastigota de L. (L.) amazonensis

HLA: Antigeno Leucocitario Humano

HSP: Proteina de Choque Térmico (Do inglés: Heat shock proteins )

ICAM: Molécula de Adesao Intracelular (Do inglés: Intercellular Adhesion Molecule)



IDRM: Intradermoreacéo de Montenegro

IFI: Imunofluorescéncia Indireta

IFN: Interferon Gama

IG : Imunoglobulinas

IL: Interleucina

IL-2r: Receptor de Interleucina 2

iINOS: Oxido Nitrico Sintetase Induzivel

ITS- Espacador Interno Transcrito (Do inglés: Internal transcribed spacer)
JAK: Janus Quinase

LAG3- Gene de Ativacao de Linfocito 3

LB: Linfocitos B

LC: Leishmaniose Cutanea

LCD: Leishmaniose Cutaneo Difusa

LCI: Leishmaniose Cutanea Intermediaria

LDS: Leishmaniose Cutanea Disseminada

LelF: Fator de Iniciagdo Eucariotico de Leishmania 43( do inglés Leishmania
eukaryotic initiation factor 4A)

LFA: Antigeno Associado a Funcéo Linfocitaria ( do inglés Lymphocyte Function-
Associated Antigen-1)

Linfocito Thl: Linfocito T Auxiliar do Tipo 1 (Do inglés T helper
Linfécito Thl: Linfécito T Auxiliar do Tipo 2( T helper 2)

Linfocito Th17: Linfécito T Auxiliar do Tipo 17 (T helper 17)

LM: Leishmaniose Mucosa

LM: Leishmaniose Mucosa

LPG: Lipofosfoglicana

LT: Linfocito T

LTA: Leishmaniose Tegumentar Americana

LV: Leishmaniose Visceral

LVR1: Leishmania Virus 1

MCP-1: Proteina Quimioatractante de Mondcitos 1 ( Do inglés: Monocyte
chemoattractant protein)

MH: Hanseniase

MHC: Complexo Maior de Histocompatibilidade



MIP-1 alfa  Proteina Inflamatdria de Macrofagos 1 Alfa (Do inglés: Macrophage
inflammatory protein 1 alpha)

MRNA: Acido Ribonucleico Mensageiro (Do inglés: messenger RNA
Ribonucleic acid)

NASBA: Amplificacdo Baseada em Sequéncia de Acido Nucleico (do inglés: Nucleic
acid Sequence Based Amplification)

NF-kB: Factor Nuclear Kappa B (do inglés Nuclear factor kappa B)

NK: Exterminadoras Naturais ( do inglés Natural killer)

NMG: Antimoniato de n-metil Glucamina

NNN: McNeal, Novy & Nicolle

OMS: Organiza¢do Mundial da Saude

ON: Oxido Nitrico

PBMC: Células Mononucleares do Sangue Periférico (Do inglés Periferal blood
Mononuclear cells)

PCR Reacdo em Cadeira da Polimerase (Do inglés polymerase chain reaction)

PD-1: Proteina de Morte Programada 1(Do inglés Programmed cell death protein 1)
PD-L: Ligante de Morte Programada (Do inglés Programmed death-ligand)

PHA: Fitohemaglutinina ( Do inglés phytohemagglutinin)

Pl: lodeto de Propidio ( Do inglés propidium iodide)

PKR: Proteina Quinase Dependente do RNA de Dupla Hélice (Do inglés Protein
kinase RNA-activated)

PPD: Derivado Proteico Purificado de Mycobacterium Tuberculosis (Do inglés:
purified protein derivative)

PROM-LC: Promastigotas Vivos Derivados de Pacientes com LC

PROM-LCD: Promastigotas Vivos Derivados de Pacientes com LCD

PWM: Mitogéno de Pokeweed

QT: Quantitativo

RAG2: Gene Ativador da Recombinacdo 2 (Do inglés: Recombination activating
gene 2)

RFLP : Polimorfismos de Comprimento de Fragmentos de Restricdo (Restriction
fragment length polymorphism)

RIMA: Rede Informatica de Medicina Avancada

ROS: Espécies Reativas de Oxigénio



RPMI: Roswell Park Memorial Institute

SFM: Sistema Fagocitico Mononuclear

slL-2: Receptor Soluvel de Interleucina 2

sIL-2R: Receptor Soluvel de IL-2

SLA: Antigenos Solaveis de Leishmania( Do inglés soluble Leishmania antigens)
SLA-LC: Antigeno Soluvel de Leishmania Derivado de Pacientes com LC
SLA-LCD: Antigeno Soluvel de Leishmania Derivado de Pacientes com LCD

SOD1: Superéxido Desmutase

STAT: Transdutores de Sinal e Ativadores das Proteinas de Tanscricdo (Do inglés:
signal transducers and activators of transcription)

TCR: Receptor de Célula T (Do inglés: T Cell Receptor)

TGF: Fator de Transformagé&o do Crescimento (Transforming growth fator)

TIM-3: Molécula Contento Dominios de Mucina e Imunoglobunina de célula T (Do
inglés: T Cell Immunologulin and mucin-domain-containing molecule-3)

TLR: ReceptoresTipo Toll ( Do inglés: toll like receptor)

TNF: Fator de Necrose Tumoral (Do inglés tumor necrosis fator)

Treg: Células T Regulatérias

WT: Alelo Selvagem

Sinbnimos

Leu-1: CD-5
Leu-4: CD-3
Leu-2a: CD-8

Leu-6 e T6: CDla
Leu-11b: CD16

Leu-M3: CD14

Leu-M5: CD11a

LEu3a e LEu3b: CD4+
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1 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO

Evidéncias fosseis de mamiferos e vetores sugerem que a leishmaniose pode
ter se estabelecido durante o periodo Paleoceno (65-31 milh6es de anos atréas)(1).
Em seres humanos a leishmaniose deve estar relacionada a propria origem e
evolucdo do homem na Africa (1, 2). O agente etiolégico da leishmaniose cutanea,
chamada entdo “ferida de Deli”, foi primeiramente descrito como tal em 1903 por
Wrigth(3). No Brasil o agente etiolégico da leishmaniose tegumentar, a época
denominada Ulcera de Bauru, foi quase que simultaneamente identificado por
Lindenberg e por Carini & Paranhos em 1909(4). Entretanto, através de analise e
interpretacdo retrospectivas da doenca; que recebia varios nomes como feridas
bravas, botdo da Bahia, buba-brasiliana, Ulcera de Baur(; Rabello afirma que é
possivel afirmar que existia leishmaniose no Brasil ao menos desde 1827(5).

A ciéncia brasileira teve importancia central na luta contra a leishmaniose
cutdnea desde da descoberta do tartaro emético por Gaspar Vianna em 1911(4). O
estudo da imunologia da leishmaniose também foi revolucionado quando
Montenegro descreveu o0 que chamou de ‘“reacdo cutdnea ao extrato de
Leishmania’(6). Este teste avalia a resposta de hipersensibilidade retardada ao
antigeno de Leishmania e € utilizado até os dias atuais no diagndstico e na pesquisa
desta patologia(7). Segue figura existente no artigo, em que o0 autor descreve a
formacéo de vesicula, apos reacgdo ao extrato de Leishmania(Figura 1).
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Fig. 1.—Vesicle formation skin re_attion to Leishmania extract.

Figura 1 — llustracéo presente no artigo de Montenegro de 1926, no qual o autor
descreve a formacao de vesicula, apds reacdo ao extrato de Leishmania(6).

As primeiras descricdes completas da forma difusa (LCD) da leishmaniose
foram feitas no Brasil em 1945 e nos dois anos seguintes na Venezuela e na
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Bolivia(8). Desde entéo ja é dada importancia a evolucéo crénica e a refratariedade

a terapéutica utilizada naquele momento(8).

1.2 SITUACAO ATUAL

A leishmaniose é um importante problema de saiude de mundial com uma
incidéncia estimada de 0.9 a 1.6 milhdes de casos todos os anos, sendo
aproximadamente 0.2 a 0.4 milhdes de casos da forma visceral (LV) e 0.7 a 1.2
milhdes de casos da Leishmaniose cutanea (LC)(9). A maioria dos casos da LC
ocorrem nos seguintes paises: Afeganistdo; Argélia; Brasil; Colémbia; Republica
Islamica do Iran; Paquistdo; Peru; Arébia Saudita e Republica Arabe da Siria(10). A
leishmaniose cutanea antropondtica é uma preocupacdo no sudeste da Asia. Esta
doenca é caracterizada por grandes surtos em cidades densamente povoadas de
grandes cidades, especialmente em zonas de conflito, campos de refugiados e em
situacdes onde existe grande migracédo populacional(10). A figura 2 mostra o estado
da endemicidade na Leishmaniose cutanea a nivel mundial em 2015, segundo a

Organizacdo Mundial da saude (OMS).
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Status of endemicity of cutaneous leishmaniasis worldwide, 2015

Countries reporting
imported CL cases

Iran - 908 Kuwait - 7

Turkey - 815 Paraguay - 4
Jordan - 187 Venezuela - 4

Iraq - 186 Argentina - 3
France -105 Belarus - 2
Lebanon - 95 Bulgaria - 2

Egypt - 30 Greece - 2
Colombia - 20 Russian Federation - 2
United Kingdom - 15 Czech Republic - 1
Suriname - 12 Mexico - 1
Portugal - 9 Thailand - 1

Qatar -9

Number of new CL cases
reported, 2015

. -5000

B 1000-4999
[ No autochthonous cases reported

I 100-999
" B2 <100 [0 Nodata
Jo [ Not applicable

Figura 2 — Estado da endemididade de Leishmaniose cutanea no mundo em 2015
segundo a OMS-(disponivel em: <https://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/->.
Acesso em: 06 nov. 2018).

Além de sua grande incidéncia, a leishmaniose tem grande impacto na saude
populacional ao nivel global, medido pelo indice de esperanga de vida corrigida pela
incapacidade (DALYs), tendo maior impacto que doencas como hanseniase, dengue
e doenca de Chagas(11). Além da possibilidade de levar a morte tanto na forma
visceral como na forma tegumentar(9, 12), a leishmaniose tegumentar pode evoluir
para a cronicidade e levar a deformidades, principalmente na leishmaniose mucosa
(LM) e na LCD(8, 13, 14).

A complexidade clinica também vem associada a complexidade
epidemiologica, sendo uma mesma espécie pode causar diversas formas clinicas da

doenca, como demonstrado na tabela | (Adaptada de Reithinger e cols.)(15).


https://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/-
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Quadro 1 — Espécies de Leishmania que causam doenca humana - Adaptada de
Reithinger e cols., referéncia(15).

Leishmanias do novo mundo
L. (Viannia) braziliensis LC, LM Zoon6tico América do Sul, partes da

América Central e México

L. (Viannia) LC, LM Zoon6tico norte da América do Sul e sul da
panamensis América Central

L. (Viannia) peruviana LC Zoonético Peru

L. (Viannia) LC Zoonético América do Sul

guyanensis

L. (Viannia) lainsoni LC Zoonético América do Sul

L (Viannia) LC Zoonético norte da América do Sul

colombiensis

L. (Leishmania) LC,LCD Zoondotico Ameérica do Sul

amazonensis

L. (Leishmania) LC,LCD Zoonotico Ameérica do Sul, México e EUA
mexicana

L. (Leishmania) pifanoi  LC Zoondotico Ameérica do Sul

L. (Leishmania) LC Zoonotico norte da América do Sul

venezuelensis
L. (Leishmania) LC Zoonético América do Sul
garnhami

Leishmanias do Velho mundo

L. (Leishmania) LC,LCD Zoonético Etidpia e Quénia

aethiopica

L. (Leishmania) killicki  LC Zoonatico Norte da Africa

L. (Leishmania) major  LC Zoonotico Asia Central, norte da Africa,

Oriente Médio, leste da Africa
L. (Leishmania) tropica LC Antroponético Asia Central, Oriente Médio,

partes do norte da Africa, sudeste

da Asia
L. (Leishmania) LC, LV Antroponotico Africa, Asia Central, sudeste da
donovani Asia
Leishmania do velho e novo mundo
L. (Leishmania) LC, LV Zoonotico Europa, norte da Africa, América

infantum central, América do Sul
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Nas Ameéricas, varias espécies de Leishmania podem causar leishmaniose
tegumentar, tais como: L. (V.) braziliensis; L. (L.) amazonensis; L. (V.) guyanensis; L.
(V.) panamensis; L. (L.) mexicana; e outras(16). Nesta regido, a epidemiologia da
doenca é especialmente complexa com variagfes intra e interespecificas nos ciclos
de transmissao, reservatorios, vetores, manifestacdes clinicas e multiplas espécies
de Leishmania em circulagdo em uma mesma area geografica(10), como pode ser

observado na figura 3 - Adapatado de Aronson e cols.(17).
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Figura 3 — Mapas da distribuicdo geografica da leishmaniose- Fonte - Aronson e
cols. 2017(17).
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A Leishmaniose tegumentar americana (LTA) se encontra entre as grandes
endemias existentes no Brasil e na América Latina(16). Diversos estudos brasileiros
apontam a existéncia da doenca e de seu vetor em todas as regides do Brasil, sendo
a doenca ja registrada em todos os estados brasileiros(18-32). Desde o final do
século passado tem-se observado no Brasil a existéncia de padrées epidemiologicos
de LTA. O padrdo classico com adoecimento principalmente de adultos, homens e
lavradores ao lado de um outro padrdo com o aumento de acometimento de
mulheres, de faixas etarias mais homogéneas, de profissdes nado relacionadas as
atividades de mata e procedentes de regides metropolitanas(33). A figura 4 mostra a
densidade de incidéncia de LTA no Brasil entre 2015 e 2017(34).
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Figura 4 — Casos confirmados de leishmaniose em 2015 - WHO 2017.(Diponivel
em:

<http://www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis_CP_disease_distribution BRA 201
5/en/>. Acesso em: 06 nov. 2018.)- Ref: -(34)

Uma forma rara da doenca, a LCD representa um enorme desafio no campo
da patogénese e da terapéutica(35). As principais espécies associadas com a

doenca no mundo séo a L. (L.) amazonensis; L. (L.) mexicana; L. (L.) pifanoi; e L.


http://www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis_CP_disease_distribution_BRA_2015/en/
http://www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis_CP_disease_distribution_BRA_2015/en/
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(L.) aetiopica(36), sendo que o0 maior numero de casos surge nas Américas(36) e na
Etidpia(37). Entretanto, a LCD tem ocorrido esporadicamente em lugares do mundo
nas quais ela tipicamente ndo ocorre, como: Espanha(38), Sud&o(39, 40),
Senegal(41, 42), Mali(43) e india(44-48).

Nas Américas, as espécies classicamente responsaveis pela LCD sao
amplamente distribuidas ja tendo sido identificadas em paises como Estados
Unidos(49), México(50), Guatemala(51), Belize(52), Republica Dominicana(53), El
Salvador(54), Honduras(52), Costa Rica(52), Panama(51), Guiana Francesa(52),
Venezuela, Colémbia, Equador, Peru(55), Bolivia(51, 56), Paraguai(54) e no
Brasil(57). A LCD, por conseguinte, ja foi descrita na Bolivia(56, 58), Coldmbia(59),
Republica Dominicana(53, 60, 61), Equador(62), Estados Unidos(63), Guiana

Francesa(54), Guatemala(64), Honduras(65), México(50), Nicaragua(66),
Panama(67), Paraguai(54) e Peru(68).
O ciclo de sua principal espécie causadora da doenca no Brasil, a

Leishmania (L.) amazonensis, ocorre em uma ampla regido de florestas primarias e
secundéarias do Brasil, que abrange os estados de Amazonas, Para, Rondbénia,
Tocantins e Maranhdo, bem como em estados das regides Nordeste (Bahia),
Sudeste (Minas Gerais e Sao Paulo), Centro-Oeste (Goias) e Sul (Parand). No
Brasil, a infeccdo pela Leishmania (L.) amazonensis é muito menos frequente que
por outras espécies (aproximadamente 3% dos casos) e isso decorre do seu vetor,
Lutzomyia flaviscutellata, ser pouco antropofilico e com atividade basicamente
noturna(69, 70). Sua importancia clinica deriva justamente da grande proporcéo de
infectados que evolui para LCD(70, 71). Além do mais, esta forma de leishmaniose
tem ampla distribuicdo geografica, ja tendo sido relatada em no minimo 10 estados
brasileiros(Figura 5)(57).

O vetor da Leishmaniose cutanea é o flebétomo, sendo que nas Américas
varias espécies estdo envolvidas, entre elas: Lu. Intermedia; Lu. Gomezi; Lu.
Wellcomei; Lu. Whitmani; Lu. Carrerai; Lu. Yucumensis; Lu. Llanosmartinsi; Lu.
Spinicrassa; Lu. Ovallesi; Lu. Rapidoi; Lu. Gomezi; Lu. Ylephiletor; Lu. Panamensis;
Lu. Umbratilis; Lu. Whitmani; Lu. Anduzei; Lu. Longiflocosa; Lu. Ayacuchensis; Lu.
Peruensis; Lu. Verrucarum; e Lu. Flaviscutellata(72). Existe uma associagao entre a
espécie de Leishmania e o vetor, e, no caso da Leishmania (L.) amazonensis, 0

Lutzomyia flaviscutellata € o vetor associado(73).
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AC
1(2,5%)

Estados com relato dé¢

casos de LCD
ES 1(2,5%)

Legenda:
AC = Acre
AM = Amazonas
PA = Para
AP = Amapa
MA = Maranhio
PE = Pernambuco
BA = Bahia

TO = Tocantins
MT = Mato Grosso
ES = Espirito Santo

Figura 5 — Casos de Leishmaniose difusa relatados até 2005 segundo JML Costa
2009. (Ref: 33)(57)

A Leishmaniose tegumentar americana é uma doenga classicamente
zoonobtica, sendo implicados animais silvestres e o cdo doméstico relatado como
importante (73). No velho mundo, entretanto, a transmissao antropondética da LC

tem sido descrita(74).
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1.3 DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

A pesar de nao existirem critérios homogéneos para o diagnostico, este deve

ser baseado na conjuncao de critérios clinico, epidemioldgicos e laboratoriais(75).

Ultima versdo do Manual do Ministério da Salde, para efeitos de tratamento, j&

admite a confirmacao do caso por critérios clinico epidemioldgicos, quando esta nédo

for possivel por métodos clinico laboratoriais(16). Para a definicho de casos o

mesmo manual coloca os seguintes critérios:

Caso Suspeito

Leishmaniose cutanea: individuo com presenca de lesbes de pele
ulceradas ou ndo com trés semanas ou mais de evolugcdo em paciente
residente ou exposto a area de transmissao.

Leishmaniose mucosa: individuo com presenca de lesdo de mucosa de
vias aéreas superiores, principalmente nasal, em paciente residente ou

exposto a area de transmissao.

Caso Confirmado

Critério clinico-laboratorial de Leishmaniose cutdanea e/ou mucosa: a
confirmacdo dos casos clinicamente suspeitos devera preencher no
minimo um dos seguintes critérios:

Residéncia, procedéncia ou deslocamento em/de/para é&rea com
confirmagdo de transmissdo e encontro do parasito nos exames
parasitolégicos diretos e/ou indireto.

Residéncia, procedéncia ou deslocamento em/de/para area com
confirmagéo de transmissdo e intradermorreacdo de Montenegro (IDRM)
positiva.

Residéncia, procedéncia ou deslocamento em/de/para area com
confirmacédo de transmissdo com outros métodos de diagndstico positivo.
Critério clinico-epidemiolégico de Leishmaniose cutanea e/ou mucosa
Todo caso com suspeita clinica, sem acesso a métodos de diagndstico
laboratorial e com residéncia, procedéncia ou deslocamento em/de/para

area com confirmacao de transmissdo. Nas formas mucosas, considerar a
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presenca de cicatrizes cutaneas como critério complementar para

confirmacéao do diagnadstico.

1.3.1 Apresentagdo clinica

A apresentacdo clinica € variavel podendo resultar em um grande espectro de
doencas clinicas(51). A gravidade e apresentacao clinica da Leishmaniose depende
de muitos fatores, incluindo espécies de Leishmania envolvidas, numero de
parasitos inoculados, local do in6culo e estado nutricional e imunitario do
individuo(51).

Existem algumas divergéncias na literatura quanto a classificacdo das formas
clinicas da Leishmaniose, na ultima edicdo do Manual de Organizacdo Mundial de
Saude, a Leishmaniose cutdnea do novo mundo é dividida em: 1- Leishmaniose
Cuténea Localizada; 2- Leishmaniose Mucocutanea; 3- Leishmaniose Cuténea
Difusa; 4- Leishmaniose Cutanea Disseminada; e 5- Leishmaniose Cutanea
Atipica(76). As formas associadas ao HIV sdo descritas separadamente(73). Uma
forma classicamente descrita no velho mundo € a Leishmaniose Dérmica Pds-
Calazar sendo primariamente causada por Leishmania (L.) donovani(73, 77).
Apresentacdo clinica semelhante tem sido descrita também em pacientes infectados
com Leishmania (L.) infantum com imunodepressdo associada a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida ou apos transplante de 6rgéos(78-80).

Apresentaremos a seguir as formas clinicas de acordo com a classificacdo da
OMS para pacientes imunocompetentes(73).

1.3.1.1 Leishmaniose Cutanea Localizada-(LC)

E a forma mais comum da doenca sendo tipicamente uma Ulcera indolor
localizada em éareas expostas da pele, com formato arredondado ou ovalado, base
eritematosa e com consisténcia firme, apresenta bordas bem delimitadas e elevadas
com fundo avermelhado e granulagbes grosseiras(Figura 6)(16). Em estudo que
incluiu 1.128 pacientes com LC, que foram atendidos em area endémica para

Leishmaniose no Brasil, a area média da lesdo foi de 30mm2 e com evolugéo
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aproximadamente de 30 dias, embora o tamanho da lesédo seja influenciado pelo
tempo de evolucéo(81).

A Linfadenopatia € muito frequente, ocorrendo em 80-100% dos casos(82,
83). Ela pode surgir até 3 meses apos o surgimento da Ulcera e € dolorosa em 59%
dos casos(83). Linfangite, em um quadro semelhante a Esporotricose, também pode
ocorrer(7). O paciente tipico desta forma € do sexo masculino, agricultor e com
uma mediana de 21 anos de idade(81). O teste com o antigeno de Montenegro é
positivo em 83-90% dos casos(84-87).

1.3.1.2 Leshmaniose Cutanea Disseminada- (LDS)

E Causada principalmente pela Leishmania (V.) braziliensis, mas pode
também ser causada pela Leishmania (L.) Amazonensis(88), pela Leishmania (V.)
guyanensis (89) e pela Leishmania (V.) panamensis(90). Caracteriza-se pelo
aparecimento de 10 ou mais lesées em areas ndo continuas do corpo, podendo ser
entre outras papulares, nodulares, acneiformes ou ulceradas(Figura 7) (91, 92).
Sintomas sistémicos como febre, calafrios e astenia sao frequentes, 0 que sugere
uma disseminacao hematogénica(93). A reacdo de Montenegro pode ser positiva ou
negativa(93). Apesar de alguns autores referirem que a intradermoreagdo de
Montenegro (IDRM) ¢é fortemente positiva nesta forma da doenca(94), sua
positividade varia entre 58,8% e 85% em diferentes estudos(92, 95-97) e em um
estudo o diametro da reacéo tendeu a ser menor nesta forma que na forma cutanea
localizada(98). A reagéo intradérmica de Montenegro, entretanto, tende a se tornar
positiva ap0s o tratamento(92), positividade que chega a 100% em algumas séries

de casos(93).
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Figura 6 — Ulcera de bordas elevadas tipica de Leishmaniose- Fonte: Arquivo
pessoal.

Figura 7 — Leishmaniose disseminada em paciente envolvendo tronco e membros.
Fonte- Ref(95)
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1.3.1.3 Leishmaniose Mucosa- (LM)

Corresponde entre 1,4 e 16,5% dos casos de LTA a depender do estudo(55,
99-103). Estima-se que 3 a 5% dos casos de LC desenvolvam lesdo mucosa(104).
No Brasil, a LM é atribuida principalmente a L. (V.) braziliensis, mas j& foram citados
na literatura casos por L. (L.) amazonenses e L. (V.) guyanensis(104). Pacientes
com infeccdo por Leishmania (L.) braziliensis evoluem para a LM com frequéncia
que varia de 0,3 a 16,5%(55, 99-101, 105-107). Ela caracteriza-se por lesdes
destrutivas na mucosa das vias aéreas superiores de lenta progressao(Figura 8)
(104). Os locais mais frequentes de acometimento sdo 0 septo e a mucosa
nasal(108), mas pode localizar-se nos labios, boca, faringe, laringe e até vias
brébnquicas(91, 109-112). Classicamente, nesta forma, a IDRM é positiva em 87-
100% dos casos (85, 113) e estudo mais recente mostrou uma sensibilidade de
93,7% para esta forma da doenca(114). Alguns estudos também demonstraram que
a intensidade da IDRM é maior nos pacientes com LM, quando comparados aqueles
com a LC(115-117).
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Figura 8 — Aspectos clinicos da Leishmaniose mucosa em diferentes fases da
doenca segundo Lessa(108) . (A) LesBes nodulares (setas) sem ulceracdo ao longo
da ponta nasal, conchas nasais inferiores e septo (estagio ). (B) Lesbes granulares
finas, caracterizadas por ulceracfes superficiais observadas nas conchas nasais
inferiores e 0 assoalho da fossa nasal (estagio II). (C) Ulceracbes profundas com
reacao tecidual mais intensa e granulacao tecidual claramente visivel e infiltracdo da
mucosa (estagio lll). (D) O septo nasal cartilaginoso é perfurado (seta) com
granulacao tecidual visivel e infiltracdo da mucosa do septo nasal posterior e
conchas nasais inferiores (estagio 1V, forma ativa). IC: conchas inferiores; S: septo-
Fonte- Ref-(108).

1.3.1.4 Leishmaniose Cutaneo Difusa

Forma rara de Leishmaniose cutédnea que ao longo do tempo tem recebido
diversas denominacdes como: Leishmaniose Tegumentar Mdltipla, com Lesdes
Lepromatoides; Leishmaniose Anégica Hansenoide; Leishmaniose Tegumentar
Generalizada, com Lepromas Leishmaniéticos; Leishmaniose Disseminada de

aspecto Lepromatoso; Leishmaniose Tegumentar simulando Lepra; Leishmaniose
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Cutanea Pseudo-Lepromatosa; Leishmaniose Lepromatosa; Leishmaniose Anergo-
Histiocitbmica Lepromatoide; Leishmaniose Dérmica Nao-Ulcerada, em Noédulos e
Extensas Placas Infiltradas e Pigmentadas; Leishmaniose Americana Anérgica
Disseminada; Leishmaniose Tegumentar Difusa; Leishmaniose Tegumentar
Queloidiana; e Leishmaniose Cutanea Difusa(118).

Nas Ameéricas a LCD é causada pela Leishmania (L.) Amazonensis e
Leishmania (L.) mexicana(94), embora j& tenham sido reportados casos por outras
espécies como: L. (L.) waltoni(53), L. (V.) panamensis(67) e L. (V.) braziliensis(119).
A LCD foi inicialmente definida em 1962 por Convit(120), apds uma série de casos
de Leishmaniose atipica que foram descritos a partir de 1948(56, 121). No trabalho
original as seguintes caracteristicas estdo presentes na LCD que permitentem sua
diferenciagdo com a LC(120):

1. Ela se inicia com papulas discretas que crescem lentamente e se
desenvolvem em ndédulos semelhantes a queloides. Estes nddulos
usualmente formam placas que geralmente séo lisas, firmes e de cor
vermelho amarronzada. Algumas desenvolvem superficie com escama ou
verrucosa. Elas néo ulceram. A doenca pode envolver grandes por¢des do
corpo (Figura 9). As membranas mucosas ndo sédo geralmente envolvidas,
mas quando atacadas as lesdes sdo somente superficialmente infiltradas e
nao existem lesdes de septo nasal. Os 6rgaos internos ndo sdo lesados.

2. A doenca € caracterizada histopatologicamente por granulomas
compostos por grandes macréfagos, que contém leishmanias em grande
namero em seu citoplasma intensamente vacuolizado.

3. O teste intradérmico com o antigeno de Leishmania (Reagdo de
Montenegro) € negativo nos casos iniciais e avangados.

4. Parasitos sdo abundantes em esfregacos realizados de diferentes lesdes.

Usualmente a melhora € pequena e apenas tempordaria com o0 uso de

varias formas de terapia convencional.

Apesar da divergéncia quanto aos critérios para classificacdo de um caso
como de LCD, a caracteriza¢do da leséo clinica como placas e nédulos infiltrados de
crescimentos lento, que podem com o tempo atingir grandes areas da pele, é

constante na literatura(118, 122-124). Em estudo brasileiro retrospectivo que
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analisou 40 casos de LCD as morfologias mais frequentes em ordem decrescente
foram: nodulos em 81%; Placas em 67,6%; tubérculo em 46%; ulceras em 40,6%;
vegetacdo em 19%; e papulas em 19%(57).

A Leishmaniose difusa também pode levar a acometimento mucoso e este
tem frequéncia aproximada entre um terco e metade dos pacientes a depender do
estudo(57, 125, 126). Desde a primeira descricdo por Convit em 1959 tem-se
assumido que a lesdo mucosa na LCD é superficial(125), entretanto, ja foram
descritos casos de perfuracédo de septo nasal(57, 127).

Outra manifestacéo extra cutanea descrita é a lesdo 6ssea(128-130), em um
estudo deformidades Osseas ocorreram em 22,5% dos pacientes, sendo estas
principalmente em extremidades(57). As lesBes 6sseas na LCD s&o caracterizadas
por encurtamento das falanges, principalmente as distais, por uma reducédo do
espaco articular levando a deformidades nas extremidades limitando o movimento
articular e levando a prejuizo nas atividades da vida diaria(128, 131). Em modelo
animal ficou caracterizada a relagéo direta entre a L. (L.) amazonensis e as lesdes
Osseas, na forma de uma osteomielite cronica(132). Estudos radiograficos e
cintilograficos das lesdes 06sseas tem importante papel na identificacdo, localizacéo,
seguimento e abordagem para bidpsia destas lesfes(131).

A LCD caracteristicamente ndo leva a acometimento visceral(133). Por outro
lado, a visceralizagédo ja foi descrita em pacientes com imunossupressao secundaria
a cancer(50), linfopenia(134) e em pacientes HIV positivos(46). Estes pacientes com
condicbes imunossupressoras eventualmente desenvolvem quadros de
Leishmaniose que muitos autores classificam como LCD, apresentando a
combinacéo de lesbes cutaneas néo ulceradas e histopatoléogico compativel com a
entidade(38, 41, 43, 46, 135-137). Entretanto, além da descricdo de acometimento
visceral, em alguns destes casos a LCD esteve associada a espécies de Leishmania
ndo classicamente associadas a esta apresentacdo clinica, como L. (L.) major(43,
134) e L.(L.) infantum(38, 58).

A negatividade da IDRM também & uma constante nos estudos, tipicamente
em 100% dos pacientes(85, 115). Em série de casos em que 30 pacientes foram
submetidos a IDRM, esta foi negativa em 90% dos casos(27 pacientes), houve
alternéncia entre positivo e negativo em 6,6%(2 casos) e o teste foi falso positivo em

um caso(57).
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Figura 9 — Placas, nédulos e papulas ndo ulceradas em paciente com Leishmaniose
difusa. Fonte: Ref(138)

1.3.2 Diagnostico Laboratorial

1.3.2.1 Reagdo intradérmica de Montenegro (IDRM)

Foi primeiramente descrita por Wagener em 1923, sendo introduzida por
Montenegro em 1926 para o diagnéstico de Leishmaniose(6, 139, 140). O teste
consiste na aplicacdo de 0,1ml do antigeno intradermicamente na regido flexora do
antebraco, sendo a leitura feita 48 horas depois, uma enduracdo de 5mm ou mais
considerada positiva(Figura 10) (16, 141). Ela mede a reacéo de hipersensibilidade
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retardada a uma injecdo intradérmica de uma suspencdo de promastigotas
mortos(142). No Brasil, a época de realizacdo do estudo, o antigeno de Montenegro
era produzido pelo Centro de Producgdo e Pesquisa de Imunobiolégicos(CPPI)(143).

O uso da IDRM se baseia no fato de que a fisiopatologia da LC e LM
caracterizam-se por uma resposta imune Th1l com positividade da hipersensibilidade
do tipo retardada, bem como proliferacdo linfocitaria, e producao de IFN-y e TNF-a
apos estimulagdo antigénica(144, 145). Apesar de, na LC causada por Leishmania
(V.) braziliensis, quase a totalidade dos pacientes apresentarem produc¢dao in vitro de
IFN-y (146), testes que procuram avaliar a producdo de IFN-y na Leishmaniose
ainda ndo foram capazes de substituir a IDRM. Teste in vitro de producédo de
interferon gama desenvolvido para ser utilizado em condicbes de campo
(QUANTIFERON) foi positivo em apenas metade dos individuos que tinham
positividade a IDRM(147). De forma semelhante, em outro estudo com contatos
domiciliares de pacientes, 38,9% dos individuos que apresentavam IDRM positiva
nao produziam IFN-y quando estimulados em vitro(148). Este teste, entretanto,
quando associado a IDRM foi Gtil em aumentar a estimativa de individuos expostos a
Leishmania entre contatos de 11,7% para 17% (148).

Por ser consequéncia da relacdo parasito/hospedeiro, a IDRM apresentara
diferencas macro e microestruturais a depender da resposta imune gerada, sendo
que desde sua descricdo a reacdo local ao antigeno ja foram descritos casos em
que se apresentou eritematosa, como papula, vesicula ou pustula(6, 141). Estudo
histopatolégico do local de aplicacdo do antigeno de Montenegro mostraram que
pacientes com LTA apresentam maior quantidade de leucdcitos na reacdo, mas uma
menor proporcdo de linfécitos T que os controles(149). Em estudo semelhante
Guarin e colaboradores mostraram diferencas no infiltrado inflamatorio local entre
individuos higidos que nao tiveram contado com a Leishmania, individuos com lesdo
aguda (evolucdo menor que 1 més), individuos com lesbes crbnicas ( evolucdo
maior que 6 meses) e individuos com infec¢cdo assintomatica(150). Pacientes com
reacdo de Montenegro positiva mais que nao desenvolveram a doenca
apresentaram infiltrado com relacéo positiva entre macréfagos e linfocitos T CD8+, ja
pacientes com infec¢des crénicas mostraram associacao entre células T CD4+ e T

CD8+(150). Em outro estudo, a reacdo no local de aplicacdo do antigeno de
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Montenegro de pacientes com Leishmaniose mucosa tinha menos células de
Langerhans que de pacientes com Leishmaniose cutanea(116).

A IDRM ¢é utilizada principalmente para diagnostico(16). Contudo, a
sensibilidade deste teste é bastante varidvel na literatura. Na maior parte dos
estudos entre 89-98% dos doentes tem o teste positivo(87, 151-154). Entretanto, em
estudo realizado em area de Leishmania (V.) guyanensis e Leishmania (L.)
amazonensis, apenas 77% dos doentes apresentaram positividade na IDRM(155).
Outro fator importante é a duracdo de doenca, sendo que em um estudo o teste foi
positivo em 78% dos pacientes com até duas semanas de doenca, mas em 98% dos
pacientes com mais de quatro semanas(156). Resultados semelhantes foram
obtidos em outro estudo no qual a IDRM teve sensibilidade de 75% para lesdes
agudas e de 93,3% para lesdes crbnicas, a especificidade, entretanto, foi
semelhante entre os grupos(157).

Outra limitacdo do teste € sua positividade em pacientes sadios de areas
endémicas que varia de 6,3% e 17,9% (26, 158-160), sendo que alguns autores
consideram que a maior parte destes pacientes com IDRM positiva e sem evidéncia
de LTA no passado ou no presente, teve uma infeccao subclinica(148, 160, 161).
Existem também estudos que sugerem que o teste poderia, por si s, causar uma
reacao imune suficiente para a positivacdo do teste em uma segunda aplicacdo(162,
163). Em estudos longitudinais em areas endémicas, entretanto, esta positivacdo da
IDRM é mais comumente atribuida a infec¢ao subclinica entre as aplicac6es(160).

Positividade do teste na auséncia de exposi¢cdo a Leishmania € um assunto
ainda controverso. Poderia ser explicada por reacéo cruzada com outras doengas
sendo que estudos antigos mostraram, que alguns pacientes com Pénfigo Foliaceo
ou Tuberculose apresentam IDRM positiva(164), porém posteriormente outro estudo
sugeriu que a IDRM néo se torna positiva em individuos sem exposi¢cédo(165), sendo
negativa em doentes com tuberculose(166). A relagdo com a BCG também é
controversa sendo que estudo com animais mostrou que a vacinacdo com BCG
pode induzir reacdo cutanea ao antigeno de Leishmania(167), mas estudos em
humanos sugeriram, que a vacinacao prévia com o BCG pode inibir a IDRM(168,
169). A doenca de chagas € citada com uma das possiveis causas se reacdes
cruzadas pela literatura(7), mas estudo mostrou que 95,1% dos pacientes com

doenca de chagas tem a IDRM negativa, sendo que o autor sugere que a IDRM
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poderia ser utilizada para discriminar infec¢des por Leishmania ou T. cruzi em areas
nas quais os dois parasitos estdo presentes(170). Em estudo no Rio de Janeiro
grande proporgéo de pacientes com Esporotricose tiveram IDRM positiva sendo que
reacdes cruzadas ou coinfecgbes podem explicar parte dos casos(171). Outra
possibilidade é a ocorréncia de reacfes ao diluente presente no teste(7, 172).

Figura 10 — Intradermoreacéo de Montenegro: apos a aplicagéo intradérmica de um
solucéo contendo preparacao antigénica de formas promastigotas de Leishmania. O
resultado deve ser avaliado dentro de 48 horas, com uma caneta esferografica, é
positivo caso se forme uma papula maior ou igual a 5mm. Fonte- Ref (7)
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Testes soroldgicos

Existem diversos testes sorolégicos para o diagnéstico de Leishmaniose
cutanea entre eles a imunofluorescéncia indireta(lFl), Western blot, aglutinacdo
direta, hemaglutinacédo indireta, teste de difusdo em gel, variagbes do ensaio de
imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) entre outros(7, 173). Entretanto, estes testes
podem ter, em algumas situacles, interpretacdo problematica, principalmente
quando seus titulos encontram-se proximos aos pontos de corte(16).

A imunofluorescéncia indireta (IFI) tem uma sensibilidade que varia de 47-
79%(87, 174-177). O teste, entretanto, tem importante variacdo a depender de
fatores como o antigeno utilizado e da espécie de Leishmania mais importante na
populacdo estudada. Em estudo brasileiro, a sensibilidade deste teste foi de 80,2%
guando utilizado o antigeno de Leishmania (V.) braziliensis e de apenas 54,3%
guando utilizado o antigeno de Leishmania (L.) amazonensis(178). Houve tendéncia
de maior sensibilidade em casos relacionados a Leishmania (V.) braziliensis quando
comparados aos causados por Leishmania (V.) guyanensis em outro estudo(179).
Em estudo do velho mundo, a positividade em pacientes com Leishmaniose cutanea
causada por Leishmania (L.) major foi de apenas 47%(174). Na populacdo de
pacientes com IDRM positiva e lesdo ativa, entretanto, a positividade chega a
90%(180). Uma restricdo do teste € a reacao cruzada principalmente com a doenca
de Chagas e o Calazar, que também ocorrem em areas endémicas para LTA(181,
182), sendo que em estudo epidemiologico a presenca de IFl positiva com IDRM
negativa € atribuida & Doenca de Chagas(183).

E sugerido na literatura que os titulos de anticorpos poderiam ser utilizados
para monitorar o tratamento(184). A negativacdo da IFI foi associada a cura da
lesdo, quando a avaliacdo foi realizada em periodo de até 120 dias apds o
tratamento, e pacientes que continuam a apresentar titulos de anticorpos estao sob
risco de evoluir para doenca cronica e reaparecimento de lesdes cutaneas e/ou
mucosas(177). Isso é reforcado por diferentes estudos que mostraram diminuicao
dos titulos de anticorpos e a negativacdo da IFI em grande proporcdo dos pacientes
ao longo do tempo(176, 177, 185). Outras técnicas baseadas na resposta humoral a

Leishmania também estdo em estudo. Uma técnica promissora utiliza a citometria de
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fluxo para a deteccdo de anticorpos contra as formas amastigotas de Leishmania
(V.) brasiliensis(186).

O ELISA teve desempenho semelhante a IFI em um estudo sendo positivo em
88,9% dos doentes quando utilizado o antigeno de Leishmania (V.) braziliensis
(178). Em outro estudo realizado no Parana-Brasil o teste teve alta acuracia com
sensibilidade de 93% e especificidade de 94,8%(187). O Imunoblot mostrou-se um
método de grande sensibilidade (96,6%) e possibilita a identificacdo e exclusdo de
proteinas responsaveis por reacdes cruzadas(178). Por sua vez o Western Blot € um
teste promissor com sensibilidade de 100% em estudo preliminar. Entretanto, este é
um teste caro e que demanda estrutura laboratorial mais robusta(7, 174).

A aglutinacao direta, por outro lado, é um teste simples de ser realizado e de
baixo custo(188). Este teve sensibilidade de 90,5% e especificidade de 91,8% em
area endémica para Leishmaniose causada por Leishmania (L.) aetiopica com a
utilizacdo de antigeno homologo(188). Além disso, neste estudo, todos os 4
pacientes com LCD foram sororeagentes, e com titulos muito altos (em média
=28192)(188). O autor discute que de forma semelhante a Leishmaniose visceral, a
LCD caracteriza-se por altos titulos de anticorpos(188). Altos titulos de anticorpos
também foram encontrados pelo mesmo método em pacientes estudados por
Mengistu(189, 190).

Exame direto

Existem variagBes na técnica, sendo que pelo Manual do Ministério da Saude
sdo opcdes para a coleta do material para o exame direto as seguintes:
escarificacdo do bordo da leséo; biopsia com impressao do fragmento cutaneo em
lamina por aposicdo e puncdo aspirativa(16). Ainda existe, entretanto, muita
discussdo na literatura de qual o método traria maior acuracia ao exame(7). A
puncao aspirativa se mostrou mais sensivel que a raspagem da lesdo em um estudo
iraniano(191). Um novo meétodo utilizando uma broca dentaria foi semelhante a
puncao aspirativa e melhor que os demais métodos testados em outro estudo(192).
Quando ao local de coleta de amostra, o centro da lesao foi mais sensivel que da

periferia(193). Em estudo brasileiro o esfregaco por pressao de fragmento de tecido
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da borda da leséo teve sensibilidade de 85,3% na LC, sendo um método simples e
de baixo custo(Figura 11)(194).

Figura 11 — A e B- Coleta do esfregaco por presséo de fragmento de leséo de
acordo com Sousa e col. C- Esfregaco obtido por este método mostrando duas
formas amastigotas de Leishmania spp(setas longas), com nucleos (setas curtas) e
cinetoplastos (ponta de seta); 4- Formas amastigotas em cortes histologicos (setas
longas), com nucleos (seta curta) em uma observa-se cinetoplasto(ponta de seta).

Em lesGes mucosas, dependendo do local acometido, a coleta pode ser feita
com raspagem com uso de bisturi, escova de citologia e lavagem(195). Apés a
coleta de 1 a 3 laminas o material sera fixado com metanol e observado em
microscopio 6tico com a utilizacdo de coloragcbes como Giemsa, Leishman ou
corantes rapidos(16).

A sensibilidade do teste de acordo com diferentes estudos esta entre 48%-
89% a depender a populacdo estudada e da técnica utlizada(87, 191, 196). O
desempenho do teste, entretanto, tende a variar bastante com a forma e tempo de
evolucdo da doenca sendo pior nas formas cronicas hiperérgicas(7). Apesar de ser
uma forma crénica, na LCD o exame direito tende a ser positivo(188). Exames
parasitologicos (cultura/esfregago) foram capazes de identificar 100% com esta

forma em um estudo(188).
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Cultura

O Ministério da Saude na ultima edicdo de seu Manual coloca que podem ser
realizadas culturas em meios de cultivo e através da inoculagdo em animais, sendo
esta ultima forma pouco utilizada(16). No mesmo Manual esta preconizado o cultivo
com coleta a partir de biopsia ou com tubo selado a vacuo com o meio de cultura.
Os meios preconizados sao Neal, Novy e Nicolle (NNN) ou “Liver Infusion Triptose”
(LIT)(16). Existem, entretanto, diversas variacdes nas técnicas de coleta e de
cultivo(7).

A sensibilidade do método varia entre 37% a 67,5% utilizando os métodos de
coleta e cultivo tradicionais (87, 197-199). Estudo com microcultura em meio RPMI
(Roswell Park Memorial Institute) 1.640 contendo 20% de Soro Bovino Fetal (FBS)
mostrou que este teve uma sensibilidade de 84,7% e ja o meio convencional NNN
teve sensibilidade de 59,3%(198). A cultura do fragmento de bidpsia também tendeu
a ter menor positividade que a cultura do aspirado(200). Em outro estudo que
incluiu pacientes com linfadenopatia, a aspiracédo linfonodal foi positiva em 58,6%
dos doentes, ja a aspiracdo da lesao foi positiva em apenas 34,5%, e a combinacao
dos dois métodos, entretanto, chegou a uma sensibilidade de 79,3%(82). Na LCD a
cultura tem alta positividade, sendo que em estudo retrospectivo em pacientes

brasileiros ela foi positiva em 100% dos casos(57).

Técnicas moleculares

Técnicas de biologia molecular sdo promissoras, mas ndo sao disponiveis na
grande maioria dos centros de referéncia(7). A técnica mais conhecida é a reacao
em cadeia da polimerase(PCR), entretanto, existem variacdes na coleta e realizacao
do exame. A coleta pode ser feita, por exemplo, a partir de diversos materiais
biologicos: fragmento da lesdo, fragmento da lesdo apds cultura, imprints de
fragmento de lesdo, material colhido raspagem da leséo, de laminas utilizadas para
exame direto, de papel filtro e de blocos de parafina(199, 201-204). Além de
variacdo na técnica utilizada também existe variacdo nos iniciadores utilizados

durante a amplificacdo do material genético do parasito(205).
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Apesar da variacdo, a sensibilidade dos melhores métodos é alta estando
entre 90% e 100% para a LC(7, 199, 202). Para a LM, a revisao sistematica mostrou
grande variabilidade entre os estudos com sensibilidade variando de 35% a 100%,
sendo que, a metandlise com combinagdo dos estudos mostrou sensibilidade de
76% para esta forma de doenca(206).

Outro método de biologia molecular em estudo € o NASBA (Nucleic Acid
Sequence Based Amplification). Em estudo preliminar esta técnica demonstrou
sensibilidade de 97,5% em fragmentos de bidpsia de casos de LC(207). A grande
vantagem do método é que ele detecta fragmentos de RNA podendo ser
potencialmente relacionada a viabilidade do patdogeno(207). O método tem, portanto,
potencial aplicacdo na avaliacdo de resposta ao tratamento. Nesta linha, estudo
utilizando o método de maneira quantitativa, mostrou que um QT-NASBA positivo
apos 6 semanas de tratamento esteve relacionado a falha de tratamento/atraso no

tratamento ao final de 6 meses(208).

Histopatologia

Na LTA causada por L. (L.) brasiliensis, classicamente descreve cinco
padrées histopatoldgicos, assim como definido por Magalhdes e colaboradores,
estes sdo: |- Reacdo exsudativa celular; II- Reacdo exsudativa e necrotica; IlI-
Reacdo exsudativa e necrftica granulomatosa; IV- reacdo exsudativa e
granulomatosa e V- Reacdo exsudativa e tuberculoide(209)(Tabela 2). Outro estudo
no velho mundo classificou os casos de forma cutanea em quatro tipos: Tipo 1 (45%
dos casos)- Com predominadncia de macrofagos e presenca de alguns
polimofonucleares e linfécitos, estando presente quantidade consideravel de
amastigotas; Tipo 2 (27,5%)- Mistura de macréfagos, polimorfonucleares e
plasmacitos associado a necrose; Tipo 3 (15%)- Formacéao inicial de granuloma com
células epiteliais, linfocitos e alguns plasmacitos; Tipo 4 (5%)- granuloma epitelioide
bem formado na derme com células gigantes tipo Langerhans, linfocitos e células
epitelioides(210). A forma disseminada da doencga tende a apresentar 0 mesmo
padrao histopatolégico da LC, entretanto, o parasito circulante parece ter preferéncia
pelo foliculo piloso o que faz com que habitualmente exista um infiltrado perifolicular

nesta forma da doenca(93).
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Quadro 2 — Padrdes histopatologicos da Leishmaniose tegumentar.

I Reacao Infiltrado histiolinfoplasmocitario com propor¢des
exsudativa celular celulares que tendem a equivaléncia
I Reacao Necrose tissular de amplitude e forma variaveis,

exsudativa e associada a vasculite aguda, no seio do infiltrado

necrética linfohistioplasmocitério
1] Reacao Reacao granulomatosa desorganizada nas
exsudativa e proximidades da area de necrose tissular, com
necrético vasculite aguda menos frequente, no seio do

granulomatosa infiltrado linfohistioplasmocitario
\Y Reacao Reacado granulomatosa desorganizada isolada no
exsudativa e seio do infiltrado linfohistioplasmocitario
granulomatosa
\% Reacao Reacao granulomatosa epitelioide organizada no seio
exsudativa e do infiltrado linfohistioplasmocitario

tuberculoide
Adaptado de Magalh&es 1986(209).

Entretanto, os achados histopatolégicos tendem a ser algo diferentes a
depender a forma de Leishmaniose. Sangueza prop0de classificacdo histopatologica
da Leishmaniose tegumentar em primaria (cutdnea) e secundaria (mucocutanea).
Segundo esta classificagdo a forma mucocutanea poderia ser dividida em: 1- forma
edematosa; 2- forma granulomatosa proliferativa; e 3- forma granulomatosa
necrotizante(211, 212). Na forma edematosa inicial existe atrofia epitelial, com
infiltrado inflamatoério superficial e profundo de linfocitos, plasmaocitos e macrofagos
sendo possivel observar poucos microrganismos dentro dos macrofagos. Segue-se
entdo uma fase granulomatosa proliferativa com o surgimento de hiperplasia
pseudoepiteliomatosa e granulomas epitelioides, que agora acompanham o infiltrado
misto. Na fase final associa-se necrose do colageno caracterizando o padrao
granulomatoso proliferativo(211, 213). Choi e colaboradores procuraram sintetizar os
diferentes padrdes histologico encontrados em cada forma da doenca(Tabela 3
)(214).
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Quadro 3 — Achados Histopatologicos segundo a forma clinica. Adaptados de Choi
e cols 2002(214).

LC

LCD

LR

PKDL

LM

LV

Hiperqueratose,
paraqueratose, plugs
foliculares necrose,
Degeneracdo de células
basais, raros parasitas
nas células epidérmicas

Auséncia de necrose

Atrofia, plugs foliculares,
hiperqueratose e
paraqueratose, Auséncia
de necrose

NUmero diminuido de
granulos de pigmento
nas méculas
hipopigmentadas

Atrofia e necrose

Melanina aumentada na
camada basal, atividade
megaloblastica

aumentada

Linfécitos + histidcitos,
plasmdcitos
ocasionais, raros

eosinofilos e neutréfilos

Macréfagos cheios de
formas amastigotas
predominam,  muitos
organismos livres,
minima reacgéo celular
Células de gigantes de
Langhan, Granulomas
constituidos de células
epitelioides
Semelhante a LR mais
fibroso

com tecido

perivascular

Plasmécitos
abundantes, apesar de

pouca infiltragao.

Leishmania em
macrofagos ao redor
de glandulas
sudoriparas, foliculos
pilosos e vasos
sanguineos.

Abundantes em
lesdes iniciais,
poucos ou ausentes

em tardias

Abundantes

Poucos ou ausentes

Poucos ou ausentes

Poucos ou ausentes

Podem estar
presentes na pele,
linfonodos, baco,
medula oO6ssea e

sangue (raramente)

Difuso

Difuso

Granulomas
bem

organizados
Granulomas
bem

organizados

Difuso

Difuso

LC: Leishmaniose cutanea localizada, LCD: Leishmaniose cutaneo difusa; LR: Leishmaniose

recidiva cutis, PKDL: Leishmaniose Dérmica poOs-calazar; LM: Leishmaniose mucosa; LV:

Leishmaniose visceral.

Os padrbes histologicos da LTA também foram avaliados por um grupo

brasileiro(215), que depois foi modificado para se aplicar tanto ao novo como ao
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velho mundo(216). Este autor classificava a resposta inflamatéria como celular (C),
fibrinoide (F) ou mista (M) sendo esta associada ao grau de resposta histologica da
seguinte forma: |- Nao-reativa, 2- reativa, 3- Infiltrativa, 4- Tuberculoide e 5-
Hipersensitiva. Posteriormente, Ridley propés modificacdo desta classificagdo sendo
os padrdes histopatoldgicos divididos em seis: A- Resposta macrofagica intacta; B-
Necrose difusa; C- Necrose focal; D- Tuberculoide reativo e E- Lupoide. Além disso,
€ analisada a resposta dos macréfagos, estd podendo ser: A- macrofagica anérgica,
B-Intermediaria e C- Tuberculoide(217). Segundo Hassan e colaboradores, o padrao
histol6gico A é semelhante ao encontrado na LCD (descrito a seguir) e pode ser
encontrado na LC causada por L. (L.) Tropica e por L. (L.) Major, mas geralmente
este padrédo € transitorio na doenca causada por estas espécies e além disso as
manifestacdes e o curso clinicos séo diferentes do que ocorre na LCD(218).

Na LCD é descrito o padrdo macrofagico(219), que nos casos avaliados
Ridley inicialmente seriam classificados como Celular ndo responsivo-Cl. No Brasil,
Brito a classificou como “Leishmaniose Anérgica Hansenioide” em um padrédo
distinto das outras formas de LTA. Este padrdo € assim descrito pelo autor
“Substituicdo das estruturas dérmicas por densa proliferacdo histiocitaria, com
histiocitos exibindo acentuada vacuolizacdo e repletos de parasitos. As classicas
imagens em “clareiras” e, ainda, aspectos em “anel de degrau” dos elementos
histiocitarios parasitados séo claramente observados. Células Plasmaticas sempre
abundantes, havendo &reas francamente sifiloides. O infiltrado ora toca a epiderme
ora esta separado por uma facha “Grenz” de espessura variavel. Linfécitos sdo, em
geral, pouco frequentes exceto em um dos casos em que a célula apresenta-se em
namero apreciavel na derme profunda(220).

De acordo com Bittiencourt o padrdo macrofagico presente na LCD € descrito
como o achado mondétono de macréfagos abarrotados por Leishmanias podendo
estar associado a uma faixa de tecido néo infiltrado, logo abaixo da epiderme (Faixa
de Unna)(221). Segundo a mesma referéncia é frequente o achado de atrofia
epidérmica e a presenca de faixa de tecido conjuntivo néo infiltrado (faixa de Unna)
logo abaixo a epiderme. Os macréfagos vacuolados diminuem a medida que se
aproximam dos planos profundos da pele, embora permanecam parasitados(221).

Com relacao a infiltracdo linfocitaria, na LCD ela é geralmente minima(222),

podendo se tornar discreta a moderada na profundidade da lesdo, segundo
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Bittencourt. (Figura 12)(221). Nao sdo encontradas, entretanto, células gigantes
multinucleadas e nem células epitelioides(221) nesta forma da doenca.

Barral e colaboradores descreveram trés casos de LTA por eles descritos
como LCD subpolar que seriam diferenciados da LCD polar por apresentarem
necrose citolitica e reducdo do niamero de parasitas intracelulares(Figura 13)(122).
De acordo com estes autores a intensidade do infiltrado linfoplasmocitario, a
presenca de faixa de Unna, a presenca de eosinodfilos e a acantose néo
apresentavam distribuicdo espectral(122). Posteriormente, uma das autoras do
mesmo grupo passou a descrever o padrdao de LCD dimorfa, que se diferenciaria
histopatolégicamente da forma subpolar por apresentar reacdo granulomatosa,
definida, como a presenca de granulomas epitelioides ou células gigantes
multinucleadas(221). O padréo histologico da LC causada por L. (L.) amazonensis
com IDRM negativa pode ser semelhante ao encontrado na LCD, sendo a Unica
diferenca microscopica observada a presenca de necrose macica dos macréfagos
parasitados(223).

Entretanto, segundo Bittencourt é sempre importante correlacionar o0s
achados histopatoldgicos com os achados clinicos e imunoldgicos, para diferenciar

as formas polar, subpolar e dimorfa da LCD(221).

Figura 12 — Caso de LCD polar segundo Bittercourt- A: Atrofia epidérmica, Faixa de
Unna e difusa Infiltracdo de macrofagos vacuolados e parasitados. Profundamente a
discreto infiltrado mononuclear (HE, aumento original 100); B- LCD Polar. Epiderme

com acantose invadida por macrofagos parasitados. Ha destruicdo da camada basal
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da epiderme e aspecto macrofagico na derme (HE, Aumento original 125). Fonte:
Bittencourt(221).

Figura 13 — Caso de LCD subpolar segundo Bittercourt- A- Presenca de varios
eosindfilos (HE, Aumento original 125); Presenca de multiplas areas de necrose
citolitica (HE, Aumento original 250). Fonte- Bittencourt(221).

1.4 IMUNOPATOLOGIA DA LEISHMANIOSE

Os linfécitos T tem papel central em orquestrar a resposta imune de
mamiferos(224). A compreensdo de como esta resposta se processa, entretanto,
sofreu grandes transformacfes ao longo do tempo(224). Até a década de 1970
predominava o conceito que as células T poderiam ser divididas segundo seus
marcadores de superficie(224). Entretanto, a partir de 1973 varios trabalhos
mostraram que existiria uma relacdo inversa entre a resposta imune humoral,
representada pela producéo de anticorpos; e a celular, representada principalmente
pela reacdo de hipersensibilidade retardada(224, 225). Posteriormente, estas
respostas foram associadas a diferentes tipos de linfécitos T baseado no padrdo de
producdo de citocinas e sendo estas diferentes respostas chamadas de Thl e
Th2(224, 226, 227).

De acordo este paradigma classico, na Leishmaniose cutanea o
desenvolvimento de doencga estaria ligado a resposta imune Th2 e a cura a resposta
Th1(228), embora esta relacdo nunca fosse tdo estabelecida como no caso da
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Leishmaniose visceral(229). Neste contexto, formas de dificil tratamento como a
LCD, eram atribuidas a uma resposta imune Th2 com grande producéo de IL-4, IL-5
e IL-10(230). A imunopatologia da LTA, entretanto, € bastante complexa, e formas
severas causadas por espécies do subgénero Viannia sdo caracterizadas por um
quadro de hiperimunidade mista Th1/Th2 (231, 232).

A Leishmaniose mucosa, por exemplo, é caracterizada por uma alta producao
de interferon gama(lFN-y) e fator de necrose tumoral Alfa (TNF-a), mas também de
IL-4 e IL-5(144, 233). Analise por citometria de fluxo comparando pacientes com LC
e LM mostrou, que células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de
pacientes que desenvolveram a forma mucosa expressam mais frequentemente
receptores para IL-2 e para IFN-y. Analise por imuno-histoquimica de fragmentos de
lesbes mostrou, que apesar de existir diminuicdo de TNF-a, IFN-y e IL-4 apos o
tratamento(234), a persisténcia de TNF-a em lesfes cicatrizadas pode indicar que
um pano de fundo inflamatdrio persiste, o que poderia oferecer um substrato para a
recorréncia da Leishmaniose mucosa(235). Uma implicacdo importante achada esta
no fato de que a pentoxifilina, um potente inibidor do TNF-a, é eficaz como
coadjuvante no tratamento da LM e reduziu os niveis de TNF-a na mucosa apds o
tratamento(236).

A imunopatogénese da LDS também tem disso alvo de investigacdo. Estudo
mostrou, que apos estimulo com o antigeno de Leishmania existiia uma menor
producdo de IFN-y e TNF-a por PBMC de pacientes com esta forma da doenca,
guando comparados com pacientes com LC(91, 237). A resposta imune tissular foi
estudada por imuno-histoquimica com marcadores para CCL2, CCL3, CCL11,
CXCL10, IFN-y, TNF-a, IL-10 e TGF-B e ndo se mostrou diferente entre os
pacientes com a LDS e aqueles com a LC(95). Foi, entretanto, observada diferenca
na resposta sistémica, sendo que PBMC de pacientes com a forma disseminada
produziam mais CXCL9 quando estimuladas com o antigeno de Leishmania(92, 95).
A CXCL9 é uma quimiocina induzida pelo IFN-y que esta associada ao recrutamento
e proliferacao de linfocitos T(92). O autor explica os achados argumentando, que a
CXCL9 estaria recrutando células pré-inflamatoérias local da lesdo causando entdo
dano tecidual(95).

Das formas de Leishmaniose tegumentar, a que apresenta de maneira mais

distinta do ponto de vista imunopatologico é a Leishmaniose difusa. A resposta
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imune celular esta afetada, com negatividade da intradermoreacdo de Montenegro,
ao contrario do que ocorre nas outras formas onde é positiva(88). Utilizando-se o
paradigma classico, o IFN-y, classica citocina Thl est4 diminuido durante a fase
ativa da doenga, enquanto citocinas Th2, como IL-2, IL-4 e IL-10, estdo
aumentadas(88). Entretanto, os mecanismos que levam a esta disfuncdo da
resposta imune celular na Leishmaniose difusa ainda sdo pouco compreendidos.

A pesar do avanco no entendimento da importancia das alteracdes imunes
efetoras e reguladoras, quando a doenca esta plenamente desenvolvida, pouco se
sabe quais sdo as causas basicas destas alteracdes, o estudo da resposta imune
inata tem-se mostrado promissor neste aspecto. Estudo com camundongos mostrou
que Leishmanias infectados com Leishmania virus-1 (LRV1) séo reconhecidos pelo
receptor Toll-like 3 (TLR3) do hospedeiro induzindo a produgédo de citocinas e
qguimiocinas pré-inflamatérias com aumento de leséo clinica e, paradoxalmente, de
carga parasitaria(238). O dsRNA do LRV1 de liga especificamente ao TLR3 com
producéo de IFN-B no inicio da infeccdo modulando a reposta imune inicial de uma
forma que favorece a sobrevivéncia parasitaria(239). A importancia do IFN-B na
patogénese do LRV1 associado a Leishmaniose também foi sugerida em outro
estudo(240).

Desta forma tem ganhado evidéncia no entendimento da fisiopatogénese da
Leishmaniose outros sinais, que ndo somente a avaliacdo através do paradigma
classico Th1l/Th2. Estes levam em conta tanto outros fenétipos de LT como o0s
linfécitos T regulatérios e Thl7, como também o papel dos macréfagos e de
diferentes vias co-estimulatérias/co-inibitérias como sera explicado a frente. Neste
aspecto recente, a revisao da literatura apresenta o balanco de sinais regulatérios
versus inflamatorios provenientes de macrofagos como importantes na patogénese

das diferentes formas da doenga(Figura 14 )(241).
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REGULATORY MACROPHAGE SIGNALS INFLAMMATORY MACROPHAGE SIGNALS
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Figura 14 — Papel dos macrofagos nos diferentes estados patogénicos durante a
infeccdo por Leishmania. Os macréfagos humanos parasitados por Leishmania spp.
sao sujeitos a regulagao por citocinas presentes na pele e no local da infeccéo.
Citocinas inflamatorias do tipo 1, IFN-y e TNF-a, podem sinergicamente induzir a
producéo de espécies reativas de oxigénio por macrofagos, levando a inibicdo da
replicacdo de Leishmania dentro do fagolisossomo. LT Th17 estdo aumentados no
infiltrado inflamatdrio da LM. Mediadores quimioatativos (IL-8, MCP-1, CXCL9 e
CXCL10) e mediadores associados com a ativacao classica (Tipo 1) de macrofagos
(INOS, IL-1p) tem sido descritos em les@es inflamatorias de LC. No ambiente
imunorregulatério (a esquerda), existem baixos niveis de citocinas tipo 1 e auséncia
de efetores microbicidas. Mediadores derivados de LT ou de macrofagos incluindo
citocinas do tipo 1, IL10 e TGF- antagonizam os efeitos de IFN-y e TNF e podem
resultar em proliferacéo parasitaria. Receptores inibitérios em células CD8+ e CD4+
(PD-1, CTLA-4, LAG3) e seus contra ligantes (CD80, CD86, CD-L1) sdo associados
a exaustdo de LT. IFN-y: interferon gama, TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa; IL-
10: interleucina 10, TGF-B: Fator de transformacao do crescimento beta; ROS:
Espécies reativas de oxigénio; ACDL: Leishmaniose cutaneo difusa; PKDL.:
Leishmaniose dérmica pos calazar; LCL: Lesihmaniose cutaneo localizada; LR:
Leishmaniose residivans cutis; DL: Leishmaniose disseminada; MCL: Leishmaniose
mucocutanea; DHT: Hipersensibilidade retardada do tipo 1; Th: Células T auxiliares;
MCP: Proteina quimiotatica de mondcitos; CXCL: ligante e quimiocina CXC; CTLA-
4- Antigéno 4 do linfocito T citotoxico; PD-1: proteina de morte programada 1; LAG3-
gene de ativacao de linfocito 3; PD-L1- Ligante 1 de morte programada. Adaptado
de Scorza e cols. 2017(241).
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1.5 COESTIMULACAO E COINIBICAO E A VIA PD-1/PD-L1

O conceito de coestimulacao surgiu a partir do modelo de dois sinais para a
ativacdo de linfocitos T virgens, e foi inicialmente pensado para explicar a
diferenciac@o entre antigenos proprios e ndo proprios(242). Neste modelo, a célula
apresentadora de antigeno (APC) entregaria dois sinais ao linfécito T (Figura 15). O
primeiro sinal seria a ligacdo do complexo MHC+antigeno que se ligaria ao receptor
de célula T (TCR) e o segundo seria um sinal coestimulatério entregue pelas APCs a
algum receptor presente nas células T(243). Caso somente o primeiro sinal fosse
recebido, a célula T ou se tornaria apoptética ou anérgica sendo incapaz de
proliferar ou produzir IL-2 a estimulos posteriores com o mesmo antigeno(244, 245).
Posteriormente foram também descobertos sinais coinibitérios que seriam
fisiologicamente importantes e que sua auséncia provocava sindromes autoimunes

em modelos animais(246-249).
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Figura 15 — Modelo de ativacao de célula T. A ligacdo do sinal um apenas resulta
em inativacao, enquanto a ativagéo requer tanto o sinal 1 como o sinal 2. Adaptado
de Bretcher e cols.(243).
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O modelo mais bem estudado de co-inibigcdo/co-estimulacdo € o que envolve
CTLA-4 e CD28 nos linfocitos T e CD80 e CD86 nas APC (Figura 16)(245). Durante
a apresentacdo de antigenos o sinal coestimulatorio é dado pelo CD80 ou CD86
expresso pelas APCs. Caso ocorra ligacdo destas moléculas com o CD28 expresso
na superficie de linfécitos T tanto virgens como ativados ocorrera entdo um sinal
coestimulatorio positivo e com proliferacdo e sobrevivéncia linfocitaria. Por outro
lado, se ocorrer ligacdo com o CTLA4 presente na superficie de linfécitos ativados,
ocorrera inibicdo da resposta imunitaria (Figura 17) (250). Enquanto a expresséo de
CD28 constitucional nas células T, a expressao de CTLA4 é transitéria, sendo esta

molécula rapidamente internalizada(251).

Professional
APC

Activated
T Cell

Figura 16 — Modelo simplificado da coestimulacdo mediada pela via
B7:CD28/CTLA-4. Para completa ativacdo, os LT requerem pelo menos dois sinais
da célula apresentadora de antigenos (APC). O sinal 1 e antigeno especifico e é
enviado LT por meio do receptor de célula T (TcR) pela ligacdo deste ao complexo
antigeno + MHC II. O sinal co-estimulatorio, ou sinal 2, € enviado principalmente por
B7-1(CD80) e B7-2(CD86) na célula apresentadora de antigeno e é essencial para a
proliferacéo de LT, para a producao de linfocinas e para a sobrevivéncia celular.
Ligacdo do CD28, expresso em células T virgens e T ativadas aos CD80 ou CD86
nas células apresentadoras de antigenos (APC) resulta em sinal co-estimulatério
positivo. Em contraste, a ligacdo ao CTLA-4, expresso em células T ativadas, pelas
mesmas moléculas resulta em resposta negativa ou coinibitéria. Adaptado de
Karandikar 1998(250).



56

CD80/86 MHC CD80/86

CTLA-4

Apoptosis Proliferation Cell-cycle arrest
Anergy Differentiation
Effector function

Figura 17 — Destino do LT apés diferentes estimulos do TCL- Reconhecimento
simultaneo do complexo MHC-peptideo pelo receptor de célula TCR e B7-1(CD80)
ou B7-2(CD86) pelo receptor co-estimulatorio CD28 resulta na ativacdo de célula T.
Na auséncia da ligacao de CD28, o LT se torna apoptotico ou fica anérgico. Apés a
ativacdo do LT e aumento da expressédo de CTLA-4 (ou CD152), coligacdo TCR e
CTLA-4 resulta em parada do ciclo celular e fim da ativacao do LT. Adaptado de
Alegre 2001(245).

Posterirormente, foi descoberto um novo receptor inibitério presente na
superficie das células T, o PD-1, sendo que ele e seus ligantes (PD-L) também
classificados na superfamilia B7-CD28 (Figura 18)(252). Inicialmente a PD-1 foi
incriminada como possivel causa de apoptose(253). Contudo, posteriormente se
demonstrou que a expressdo de PD-1 ndo era requerida na via comum de
apoptose(254) e que sua auséncia em diferentes modelos animais foi associada
alteracbes autoimunes como miocardite(249, 255) e diabetes do tipo 1(256). Em
paralelo, foi descoberto o PD-L1 estaria associada a regulagcdo negativa de

respostas imunes com a producédo de IL-10 na presenca de baixas quantidades de
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IL-2. Sua expressdo também estava aumentada em tecidos protegidos de acéo
imunitaria exacerbada como a placenta e os pulmdes(257). Posteriormente foi
identificado um segundo ligante, o PD-L2, que, ao se ligar ao PD-1 é capaz de inibir

a proliferacdo e a producéo de citocinas por linfocitos(258).
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Figura 18 — Durante a apresentacdo de antigenos pelo MHC a célula apresentadora
de antigeno pode entregar um segundo sinal estimulatério, no exemplo CD80/CD86.
Este sinal provocara a diferenciacdo do linfécito T virgem em uma célula efetora com
proliferacao linfocitaria, aumento de citotoxicidade e de citocinas como IFN-y. Em
algumas situacdes como infecgdes crbnicas, as células apresentadoras podem levar
a producdo de um segundo sinal inibitério, no caso o PD-1. A presenca deste sinal
pode entdo levar a diminui¢do das funcdes citotoxicas, da proliferacéo e da
producao de citocinas pelos linfocitos. Adaptado de Freeman e cols. 2006(259).

O PD-1 e seus ligantes parecem ser fundamentais em varias condi¢des
fisiolégicas e patoldégicas como: condicbes autoimunes(248, 260-262), resposta
antitumoral(263, 264), no transplante(265, 266) e na resposta a doencas infecciosas
(267-271).

Alteracbes na via PD-1/PD-L estdo associadas ao desenvolvimento de
autoimunidade. Em camundongos de diferentes linhagens, Nishimura e
colaboradores mostraram camundongos com delecdo de um PD-1 eram

predispostos manifestacdes ldpus-like, sendo que a manifestacdo especifica
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dependeria da do background genético e poderia variar de glomerulonefrite e artrite
até cardite com trombose macica letal, nos casos de delecdo de ambas as copias do
gene(248). Mesmo grupo posteriormente mostrou que camundongos BALB/c com
delecdo de ambos os genes de PD-1 desenvolviam cardiomiopatia dilatada,
entretanto, que esta ndo ocorria em modelo animal incapaz de produzir linfécitos
maduros (deficientes de RAG2)(249, 272), o que sugeriu o carater autoimune da
manifestacdo. Em modelo de camundongo pré-diabético ndo obeso, os dois ligantes
de PD-1 tiveram funcbes diferentes. Neste modelo, PD-L1 mas ndo de PD-L2 é
expresso nas ilhotas pancreéticas, e o blogueio de PD-L1 mas ndo de PD-L2 leva a
o desenvolvimento de diabetes mellitus(260). Em humanos, estudo também mostrou
que mutacdo no gene do PD-1 é mais frequente em sujeitos afetados com LuUpus
eritematoso sistémico (SLE) que na populagdo higida(262).

A expressdo de mRNA de PD-L1 e PD-L2 estd aumentada em uma
variedade de linhagens tumorais(258), sendo que desde a fase de estudos in vitro
era apontada como possivel alvo para intervencfes terapéuticas antitumorais(273).
Em estudo com células de mastocitomas em camundongos, lwai e colaboradores
mostraram que linfécitos T CD8+ apresentavam menor citotoxicidade e producédo de
IFN-y contra tumores que expressavam PD-L1 que 0s que ndo expressavam este
ligante. Esta reducéo de funcdes efetoras foi quase completamente revertida com o
uso de anticorpo monoclonal anti-PD-L1. A aplicagdo do anticorpo monoclonal foi
capaz de retardar o crescimento de mielomas em camundongos BALB/c e este
tumor ndo se desenvolveu em camundongos que ndo expressavam o gene de PD-1.
Por outro lado a linhagem de melanoma de camundongos, B16, que nao expressa
PD-L1, se desenvolveu da mesma forma em camundongos PD-1(-/-) e em
(+/+)(264). Estudos em humanos mostraram que, uma variedade de tumores como
renais(274), esofagicos(275), gastricos(276), ovarianos(277), uroteliais(278),
pancreaticos(279) e melanomas(280) expressam PD-L1 e que, sua expressao se
relaciona ao prognostico(274-280). Entretanto, a expressédo de PD-L1 ndo é apenas
um marcador prognostico sendo que estudos tem mostrado a eficacia de
bloqueadores da via PD-1/PD-L1 no tratamento de melanoma(281-283), carcinoma
nao pequenas células do pulméo(284, 285), carcinoma de células renais(286, 287) e

casos refratarios de linfoma de Hodgkin(288).
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Figura 19 — Modelo de perda hierarquica de funcdo de LT durante infecgao viral
cronica. Linfocitos T de memoria persistem na auséncia de antigénos apdés uma
infeccdo aguda e sdo completamente funcionais e capazes de sintese imediata de
IFN-y , TNF-a e IL-2 apds reencontro com o antigéno (parte superior da figura).
Persisténcia viral resulta em disfuncéo de LT CD8+ em varios estagios (parte inferior
da figura). LT funcionais pode coexistir com o virus se o encontro com o antigéno for
infrequente. Exaustao parcial “I” representa um estagio em qual a expressdo de IL-
2 e TNF-a estd compromerida, mas € mantida a expresséo de IFN-y. Exaustao
parcial “II” representa um estagio em que a producao de IFN-y também se torna
comprometida. Neste momento algumas células produtoras de IFN-y ainda podem
ser detectadas, mais muitas estdo exhaustas. Completa exaustao € a perda total das
funcdes efetoras incluindo a producéo de IL-2, TNF-a e IFN-y. Finalmente, delesao
de LT CD8+ epitopo especifico pode ocorrer se a apresentacao do epitopo aos LT
for alta ou sustentada. Esta perda hierarquica da funcéo € dramaticamente
influencidada pelo antigeno, sendo que na presenca de baixos niveis do virus, LT
mantém a capacidade funcional, mas a medida aumenta a carga viral, funcdes
efetoras sdo perdidas progressivamente. Finalmente, um alta carga antigénica leva
delecdo de LT antigéno especificos. Adaptado de Wherry 2003 e cols.(289).

A fungcdo da via PD-1/PD-L durante o transplante, entretanto, tem sido
controversa sendo que em modelo murino sua atividade teve papel inibitério nas
alorespostas e que a inibicdo desta via por diferentes mecanismos ( bloqueadores
ou transfusdo de linfécitos de camundongos PD-1 -/-) teve papel pro-inflamatoério
principalmente as custas de IFN-y(290). Por outro lado, em camundongos

submetidos a transplante ortotopico de cérnea , foi demonstrado que o aumento da
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expressdo de PD-L1 nas células endoteliais da cérnea e sua ligacdo ao PD-1 teve
papel importante na sobrevivéncia do enxerto(265, 266). Da mesma forma, em
modelo de transplante cardiaco, o uso da proteina de fusdo PD-L1.Fc em
camundongos CD28 -/- ou WT tratados ciclosporina promoveu a sobrevivéncia de
aloenxertos cardiacos(291).

No contexto de doencas infecciosas a expressdo de PD-1 foi associada ao
desenvolvimento de exaustdo de linfécitos T em resposta a agentes patogénicos
como HIV (292), Leishmania (L.) donovani (271) e Plasmodium sp(293). A exaustéo
de LT é definida como uma diminuicdo das funcdes efetoras, expressao sustentada
de receptores inibitérios e um estado transcricional que € diferente do que ocorre em
LT efetores ou de memdria, sendo possivel que represente um estado distinto da
diferenciacéo de células T(294). O processo se da de forma gradual com diminuicao
de citocinas efetoras como IFN-y, TNF-qa, IL-2 além de perda do potencial citotoxico
e proliferativo em LT CD8+(Figura 19). Isso seria associado a expressao progressiva
de receptores inibitérios como PD-1, LAG-3, CD244, CD160 entre outros(294, 295).
Esse carater progressivo € diferente do que ocorre na anergia de LT, a qual ocorre
apos a primeira exposicdo ao antigeno e se desenvolve rapidamente(294). Em
recente revisdo da literatura Wherry e Kurachi resumem as principais diferencas

entre anergia e exaustdo de LT(Tabela 4) (296).

Quadro 4 — Comparacdao entre Exaustao e anergia.

Causa principal Estimulac@o excessiva e continua Estimulacéo subdtima

Natureza e cronologia Hiperestimulacéo do sinal 1 e sinal Quanto sinais 2 e/ou 3 sdo ou
3 levam a perda progressiva da ausentes ou fracos durante o
funcao efetora e de memoria “priming”, a disfuncdo de LT

(Tipicamente em algumas semanas) ocorre durante um periodo inicial

(Tipicamente em alguns dias)

Capacidade proliferativa Baixa Baixa

Expressdo de marcadores Alto (e multiplos marcadores séo ?

inibitorios expressos)

Funcéo efetora Baixa a moderada Nenhuma ou baixa
Sensibilizadas propriamente = Sim N&ao

Adaptado de Wherry 2015(296).
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A fisiopatologia da LTA também pode envolver a exaustdo celular mediada
pela via PD-1/PD-L. Mou e colaboradores mostraram, que camundongos C57BL/6
infectados com L. (L.) major deficiente em arginase desenvolviam uma forma cronica
da infeccdo caracterizada por diminuigdo da proliferacdo ao antigeno de Leishmania
e da producéo de IFN-y e este estado vinha associado a expressao de PD-1 em LT
CD4+(297). Em outro estudo camundongos BALB/c imunizados com LPG de L. (L.)
mexicana ou infectados com diferentes cargas parasitarias de L. (L.) mexicana foi
avaliada a expressédo de PD-1 e PD-L2 ex vivo e in vitro, apds estimulagdo com o
LPG. Neste modelo, vacinacdo com concentracdes crescentes de LPG ou com
maior nimero de parasitas foi associado a maior expressdo de PD-1 e disfuncéo de
LT CD8+. A reestimulagédo com LPG foi capaz de aumentar a expressao de PD-L2
em macréfagos e PD-1 em LT CD8+ de maneira dose dependente(298). Em outro
estudo células CD8+ de pacientes com LTA ativa mostraram maior frequéncia de
linfécitos T CD8+ expressando os receptores inibitérios CD160, CTLA4, PD-1 e TIM-
3 quando comparados a controles saudaveis. Entretanto, quando comparado ao
grupo de pacientes com LTA curada, LT CD8+ de pacientes com LTA ativa tinham

apenas a expressado de CD160 aumentada(299).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRIMARIO:

1. Apos realizar estimulagdo in vitro com SLA de células mononucleares de

sangue periférico de sujeito com LCD, avaliar a expressdo de PD-L1 em
monaocitos e associar esta expressao a positividade para IFN-y e Granzima

B em linfocitos.

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS:

2.

3.

Avaliar a expressao de marcadores ex vivo de marcadores possivelmente
envolvidos na patogénese da LDC: em mondcitos (CD14, CD40, CD44,
CD80, PDL1, HLA-DR e CD86) e em linfocitos (CD44, CD3, CD4, CD8,
CD45RA, CD45R0O e CD40) em células mononucleares de paciente com
LCD.

Apos realizar estimulacdo in vitro com SLA de células mononucleares de
sangue periférico de sujeito com LCD, avaliar in vitro apos estimulacéo
com o antigeno soluvel de Leishmania a expressdo de marcadores
possivelmente envolvidos na patogénese da LCD; em mondécitos (CD14,
CD40, CD80, CD44, CD86, HLA-DR) e Linfécitos (CD40, CD44, CD4,
CD8, CD45RA, CD25, CD44).

Realizar revisdo narrativa da literatura de forma a correlacionar os

achados do estudo aos ja descritos por outros trabalhos.
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3 METODOS

3.1 DIAGNOSTICO DO SUJEITO

Os procedimentos para coleta de material para Diagndéstico do sujeito foram
realizados no Servico de dermatologia do Hospital Universitario de Brasilia-UnB.
ApoOs a apresentacao inicial as amostras do aspirado da lesdo em dorso nasal foram
inoculadas no meio McNeal, Novy & Nicolle (NNN) e foi realizado esfregaco por
imprint dos fragmentos de pele. Foi realizada bidpsia de pele para exame
histopatologico e coloragdo para Hematoxilina e Eosina e Imunofluorescéncia
indireta(IF1) de sangue periférico utilizando o antigeno de Leishmania. Foi realizada
reacao intradérmica de Montenegro (IDRM) com a aplicacdo do intradérmica de
0,Iml do antigeno de Montenegro (CPPI/Piraraquara-Parana-Brasil-2015) e
mensuracao da enduracao 48h apos.

3.2 IDENTIFICACAO DA ESPECIE DE LEISHMANIA

O DNA total das culturas foi purificado para analise molecular pelas técnicas
de amplificacdo por reacado em cadeia da polimerase (PCR) ITS1 e de Polimorfismos
de comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP) utilizando a enzima de restricao
Haelll. Os procedimentos foram realizados como de costume no Laboratério de
Dermatomicologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia-UnB.

A PCR-RFLP que utilizou a enzima Haelll foi realizada da seguinte maneira:
os tubos foram previamente identificados e incubados em banho Maria a 37°
(maximo de variagdo de 2°C). Foram adicionados 5pL de amostra em seus
respectivos tubos, e em seguida, adicionado 5uL de mix (10 unidades da enzima
Haelll, 10uL de tampdo 10X e 39 uL de agua ultrapura, suficientes para 10
amostras). As amostras permaneceram incubadas por lhora e em seguida
submetidas a corrida eletroforética. A PCR-RFLP que utilizou a enzima BstUI foi
realizada da seguinte maneira: os tubos foram previamente identificados e
incubados em banho Maria a 60° (maximo de variacdo de 2°C). Foram adicionados
10pL de amostra em seus respectivos tubos, e em seguida, adicionado 10uL de mix

(0,3 unidades da enzima BstUI, 10uL de tampédo 1X e 77 uL de agua ultrapura,
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suficientes para 10 amostras). Estas amostras também permaneceram incubadas
por 1hora e em seguida submetidas a corrida eletroforética

O sujeito ainda foi acompanhado com os exames laboratoriais que fazem
parte da rotina de manejo de pacientes com LTA no Hospital Universitario de

Brasilia.

3.3 ANALISE EX-VIVO E REESTIMULACAO IN-VITRO DE PBMC

O sangue periférico foi coletado ap6s 11 meses de tratamento (14 meses
apos o surgimento da leséo) e, ao tempo da coleta, 0 sujeito estava apenas em uso
de Alopurinol (1200mg/dia). O sangue periférico foi coletado ap6s 11 meses de
tratamento e, ao tempo da coleta, 0 sujeito estava apenas em uso de Alopurinol
(1200mg/dia). As células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram
obtidas por purificacdo por gradiente utilizando o Ficoll e foram analisadas ex vivo e
in vitro apdés 48 horas. Nos experimentos as células foram marcadas com
fluorocromos associados a anticorpos para analisar moléculas de superficie [CD14,
CD40, CD44, CD80, ligante da proteina de morte celular programada 1 (PD-L1),
HLA-DR, CD86, CD3, CD4, CD8, CD45R0O, CD45RA, e CD25]. Para o experimento
in vitro, parte das células foi reestimulada com o antigeno soltvel de Leishmania (L.)
amazonesis por 48hs, uma outra parte foi mantida em cultura por 48hs (controle
negativo) e uma terceira foi estimulada com a concanavalina A(ConA) por 48hs
(controle positivo). A viabilidade celular foi verificada utilizando a marcacdo de
Anexina V e pelo marcador nuclear fluorescente lodeto de Propidio (PI) e as células
foram entdo avaliadas por citometria de fluxo (Verse/BD Biosciences, San Jose, CA,
USA), e analisadas pelo software FlowJo (FlowJo, USA). Para avaliar a producéo de
moléculas intracelulares (IFN-y and granzima B), a Brelfedina A foi adicionada 4
horas antes da marcacéo e analise por citometria de fluxo de forma a interromper a
secrecdo de proteinas intracelulares. Os procedimentos foram realizados como

descrito detalhadamente a seguir.
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3.3.1 Separacdo das células mononucleares de sangue periférico por

gradiente de Ficoll

O sangue periférico foi coletado utilizando-se escalpe e foi colocado em tubo
heparinizado no dia 07 de novembro de 2016 no Servico de Dermatologia do
Hospital Universitario de Brasilia as 13h (HUB-UnB) e foi levado ao Laboratério de
Biologia Molecular-UnB, Departamento de Biologia Celular, IB-UnB, aonde foi
conservado em temperatura ambiente para a separacdo no dia seguinte as 8h.

O 20ml de sangue total foi colocado em um tubo Falcon 50ml e foi entédo
realizado a separacdo de células mononucleares de sangue total de acordo com o

método. Segue passo a passo:

1. Foi adicionado ao tubo Falcon com sangue, 15ml de Tampéao fosfato
salino (PBS) nao diluido e estéril chegando ao volume final de 35ml e foi
realizada homogeneizagéao.

2. Foram coletados 12ml de Ficoll plague Plus® 1,077g/ml (GE Healthcare,
Piscataway, NJ, USA) com o auxilio de uma seringa de 10ml.

3. O Ficoll foi colocado no fundo de outro tubo Falcon 50ml deixando-o
escorrer pela parede do tubo.

4. A Inversado do tubo contendo Ficoll foi realizada delicadamente para evitar
bolhas.

5. O tubo com Ficoll foi inclinado delicadamente para que figue préximo a
boca do tubo.

6. O tubo com sangue encaixado ao tubo com Ficoll.

7. O tubo com sangue foi inclinado delicadamente e devagar, para que o
sangue entre no tubo com Ficoll e fique sobre o Ficoll, de forma a né&o
misturar as fases. O volume total neste momento € de 47ml.

8. O tubo foi centrifugado a temperatura ambiente (25 °C) a 400xG por 30min
Aceleracdo(ACC)= 5 e Desaceleracgéao (DEC)= 0.

9. Apos centrifugacéo foi possivel observar quatro fases do tubo: 1- Plasma,
2- fase branca, Ficoll e hemacias, no fundo do tubo.

10.Foi colocado 50ml de PBS estéril em um novo tubo Falcon de 50ml para

adicionar os leucodcitos.
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11.0 plasma foi retirado com uma pipeta de 10ml e pipetador, sem suspender
a fase seguinte.

12.Com a mesma pipeta de 10ml foi retirada a fase branca (leucdcitos) e esta
foi transferida para o novo tubo Falcon anteriormente preparado e foram
adicionados 40 a 50ml de PBS 1X para completar do volume do tubo.

13. As células foram colocadas no gelo (4°C).

14.0 tubo com as células foi centrifugado a 400xg por 10min a 4°C, com
aceleragédo (ACC)=9 e desaceleracado(DEC)=9.

15.0 tubo foi invertido para descartarmos o0 sobrenatante.

16.Os leucocitos foram lavados mais duas vezes com PBS 1X 5ml.

17.As células foram contadas utilizando-se azul de trifan (1:100) na camara

de Neubouer em seus compartimentos.

Marcacado de moléculas de superficie em PBMC total

1. Foi retirado volume correspondente a 20X10°8, sendo estas centrifugadas a
400xg por 10min a 4°C, com aceleracdo (ACC)=9 e desaceleracao(DEC)=
9, sendo desprezado o sobrenadante.

2. As células foram ressuspendidas em 10 uL de Tampao FACS.

3. As células foram incubadas por 10min a 4 °C.

4. Os anticorpos foram diluidos 1:20 e adicionados a cada tubo eppendorff
de 1ml de acordo com o presente a seguir, de forma que o volume final de

cada amostra foi de 100uL em cada mix:

a) Tubo 1 : PD-L1 PE (5uL) , CD40 APC(5uL), CD14FITC (5uL) e
FACS(85pL);

b) Tubo 2: CD86 PE-Cy5 (5uL), CD14-FICT(5uL), FACS(90uL);

c) Tubo 3: HLA-DR PE (30uL), FACS(70uL);

d) Tubo 4: CD44-APC (5uL), CD14-FICT (5uL), FACS(90pL);

e) Tubo 5: CD4 PERCP (5uL), CD8PE (5uL), CD45-RA(90uL);

f) Tubo 6: CD4 PERCP(5uL), CD8 PE(5uL), CD45RA APC (5uL), CD45RO
FICT (5uL) e FACS(80uL);
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Tubo 7: CD4 PERCP(5uL), CD8 FITC(5uL), CD25 PE (5uL), CD44 APC
(5uL) e FACS(80pL);

Tubo 7: CD3FITC(5uL), CD4 PERCP (5uL), CD8 PE (5uL), FACS (85uL);
Tubo 8: CD4 PERCP(5uL), CD8 FITC (5uL), Anexina 5 APC(5uL), FACS
(85uL). Foram adicionados 10uL de Pl na hora de fazer a leitura no

Citometro de fluxo.

As células foram incubadas a 4°C por 20 minutos com estes anticorpos.

6. As células foram centrifugadas a 1500rpm por 5minutos a 4°C.

As células foram ressuspensas em tampdo FACS de forma que fique 108
células/ ml.

8. A andlise da marcacdo de moléculas de superficie foi realizada por
citometria de fluxo (Verse/BD Biosciences, San Jose, CA, USA), e

analisadas pelo software FlowJo (FlowJo, USA).

3.3.3 Experimento in vitro:

1.

2.

As células foram divididas em 13 pocos em placa de 24 pocos estéril
(5x10°8 células/poco) e em 9 pocos na placa de 96 pocos estéril (10°
células /poco), de forma que no item 4 chegamos a 1ml por poco na placa
de 24 pocos e em 200 uL por poco na placa de 96 pocos.

As pocos foram divididos em: a- Controle negativo (4 pocos na placa de
24 pocos e 3 pocos na placa de 96 pocos); b- Experimento (4 pocos na
placa de 24 pocos e 3 pocos na placa de 96 pocos); c- Controle positivo (4
pocos na placa de 24 pocos e 3 pocos na placa de 96 pocos) e um dos
pocos da placa de 24 pocos foi mantida sem estimulo para corre¢cdo dos
parametros do citbmetro antes da leitura.

Nos pog¢os marcados como experimento foi adicionado antigeno soltvel de
Leishmania 10 pL por ml de poco e nos pogos marcados como controle
positivo foi adicionada concavalina A(Concentracdo de 5mg/ml) 15uL por

ml de contetdo do poco.



4.

5.

6.

68

O volume total de cada poco foi completado para 1ml na placa de 24
pocos e para em 200 uL nas placas de 96 pocos com solucdo de RPMI
+10% de SBF e 1% de Antibiético.

As placas foram encubadas por 48hs (placa de 24 pocos) e 44hs (placa de
96 pocos) em estufa 37°C 5% de CO?.

Apoés a cultura por 48hs as moléculas de superficie das placas de 24
pocos foram marcadas com anticorpos. Os anticorpos foram diluidos 1:20
e adicionados a cada tubo eppendorff de 1ml de acordo com o presente a
seguir, de forma que o volume final de cada amostra foi de 100uL em cada

mix;

a) Tubo 1: PD-L1 PE(5puL), CD40 APC(5uL), CD14FITC (5uL) e

FACS(85uL);

b) Tubo 2: CD86 PE-Cy5 (5uL), CD14-FICT(5uL), FACS(90uL);
c) Tubo 3: HLA-DR PE (30pL), FACS(70pL);

d) Tubo 4: CD44-APC (5uL), CD14-FICT (5uL), FACS(90uL);
e) Tubo 5: CD4 PERCP (5uL), CDSPE (5uL), CD45-RA(90L);

f)

Tubo 6: CD4 PERCP(5uL), CD8 PE(5uL), CD45RA APC (5uL), CD45RO
FICT (5uL) e FACS(80uL);

g) Tubo 7: CD4 PERCP(5pL), CD8 FITC(5uL), CD25 PE (5uL), CD44 APC

(5uL) e FACS(80pL):

h) Tubo 7: CD3FITC(5uL), CD4 PERCP (5uL), CD8 PE (5pL), FACS (85uL);

)

7.

8.

9.

Tubo 8: CD4 PERCP(5uL), CD8 FITC (5uL), Anexina 5 APC(5uL), FACS
(85uL). Foram adicionados 10uL de Pl na hora de fazer a leitura no

Citbmetro de fluxo.

Apos completadas as 44hs de cultura, 10 pL de blefeldina A(100 yL/ml) foi
adicionado a cada poco presente na placa de 96 pocos.

A placa de 96 horas foi encubada por mais 4hs em estufa 37°C 5% de
CO2.

Apés encubacdo foram marcadas as moléculas de superficie: CD4
PERCP, CD8 FICT (Diluicao 1:20, 20 yL por amostra) e volume total de
80pL.
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10.A membrana foi permeabilizada com BD Perm/Wash Bd
Biosciences(Lakes, New Jersey- USA) com volume total de 2ml.

11.A amostra foi dividida em dois tubos com 1ml cada

12.Um dos tubos foi marcado com IFN-y PE e o outro com Granzima B PE.
13.A analise da marcacdo de moléculas de superficie foi realizada por
citometria de fluxo (Verse/BD Biosciences, San Jose, CA, USA), e

analisadas pelo software FlowJo (FlowJo, USA).

3.4 REVISAO DA LITERATURA

Foi realizada busca em artigos com as palavras chave “Diffuse cutaneous
Leish*” ou “Diffuse Leish*” na base de dados PubMed-NCBI sendo analisados os
artigos a partir de 1970. Foram lidos os resumos de todos os artigos, e quando nao
foi possivel excluir a elegibilidade pela leitura dos resumos, os trabalhos completos
foram lidos. Além disso a lista de referéncias dos artigos selecionados foi lida a
procura de novas referéncias que se encaixassem nos critérios do estudo. Os
critérios de inclusao foram: 1- Estudos em humanos que incluissem pacientes com o
diagndstico de LCD; 2- Estudos poderiam ser in vivo ou in vitro, mas deveriam incluir
tecidos, células ou soro de pacientes com o diagndstico da doenca; 3- Os estudos
deveriam avaliar possiveis alteracfes imunolégicas nos sujeitos. Estudos foram
excluidos se: 1- Nao fossem estudos primarios; 2- nao incluissem humanos; 3- nédo
estudassem tecidos ou células de individuos com LCD, como por exemplo, estudos
de incluam apenas Leishmanias derivadas de pacientes com a doenca; 4- N&o
realizassem estudo imunologico dos pacientes; 5- Artigos 0s quais nao fosse
possivel conseguir o texto completo. O simples estudo da IDRM ou de
histopatoldgico com coloragdes habituais n&o foi considerado estudo imunolégico. O
texto completo era conseguido através de acesso aos periodicos CAPES, solicitacéo
a Rede informatica de medicina avancada-RIMA, solicitacdo nos sites eletrénicos
das revistas e ainda solicitacdo aos autores por e-mail e através do portar Research
gate.

Este projeto foi realizado de acordo com o0s parametros éticos e sua

realizacdo foi aprovada pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina da
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Universidade de Brasilia (Parecer CE-FM/Unb numero: 1.521.691), o parecer

encontra-se em anexo.
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4 RESULTADOS

O diagnéstico de Leishmaniose difusa foi realizado através da apresentacao
clinica com uma placa ulcerada em dorso nasal. No momento da realizacdo da
biopsia o paciente referia ter utilizado topicamente “leite de andes”, sendo que
evoluiu com prurido e descamacéo locais, que anteriormente ndo existiam (Figura
20). As amostras do aspirado da lesdo foram inoculadas no meio McNeal, Novy &
Nicolle (NNN) e foi realizado esfregaco por imprint dos fragmentos de pele, sendo
que ambos foram positivos para Leishmania sp.

O exame histopatolégico de lesdo em dorso nasal mostrou infiltrado derme
papilar estendendo-se a derme profundo acentuada infiltracdo celular constituindo-
se por histidcitos vacuolizados abarrotados por amastigotas de Leishmania (data da
coleta 09/12/2015) (Figuras 21, 22 e 23). Revisdo de revisdo de histopatoldgico
coletado em outro servico mostrou: Fragmento de pele néo ulcerada, que exibe no
derma papilar estendendo-se até o derma profundo acentuada infiltracdo celular
constituido por histiécitos vacuolizados abarrotados por amastigotas de Leishmania.
De permeio observam-se focos esparsos de infiltrado linfoplasmocitario que se
adensam no limite profundo da lesdo na medida em que se tornam mais escassos
os histidcitos vacuolizados. Nao foram observadas areas de necrose ou reacao
granulomatosa de qualquer natureza. Como rotina de acompanhamento dos
pacientes com LTA no hospital universitario, também foi realizada avaliacdo
otorrinolaringoldgica, sendo possivel se verificar a presenca de lesédo polipoide em
fossa nasal direita que ao exame histopatoldgico mostrou: Estrutura polipoide
revestida por epitélio respiratério sem atipias. No corion, ha edema com denso
infiltrado inflamatorio misto com predominio de plasmacitos e numerosos eosinofilos.
Parasitas ndo foram evidenciados.

De permeio observam-se focos esparsos de infiltrado linfoplasmocitario que
se adensam no limite profundo da lesdo na medida que se tornam mais escassos 0S
histiocitos vacuolizados. N&do foram observadas areas de necrose nem de reacao
granulomatosa de qualquer natureza. A sorologia para o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) foi negativa. A reagdo IDRM e a imunofluorescéncia indireta foram
negativas. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ITS1 identificou a espécie L.

(L.) amazonensis.



Figura 20 — placa eritematosa em dorso nasal-pequena crosta serohematica
presente se refere ao local da biopsia. Foto retirada antes de qualquer tratamento.
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Figura 21 — Exame histopatologico (data da coleta 09/12/2015) Infiltracdo celular
gue se estende da derme papilar até a derme profunda (Hematoxilina e eosina-
Obijetiva de 4x).

Figura 22 — Exame histopatologico (data da coleta 09/12/2015). Infiltrado é
composto majoritariamente por histiocitos vacuolizados que ndo formam
granulomas. Nao sao observadas células gigantes (Hematoxilina e eosina-Objetiva

de 40x).
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Figura 23 — Exame histopatolégico (data da coleta 09/12/2015). Em grande
aumento é possivel observar a presencga de numerosas estruturas intracelulares
compativeis com amastigotas no interior dos histiocitos vacuolados. (Hematoxilina e
eosina- Objetiva de 100x).

4.1 ACOMPANHAMENTO CLINICO

O paciente foi inicialmente tratado com antimoniato n-metil glucamina -
Glucantime®- (20 mgSbV/kg/dia) por 20 dias de acordo com o preconizado pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS)(73). Ap6s um més sem tratamento sendo
constada a riqueza parasitaria no histopatoldgico foi firmado o diagnéstico de LCD.
Neste momento o paciente apresentava-se sem melhora clinica (Figura 24). Foi,
entdo, reiniciado o tratamento com a associacdo de drogas: antimoniato de n-metil

glucamina (20 mg SbV/kg/dia) e Alopurinol (1200mg/Dia). O tratamento com
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antimoniato de n-metil glucamina NMG foi interrompido apds a administracao de
uma dose acumulada de 44,625g/SbV devido a intensa mialgia. Apés interrupgéo de
uma semana, o tratamento foi reiniciado até atingir-se uma dose de 53,55g/SbV.
Sendo assim, o tratamento com NMG foi realizado em um periodo de 3 meses e

posteriormente permaneceu utilizando apenas alopurinol. A imunofluorescéncia
indireta foi negativa nos dias 11/12/15, 14/3/16, 10/8/16, 8/2/17, 24/11/17, mas foi
positiva na coleta realizada dia 9/11/16.

Figura 24 — Fotos da lesdo do paciente um més apds o tratamento convencional

Durante o periodo o paciente foi submetido a exames de rotina no
acompanhamento de pacientes com Leishmaniose tegumentar americana (Tabela
5).

No dia da coleta de das PBMC para o experimento, paciente ndo apresentava
leséo clinica, como pode-se observar na figura 25.
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Figura 25 — Aspecto do dorso nasal a época da coleta do sangue para o
experimento.
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Tabela 1 — Resultados de exames realizados durante acompanhamento do
paciente.
Data da coleta

Valore

s de

referén

cia- 16/12 23/12 30/12 3/2/ 10/2/ 17/2] 24/2] 2/3/ 2/3/1

HUB /15 /15 /15 16 16 16 16 16 6
Hemoglobina
(g/dl) 13-17 12.7 124 132 116 119 11.3
Leucdcitos 4000- 827 1442
(n°/mm3) 11000 5570 0 8150 6760 6410 0
Plaquetas 140- 3790
(mil/mm3) 450 351 335 403 384 348 00
Velocidade de
hemossedimentacg
ao (mm/1h) até 15 16
Creatinina (mg/dL) 0,7-1,3 1.2 0.9 1.1 1 1.1 1 1.1 0.9
Uréia (mg/dL) 17 a 43 30 29 28 35 24 27 32 26
Desidrogenase 140-
latica(U/L) 271 157 141 155 180 192
Fosfatase alcalina
(U/L) 30-120 58 62 79 86 92 87 98 113
Bilirrubina total
(mg/dL) 0,3-1,2 0.3 0.34 0.34 027 049 027 034 04
Bilirrubina Direta
(mg/dL) até 0,2 0.04 0.08 0.06 0.04 0.09 0.06 0.07 0.09
Bilirrubina
Indireta (mg/dL) 0,1-0,9 0.26 0.26 0.28 0.23 04 021 027 031
Glicemia de jejum
(mg/dL) 70-99 110 114 97 116 101 84 93 108
Creatinofosfoquin
ase(U/L) 30-223 75 70 83 81
Proteinas Totais
(g/dL) 6-8,3 7.9 8.7 7.6
Albumina (g/dL) 3,5-5 4.5 4.7 4.2 4.1
Globulina (g/dL) 1-3 3.4 4 35
Relacédo
Albumina/Globuli
na 0,9-2 1.3 1.2 1.2
Amilase (U/L) 29-103 69 113 75
Transaminase
Glutémico-
Oxalacética(U/L) até 50 17 29 27 18 22 26 42 39
Transaminase
Glutamico-
Pirtvica(U/L) até 52 13 21 27 13 16 17 28 34

135-
Sédio (mEg/L) 144 131 137 138 132 134 138 132 135
Potassio (mEg/L)  3,5-5 4.1 3.9 48 4.1 3.9 4.4 41 43
Cloro (mEq/L) 98-111 98 99 104 99 102
Célcio 8,4-
Sérico(mg/dL) 10,3 9.3 103
Magnésio (mg/dL) 1,6-2,6 2.3 2.3
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4.2 EXPERIMENTOS EX-VIVO E IN VITRO

Os experimentos ex vivo mostraram que 0S monocitos expressaram altas
porcentagens de CD14, CD40, CD44, HLA-DR e CD86 e baixas porcentagens de
CD80 e PD-L1(Figura 26), sendo também analisadas as moléculas de superficie de
linfocitos (Figura 27). Os experimentos in vitro confirmaram que as células estavam
viaveis, e nenhuma diferenca entre os marcadores de morte celular entre as células
estimuladas com o (antigeno soltvel de Leishmania) SLA e os controles negativos
(ndo estimuladas) foram observadas (Figura 28). Verificou-se um aumento da
expressao da molécula inibitéria PD-L1 em mondcitos reestimulados in vitro com o
SLA (aproximadamente 65%), ao passo que apenas 35% das células do controle
negativo expressavam esta molécula (Figura 29). Somado a isso, 8,32% dos
controles negativos eram positivos para CD4+IFN-y+, mais esta percentagem
diminuiu para 1,7% ap6s a estimulacgdo com o SLA. A analise dos controles
negativos mostrou que 14% destas células eram CD8+IFN-y+, mas esta
percentagem diminuiu para 1% apls a reestimulacdo pelo SLA. Nés também
observamos uma diminuicdo relevante da expressao de granzima B em linfocitos T
CD8+, de 31% nos controles negativos para 5% apés a reestimulacdo com o
antigeno de Leishmania (Figura 30). A expressdo de CD80, CD86 e CD40 foi

semelhante entre o controle negativo e as células estimuladas com SLA (Tabela 6).
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Figura 26 - Expressao ex vivo de marcadores estudados na superficie de mondcitos
derivados de PBMC.
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Figura 27- Expresséo ex vivo de marcadores da superficie de linfocitos derivados de

PBMC.
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R T AR LT AT AT
Annexin V

Propidium iodide

100 10" a0t 0wt 1
Annexin V

Figura 28 - Avaliacdo de apoptose e morte celular através do ensaio de iodeto de

propidio e anexina 5, as células encontravam-se viaveis.
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Figura 29 - Expressao in vitro de PD-L1 em mondécitos apés 48hs de estimulo com
SLA e nos controles positivo e negativo.
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Figura 30 - Expressdo in vitro de IFN-y e granzima B em linfécitos CD8+ e de IFN-y
em linfocitos CD4+ ap0s 48hs de estimulo com SLA e nos controles positivo e
negativo.

Tabela 2 - Expressédo de moléculas de superficie de mondcitos ex vivo e in vitro. As
PBMCs do paciente foram marcadas com anticorpos especificos contra moléculas
se superficie de mondcitos. As moléculas foram analisadas na superficie de
mondcitos separados por tamanho (FSC) e granulosidade(SSC).

Moléculas de Ex vivo In vitro

superficie Meio SLA ConA
CD14 84.9 98.3 96 59.6
CD44 99.3 99.4 99.5 97.6

HLA-DR 88.5 86.4 94.8 25.6
CD86 90.4 78.7 81.2 5.22
CD80 0.46 25.2 325 5.2
CD40 91.3 97.1 97.4 71.9
PD-L1 1.19 35.5 64.9 43.2

4.3 DA REVISAO BIBLIOGRAFICA

Foram lidos 501 resumos sendo que apOs a leitura completa foi possivel

7

incluir 64 trabalhos na revisdo, um dos quais é resultado do estudo aqui
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apresentado. Nao foi possivel avaliar a elegibilidade devido a indisponibilidade dos
textos completos dos artigos de: Da Fonseca Ade; Araujo Rda e cols. 1981,
Bittencourt and Rodrigues de Freitas 1983; Cavelier, Bertail e cols. 1984; Schurr,
Kidane et al. 1986; Veress, el Hassan e cols. 1986; Schurr, Wunderlich et al. 1987;
Guenoun, Doukan e cols. 1990; Morsy, Romia e cols. 1990; Convit and Ulrich 1993;
Wermert, Lamblin e cols. 1999)(134, 300-308). A tabela completa com os artigos que
ndo preencheram os critérios para serem incluidos na revisdo e o motivo da néo
inclusdo encontra-se no apéndice. Uma tabela resumo com os principais achados

dos artigos incluidos encontra-se exposta na tabela 7.
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Quadro 5 - Resumo das principais caracteristicas e achados dos estudos incluidos.

2018

2017

2016

2016

Campos
e
col(309)

Malta-
Santos e
col(310)

Franca-
costa e
cols(311

)

Fernand
ez-
Figueroa
e
cols(312

)

Brasil

Brasil

Brasil

Méxic

Imuno-
histoquimica

Niveis
plasmaticos

Niveis
plasmaticos,
imuno-
histoquimica,
MRNA nas
lesbes

Estimulacao
de células NK
de sangue
periférico com
LPG de
Leishmania
mexicana

LC, L(V.)

LM, braziliensi

LCDB, sel. (L)

LCD amazonen
sis

LCe Nao

LCD reportada

LC, Nao

LCDe reportada

control

es

saudav

eis

LCe

LCD

LT CD8+ e LT CD4+
foram menos
expressos na LCD.
Expresséo de TNF-a
foi menor na LCD,
enquanto a expressao
de TGF-B e IL-10 foi
maior. TLR2 e TLR4
foram mais expressos
nas formas causadas
por L. (V.) braziliensis
e TLR9 nas formas
causadas por L. (L.)
amazonensis. Nas
formas causadas por
L. (L.) amazonensis 0
TLR2 foi menos
expresso na LCD que
na LC.

Nivel aumentado de
Resolvina D1 em
pacientes com LCD
quando comparado
aos com LC. Os niveis
de Resolvina D1 foram
positivamente
associados a os de
TGF-B e
negativamente aos de
TNF-a.

Comparado com o0s
pacientes com LC, os
com LCD tiveram
maiores no plasma
niveis de arginase I,
Ornitina
descarboxilase e TGF-
B e menores niveis de
IL-12, MCP-1 e CXCL-
10. Apresentam
também maiores niveis
na lesao de mRNA
para Arginase I,
Receptor 2 de
Prostaglandina E, IL-4,
IL-10 e menores niveis
para TNF-a.

A inibicdo de genes
que contribuem para a
regulagéo das vias
sinalizadoras TLR e
JAK/STAT afetam
diferentes moléculas
em células NK: Fatores
de transcricdo(NF-kB e
STAT-1), Receptores
de citocinas (IFN-yR2
e IL-12RB2) e

O TLR2 é menos
expresso na LCD
que nalLCem
casos causados
pelalL. (L.)
amazonensis.

A Resolvina D1
estd aumentada
sistemicamente
em pacientes
com LCD e isso
esta associado
ao ambiente anti-
inflamatério
presente nestes
pacientes

Arginase |,
Ornitina
descarboxilase,
PGE2 e TGF-B
implicados
incapacidade de
pacientes com
LCD montar uma
resposta imune
efetiva

Importantes
genes envolvidos
na resposta
imune inata
principalmente
das vias
sinalizadoras
TLR e JAK/STAT
estdo inibidos na
LCD.

Continua



2014

2013

2013

2013

2012

Caneda-
Guzman
e cols
(313)

Khouri e
cols(314

)

Diaz e
cols(315

)

Buxbau
m(316)

Fernand
ez-
Figueroa
e
cols(317

)

Méxic
0

Brasil

Venez
uela

Méxic
o

Méxic
o

Estimulacao
de células NK
de sangue
periférico com
LPG de
Leishmania
mexicana,
Imuno-
histoquimica,
expressao
génica

Avaliagéo de
niveis
plasmaticos e
expressao na
lesdo de
mRNA

Imuno-
histoquimica

ELISA;
Imunofluoresc
éncia direta;
Producéo in
vitro apos
estimulacéo
com parasitos
opsonisado
com soro de
diferentes
pacientes
Polimorfismos
genético dos
locus de
citocinas de
interesse,
Western blot
no soro,
producao por
mondcitos
derivados de

LC,
LCDe
control
es
saudav
eis

LC,
LCDe
control
es
saudav
eis

LC,
LCle
LCD

LC,
LCDe
control
es
saudav
eis

LCD,
LCe
CSs

L. (V.)
braziliensi
sel. (L)
amazonen
sis

N&o
reportada

L. (V.)
mexicana

N&o
reportada

citocinas(TNF-a).
Sendo estas
alteracdes
relacionadas a LCD.

LCD apresentaram
menores niveis de
células NK nas lesbes
e no sengue periférico.
Estas células
apresentavam
producéo diminuida de
TNF-a e IFN-y e menor
expressao de TRL2,
TLR1 e TLR6 que
células de Pacientes
com LC.

Os niveis médios
SODL1 do hospedeiro
foram maiores nos
pacientes com LCD
que nos com LC
causadas por L. (L.)
amazonensis. Houve
também correlacéo
entre os niveis de
SODL1 do hospedeiro e
SOD2 e SOD4
parasitarias na analise
in situ.

Pacientes com LCD
expressam menos
CCL4, CXCR3 e CCRY
quando comparado a
pacientes com LC,
mas expressam mais
CCL11

Os pacientes com LCD
apresentam anticorpos
contra GIPLs no soro,
sendo estes maiores
que de pacientes com
LC. Estes anticorpos
se ligam a superficie
do parasito e
estimulam a producgéo
de IL-10 por
monacitos.

Na LCD foi possivel
observar maiores
niveis séricos de IL-1f
quenalLCenosCS. E
Mondcitos do sangue
periférico produziam
mais IL-18 na LCD que
na LC. Houve
marcacao difusa
positiva para IL-18 nas
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Pacientes com
LCD apresentam
diminuicéo no
ndmero e na
atividade de
células NK.

O SOD1 néo é
apenas um
marcador, mas
uma molécula
chave na
patogénese da
LCD levando a
disseminacéo e
proliferacéo
persistente.

Pacientes com
LCD apresentam
menor expressao
de quimiocinas
relacionadas
com a resposta
imune Th1l,
expressando
mais CCL11 o
gue contribui
para o
recrutamento de
células CCR3+.
Pacientes com
LCD produzem
anticorpos contra
GIPLs e estes
quando ligados
ao parasita sdo
capazes de
estimular a
producao de IL-
10.

Na LCD a IL-1B
estd aumentada
no soro e é
produzida por
mondcitos,
estando presente
nas lesdes, mas
ndo sendo capaz
de destruir o
parasito.

Continua
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PBMC e
Imuno-
histoquimica

Imuno-
histoquimica

Estimulacdo
de LT CD8+
com mondcitos
infectados(Moi
) e avaliagdo
dos
marcadores
por citometria
de fluxo e
ELISA, imuno-
histoguimica
de lesodes,
Ensaio de
citotoxicidade
por 51Cr.

Imuno-
histoquimica

Imuno-
histoquimica

Andlise de
PBMC e
imuno-
histoquimica
de lesao antes
e apos

LCe
LCD

LCe
LCD

LC,
LCDe
control
es
saudav
eis

LC,
LCD,
LM,
LDS, e
control
es
saudav
eis

LCD

L. (L))
amazonen
sis

N&o
reportada

N&o
reportada

Pacientes
comLCe
LM de
areas de
L. (V.
braziliensi
selLCD
de areas
de L. (L)
amazonen
sis

L. (L)
amazonen
sis

lesdes de LCD, nas na
LC a marcacao foi
apenas na membrana
celular.

Pacientes com LCD
tiveram maior nimero
de células PKR+ e
IFN-B positivas que os
pacientes com LC.

Pacientes com LCD
tiveram um indice
citotéxico(IC) de 0.4
enguanto pacientes
com LC este foi de
19.8. O ensaio de 51Cr
mostrou uma
porcentagem média de
citotoxicidade de 3%
na LCD enquanto esta
foi de 18% na LC. LT
CD8+ de pacientes
com LCD tiveram
menor proliferacdo e
produziram menos
IFN-y apos estimulo
com MOi. Estimulo de
TLR2 com LPG ou
Pam3Cys foi capaz de
recuperar a
citotoxicidade,
proliferacédo e
producao de IFN-y,
além de diminuir a
expressao de PD-1
nos TL de pacientes
com DCL estudados.
Pacientes com LCD
tiveram menor
expressao de CCR5,
CCR4, CCR3 e CCL17
que pacientes com LC,
mas tiveram maior
expressado de CCL7.

Os numeros de LT
CD45R0O+, CD4+ e os
CD8+ além de LB
CD20+ foram menores
nos pacientes com
LCD que nos com LC.
Os numeros de células
FoxP3+ foi maior na
LCD.

Tratamento do
paciente com
imunoterapia (vacinas
associadas a BCG)
levou a um aumento
de mondcitos
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A razao pela qual
0s pacientes com
LCD apresentam
maior expressao
de PKR e IFN-f
ainda é obscura.
LT CD8+ de
pacientes com
DCL néo tem a
atividade
citotoxica contra
macrofagos
infectados com

L. (L.) mexicana
tendo
caracteristicas
funcionais e
fenotipicas de
exaustdo. E a
estimulagéo de
TLR2 pode
restaurar funcbes
efetoras.

Embora o
namero de
células T na LCD
seja escasso,
uma hipétese é
que o CCL7
poderia atrair
células Th2 para
o local da lesao.
O nlimero
elevado de
células Treg
pode estar
relacionada a
hiporresponsivid
ade da
observada na
LCD.

Importancia da
ativacéo do
sistema imune
inato para o
controle da LCD.
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imunoterapia

Analise dos LC,
genotipos do LCDe
gene de LCI
CTLA4

Niveis de LCD
citocinas e
proliferacao de

PBMC apés
estimulacéo

com antigenos

Niveis séricos LCD,

e positividade LCe

de PBMC para control

marcadores es

estudados saudav
eis

Apoptose de LCe

monadcitos LCD

autologos

infectados

apos contato

com células

CD8+ de

sujeitos

estudados

Estimulacao LCe

de mondcitos LCD

in vitro e

medida de

citocinas por

ELISA

N&o
Reportado

L. (L)
amazonen
sis

L. (L.)
mexicana

N&o
reportado

Area
endémica
para L.
(L)

mexicana

CD14+CD16+ e
células NK
CD16+CD56+ no
sangue periférico.
LesBes em melhora
apresentaram aumento
de linfécitos CD56+
comparado com lesdes
ativas.

Pacientes com LCD
apresentavam maior
frequéncia do genétipo
A/G+49 quando
comparados com 0s
que tinham LC e estes
mais frequentemente o
genotipo A/A+ 49
quando comparados
aos com LCD.

Houve proliferacdo
apos estimulagdo com
antigénos T. gondii e
ConA mas auséncia de
proliferagdo com os
antigenos de L. (L.)
amazonensis, L. (V)
brasiliensis. Os niveis
de IFN-y foram muito
baixos apos
estimulag@o com os
antigénos de L. (L.)
amazonensis, L. (V.)
brasiliensis mas foram
altos apos estimulacao
com ConA e antigeno
de T. gondii.

Menores valores de
DHEA e cortisol e
maior valor de IL-6 em
pacientes com LCD
comparado CS. Altos
titulos de anticorpos
especificos em
pacientes com LCD.
Porcentagem de
células CD4+IFN-y+
tendeu a ser menor na
LCD.

Monécitos de
pacientes com LCD
apresentaram maior
apoptose que de
pacientes com LC.

apos estimulo com
LPGde L. (L.)
Mexicana pacientes
com LCD néo
produziram IL-15, IL-
18 e tenderam a
produzir menos TNF-a
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O gendtipo A/G
+49 esta ligado
proliferacéo
anormal de LT
pode estar
associado a LCD
ja 0 gendtipo A/A
+49 que esta
ligado a
proliferacao
normal de LT é
um fator protetor.
No caso houve
néo houve
resposta aos
antigenos de
Leishmania, mas
houve resposta a
estimulagdo com
0 antigeno de T.
godii e ConA.

DHEA e cortisol
foram menores
em pacientes
com LCD e se
correlacionaram
com baixos
valores de IFN-y
e IL-6.

A capacidade
diminuida de
produzir citocinas
pro inflamatérias
inatas quando
estimuladas com
LPG é uma

Continua
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Venez
uela
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Venez
uela

Brasil

Venez
uela

Imuno-
histoquimica

Imuno-
histoquimica

ELISA do soro

Imuno-
histoquimica e
MRNA nas
lesdes

Mensuragao
de niveis
séricos

LC,
LCle
LCD

LC,
LCDe
CS

LCe
LM

LC,
LCDB,
LM

LC,
LM,
LCD,
LClI,
CS

N&o
reportado

L (.L)
amazonen
sis, L.
(V.)sp

N&o
reportado

L. (L.)
amazonen
sis e L.
D)
braziliensi
S

N&o
reportado

elL-12 com a
gravidade da doenca.
A expressao de CD86
foi maior na LCD que
na LC.

Em LesGes de LCD
houve menor
positividade de células
para IL-12, IFN-y e
Oxido nitrico sintetase
induzivel.

Menor densidade de
células de Lagerhans
CDla+ naLCD
comparado com LC.
Tendéncia a maior
densidade nas formas
causada por L. (L.)
amazonensis que nas
por L(V.) sp, exceto na
forma difusa.

ApOs imunoterapia
contendo
promastigotas mortos
de Leishmania (V.)
braziliensis associada
ao BCG pacientes com
LCD que tinham IDRM
de Omm
desenvolveram
positivacdo da IDRM
gue foi em média de
18.7, mas ndo houve
mudanga no isotipo de
IgG anti Leishmania
predominante

LCD tem as menores
guantidades de células
T CD4+ e CD8+
quando comparada
comalLCealCDB.
Expressdo de mRNA
de IFN-y também foi
menor que nas outras
formas, enquanto a
expressao de IL4 foi
maior.

Comparados com 0s
CS os pacientes com
LC, LM, LCl e LCD
apresentavam maior
producéo de ON,
sCD23, IgE total e IgE
especifica para
Leishmania. Os
pacientes com LCD
apresentavam maiores
niveis de sCD23 que
0s pacientes com LC.
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possivel causa
de progresséo da
doenca na LCD.

Pacientes com
LCD apresentam
menor
gquantidades de
células
expressando
iNOS, IFN-y e IL-
12 em suas
leses.

LCD teve uma
menor populacdo
de células de
Langherans que
alLC.

Imunoterapia foi
capaz de
positivar a IDRM
em pacientes
com DCL nédo
mudou o isotipo
de IgG
predominante.

LCD leva a
resposta
CD4+Th2
antigeno
especifica
resultando em
proliferacdo de
LT CD4+ que
produzem
principalmente
IL-4 e IL-10 no
sangue periférico
e nas lesdes.
Pacientes com
LCD apresentam
altos niveis de
sCD23 e IgE
total e especifico.

Continua
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Méxic
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Etiopia

Imuno- LCD,

histoquimica LC,
LCI

Imuno- LCe

histoquimica LCD

Imuno- LCD

histoquimica,

andlise de

PBMC por

citometria de

fluxo e ELISA

Proliferacdoe LCe

producéo de LCD

IFN-y (ELISA)

apos

estimulacéo

com diferentes

antigenos

Presenca de LCe

anticorpos no LCD

Soro

N&o
explicitado

Endémica
para L.
(L)

mexicana

L(L.)
mexicana

Varias
espécies
dos
subgénero
s
Leishmani
ae
Viannia,
algumas
L. (V.) ndo
tem
espécie
identificad
a

N&o
reportada

LCD apresentaram
quantidade diminuida
de células T CD4+ e
CD8+ e os granulomas
apresentavam os
menores niveis de
células CD69+ e CLA+
e também de células
de Langherans
epidérmicas CDla+ e
CD83+

iINOS esta presente em
menores quantidades
em pacientes com
leishmaniose difusa

O tratamento utilizando
IFN-y associado a
pentamidina e
alopurinol foi capaz de
aumentar IFN-y,
diminuir IL-6, aumentar
os LT CD8+, CD4+ e
NK, normalizar a
relacéo
CD4+/CD8+(de 0.2
para 0.96) e restaurar
a exploséo oxidativa
de mondcitos no
sangue periférico.
Numero de células de
Langherans também
aumentou. Entretanto
este efeito foi
temporario ocorrendo
relapso meses apos o
tratamento

Foram testados os
antigenos de L.(V.)
brasiliensis, L.(L.)
amazonensis, PPD e
0s antigenos
GP46/M2, A2 e P8. Os
pacientes com LCD
proliferaram menos em
resposta ao antigeno
crude L. (L.)
amazonensis e ao
antigeno P8 e
produziram menos
IFN-y em resposta ao
antigéno P8 se
comparados aos
pacientes com LC
causada por L. (L.)
amazonensis.
Anticorpos da classe
IgM contra IgG
estavam presentes no
soro de pacientes com
LCD mas quase nao
foram detectados no
soro de pacientes com
LC. O estudo também
mostrou a presenca de
polipeptideos que tem
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Na LCD a
presenca de
menores
numeros de
células ativadas
CD69+ e CLA+
estando
associado ao
perfil tolerigénico
desta forma.

Existe correlacédo
entre os niveis
deiNOS eo
desfecho da
doenca.

Na LCD o
ndmero inicial de
células de
Langerhans, LT
NK e CD8+ nas
lesdes é
diminuido.
Relacéo no
sangue periférico
CD4+/CD8+
anormalmente
baixa. O
tratamento
aumenta o
ndimero destas
células no tecido
e normaliza a
relacéo
CD4+/CD8+.

Investigacdo das
respostas aos
antigenos A2 e
P8 e a peptideos
presentes nestas
moléculas
deverdo ser
relevantes para o
desenvolvimento
e monitoramento
de estratégias
terapéuticas.

Pacientes com
LCD tem
anticorpos da
classe IgM
contra IgG no
Soro.

Continua
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Etiopia

Alema
nha

Brasil

Méxic
o

Estimulo de
PBMC com
antigenos e
mensuracao
de citocinas
por ELISA e
por mMRNA por
hibridizag&o in
situ

Niveis séricos
por ELISA e
Imuno-
fenotipagem
com o uso de
citometria de
fluxo

Estudo
sorolégico

Imuno-
histoquimica e
hibridizacao in
sito para
mMRNA

LC, L(L.)

LCDe  aetiopica

CSs

LCD L. (L))
major

LC, Nao

LCD, especifica

LMe do

CS

LCe Area

LCD endémica
para L.
L)
mexicana

reacao cruzada com 0s
anticorpos humanos
IgG e IgM na livraria
gendmica de L. (L.)
aetiopica do pais.

Exposicéo de PBMC a
promastigotas de L.
(L.) aetiopica derivada
de pacientes com LC
preferencialmente
induz a producéo de
MRNA para IFN-y e
pouco IL-10. Por outro
lado, estimulo das
mesmas PBMC com
promastigotas
derivados de pacientes
com LCD induz a
expresséo de IL-10 ao
invés de IFN-y. E a
resposta de IFN-y
independeu da origem
das PBMC.

Paciente com LCD
apresentou altos niveis
séricos de IFN-y, IL-2 e
TNF-a e baixa
expressao de HLD-DR
em mondcitos. Durante
o tratamento com IFN-
y 0s niveis de citocinas
e de mondcitos HLA-
DR+ retornaram a
valores normais.
mesmo apos terapia
nao foi possivel induzir
a producao de IFN-y
em cultura de sangue
periférico com o uso de
LPS de Salmonella
typhimurium mas foi
possivel utilizando
ConA.

Foi investigada a
reatividade do soro a
antigenos HSP70,
HSP83, LelF 4 . Soro
deLCelLM
responderam mais a
HSP70 e HSP83
enquanto LCD
produziram mais
anticorpos para
HSP83. A resposta da
LCD contra HSP83 é
dominada por 1gG4.
Em pacientes com
LCD a expressao de
MCP-1 foi
significativamente
menor que em
pacientes com LC,
sendo a expressao de
MIP-1a predominante.
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Um fator
parasitario que
induziria a
imunossupressa
o0 antigeno
especifica que
ocorre na LCD.

O paciente com
LCD
possivelmente
tinha um defeito
especifico na
producéo de IFN-
y estimulado pelo
LPS bacteriano
mas que nao
afetou outras
vias de producéo
de IFN-y, o qual
estava elevado
no soro.

HSP83 foi 0
antigeno
associado a
subclasse 1gG4
na LCD.

A predominéncia
de MCP-1 na LC
€ benéfica,
enquanto a maior
expressao de
MIP-1a na LCD
se relaciona ao
curso

Continua
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ELISA

Mensuracao
de citocinas e
mMRNA em
PBMC apés
estimulo com
antigenos e
PHA

ELISA

Proliferacao
apos
diferentes
estimulos

LC,LM LCD:L.

e LCD mexicana
spp; LCe
LM: area
de L. (V)
braziliensi
s

LCD Néao

durant  informado

e

doenca

ativa,

remiss

8o com

tratam

ento e

relapso

LCD, N&o

LV, informado

MH,

CS

LCD L. (L)
amazonen
sis

Comparados a
frequéncia relativa dos
4 isotipos de 1gG
contra promastigotas
inativados e estratos
soliveis de
Leishmania. A LC foi
dominada pela
presenca de IgG1,
1gG2 e IgG3 e baixa
IgG4. Na LM houve
maior importancia da
IlgG1. Na LCD a IgG4
foi a mais importante,
mas IgG1 e 1gG2
também estavam
elevadas.

Durante a doenca ativa
0s pacientes nao
expressaram mRNA
para IFN-y mas
expressaram mRNA
para IL-2, IL-4 e IL-10.
Durante remisséo
houve expressao de
MRNA para IFN-y e
baixa expresséo para
IL-10. Apods relapso
houve diminuida
expressao mRNA para
IFN-y e para IL-10
Reatividade contra
L(L.) mexicana e PGL-
1 de diferentes isotipos
de IgG. Ao antigeno de
Leishmania pacientes
com LCD produziram
principalmente 1gG4 e
os de LV produziram
mais IgG1, sendo a
diferenca significativa.
Caracterizacgéo clinica
e proliferacdo de
linfécitos de sangue
periférico apds
estimulo com antigeno
de Leishmania, PHA,
ConA, PWM, Céandida
e PPD. Auséncia de
proliferacdo ao
antigeno de
Leishmania na LCD.
Diferenca entre a
proliferacéo a
mitégenos entre as
formas polar e
subpolar
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progressivo da
doenca.

A LCD foi
dominada por
resposta IgG 4
de forma diversa
quealCelLM.

Na remissédo de
LCD os niveis de
IFN-y aumentam
e os de IL-10
diminuem, mas
iSso ndo é
suficiente para
prevenir recaida.

A determinacdo
dos isotipos de
IgG pode ser util
na avaliacdo da
resposta a
possiveis
vacinas e de
reinfe¢éo ou
relapso.

LCD apresenta
auséncia de
resposta imune
celular in vitro
em testes
realizados com
linfocitos de
sangue
periférico.

Continua
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Proliferacao
linfocitaria e
producéo de
citocinas in
vitro apo6s
estimulo

Proliferacao
celular de
mondécitos de
CS e de linha
CTLL, ELISA
no soro

Imuno-
histoquimica

Imuno-
histoquimica e
expressao de
mRNA nas
lesdes

Expresséo de
mMRNA nas
lesbes por
PCR

LCD
antes e
apos
tratam
ento

LCD,
LCD
curada,
LCe
LV

LCD,
LMe
LC

LCD,
LC, LM

LC,
LCDe

L. (L)
aetiopica

N&o
especifica
do

Nao
informado

Nao
especifica
do

N&o
especifica
do

Nos dois pacientes
avaliados houve
aumento da
proliferacgao linfocitaria
apo6s o tratamento.
Ap0s o tratamento
houve sintese de IL-2
e IFN-y em um
paciente e IL-4 em
outro.

O soro de pacientes
com LCD tinha altos
niveis de sIL-2R, mas
ndo foi capaz de inibir
a proliferacéo de
PBMC aos antigenos
de L. (L.) aetiopica,
PHA ou PPD. Também
nao foi capaz de inibir
a proliferacdo da
linhagem CTLL apés
estimulo com IL-2.
LesOes de pacientes
com LCD expressavam
menos ICAM-1 e HLA-
DR que lesBes de LC e
LM.

NaLCDosLTy®d
presentes em menor
quantidade que na LC
mas em maior
quantidade que na LM.
Os LT a/p estavam
menos presentes na
LCD. A razéo LFA-
1B/LFA-1a foi menor
naLCDquenalCe
LM. O mRNA de IL-4
foi mais expresso na
LCDquenalLMe LC.
A LCD teve maior
expressao de mRNA
de IL-10 e IL-5 que a
LC.

LesGes de LCD
apresentaram
preponderancia de IL-
4, IL5 e IL-10 e baixa
ou nenhuma
expressao de IL-6,
TNF-a e IL-1B,
enquanto a LC
apresentava altos
niveis de IFN-a, IL-1,
TNF-a, IL-6, IL-8, TNF-
B e IL-2 mas baixa de
IL-4, IL5 e IL-10.
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Retorno das
funcdes de célula
T apés o
tratamento da
LCD.

O slIL-2 ndo esta
associado a
imunossupressa
onalLCD.

O granuloma
macrofagico da
LCD poderia
estar relacionado
a defeito de
sinalizagdo da
epiderme que
promoveria a
migragao de
células T virgens
e Th2.

A baixa razéo
LFA-1B/LFA-1a
sugere um
defeito na
adeséo celular
nos granulomas
de LCD. E as
lesbes de LCD
apresentaram
predominio de
citocinas Th2 IL-
4,IL-5e IL-10

Lesbes de LCD
apresentavam
um perfil de
citocinas Th2
com a presenga
deIL-4, IL-5e IL-
10.

Continua
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Egito

Venez
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Teste de micro
gotas de HLA

ELISA, IDRM
e
transformacao
linfocitaria ao
antigeno de
Leishmania

Proliferacao
linfocitaria
apos estimulo
e ensaio CTLL

Imuno-
histoquimica

ELISA

LC,
LCDe
CS

LC,
LM,
LCDe
CS

LCD,
LCD
inicial,
LCD
em
remiss
doe
LC.

LC,
LCDe
LM

LC,
LCD,
MH,
CS

N&o
especifica
do

N&o
especifica
do

N&o
especifica
do

N&o
especifica
do

Nao
especifica
do

Relagao estatistica
positiva entre os HLA-
Al11, HLA-B5 e HLA-
B7 e a LCD com risco
relativo a CS de 7.400,
4.328 e 3002
respectivamente. Ndo
foi encontrada relacéo
significativa com a LC.
Pacientes com LCD
tiveram IDRM menor e
menor positividade no
teste de transformacao
linfocitaria ao antigeno
de Leishmania. Os
titulos de anticorpos
contra Leishmania
nestes pacientes séo
altos, com muitos
acima de 1/4800.

A proliferagéo in vitro
de linfécitos em
resposta a
promastigotas vivos foi
menor em pacientes
com LCD tanto inicial
como tardia, quando
comparada a pacientes
com LC. A adi¢éo de
IL2 em altas
concentragfes a
cultura de células
permitiu que os
linfécitos dos pacientes
com LCD
proliferassem em
resposta ao estimulo
com promastigotas
Vivos

LCD tenderam a ter
maior proporgéo de
células com o fenétipo
CD45R0O+, CD45RA+
e CD4+CD45RA+. Da
mesma forma
Granulomas de LCD
tenderam a ter um
aumento de células T
virgens
CD4+CD45RA+ e
baixos nimeros de
células CD4+CD45RA-

O soro de pacientes
com LCD e MH
apresentavam altos
titulos de TNF-a
estatisticamente
maiores de os do CS.
Na LC néo foi possivel
observar niveis dede
TNF-a maior que 0s
CS.
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Associagao entre
LCD e HLA-A11,
HLA-B7 e HLA-
B5.

A LCD apresenta
diminuicéo da
imunidade
celular e altos
niveis de
anticorpos.

A génese das
lesdes na LCD
se relaciona em
parte a falta de
IL-2 mas nao em
sua utilizacao.

Nas lesdes de
LCD existe uma
menor razao
entre de células
T de
memaria/virgens
que nalLCena
LM.

Os niveis séricos
de TNF-a sao
maiores em
formas de
leishmaniose que
nao apresentam
resposta imune
celular.
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s, L.(L.)
major,
L.(L.)
donovani

L. (L.)
aetiopica

E descrito método para
confecgéo de ELISA
contra o epitopo
Galactose al-3-
manose de
glicofosfolipidios de
L(L.) mexicana e L.(V.)
braziliensis. E positivo
em 83% dos soros de
LC, 69% na LM e em
89% na LCD mas
também é positivo nas
infecgBes por T. cruzi e
T. rangeli

O soro dos pacientes
reagiu com antigénos
provenientes de L.(L.)
aetiopica cultivado de
suas lesdes. Pacientes
com LCD reagiam a
antigénos entre 18 e
50 kilodaltons e na LC
houve baixa
reatividade abaixo de
50kD. Parasitas
derivados dos
diferentes pacientes
tinham padrdes de
expressao dos
antigenos.

Ap0Os estimulos por
antigenos de L. (L.)
donovani separados
por Imunobloting em
duas dimensdes foi
medida a proliferagcdo
celular e a produgéo
de IFN-y. Na LC
curada e na LM houve
boa producgéo de IFN-y
e proliferacéo celular a
uma variedade de
antigenos. Na LCD a
producao de IFN-y e a
proliferacao foram
ausentes ou limitadas
a alguns antigenos.
Os pacientes com LCD
de longa evolugéo
respondiam menos a
ambos os
promastigotas. A
resposta aos antigenos
foi PROM-
LCD<mistura<PROM-
LC. Pacientes com
LCD em remissao
responderam de forma
semelhante a
pacientes com LC.
Pacientes com LCD
tiveram alguma
resposta a antigenos
derivados de pacientes
com LC.
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Sugere a
presenga comum
de
oligossacarideo
altamente
imunogénico em
membros da
familia
Trypanosomatida

Padrdes de
antigenos
reconhecidos
pela LC e pela
LCD foram
diferentes e este
padrdo néo foi
explicado por
expressao
diferentes
antigenos pelos
promastigodas
das diferentes
formas.

Os pacientes
com LCD
apresentam
resposta baixa
ou ausente a
uma variedade
de antigenos
L.(L.) donovani

N&o parece
haver uma
inabilidade inata
a responder ao
antigeno de
Leishmania, mas
uma nao
responsividade
prolongada mas
transitdria que
esta associada
ao processo
patolégico.
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IL-2, IFN-y e
imunomarcaca
o de PBMC
para CD2,
CD4, CD8 e
CD20. Ap6s
estimulo com
antigeno de L.
(L.) mexicana
ou PHA

Proliferacao
linfocitaria,
ensaios para
IL-2 e IFN-y
apos SLA-LC,
SLA-DCL e
PHA

Proliferacdo
linfocitaria ao
antigeno de
L(L.) pifanoi, a
ConA, PHA

Imuno-
histoquimica

Proliferacao
linfocitaria e
producéo de
IFN-y apos
estimulo por
promastigotas

LC,
LM,
LCDe
CS

LCD,
LCD
tratada
,LCe
control
e

LC,
LM,
LCDe
Cs

LCDe
LC

LC,
LCDe
LM

N&o
reportado

Endémica
para L.
(L)

aetiopica

N&o
reportado

Endémica
para L.
(L)

aetiopica

N&o
reportado

No grupo de LCD
houve menor
proliferagao linfocitaria
que na LC ao
antigeno, mas nao a
PHA. Menor expressédo
de IL-2r na LCD que
nos grupos de LC, LM
e CSedelL-2quena
LC e LM. Menor
quantidade de células
da linhagem
Macréfago-mondcito
na LCD. Somente dois
pacientes estudados
para a producdo de
IFN-y, mas com niveis
muito baixos.

Todos os doentes
responderam aos
antigenos com
producdo de IFN-y e
IL-2 ap6s estimulo com
PHA. Os grupos LC e
LCD responderam de
forma mais intensa ao
SLA-LC que ao SLA-
LCD. O paciente com
LCD tratada foi capaz
de responder de forma
semelhante ao SLA-LC
e ao SLA-LCD.

A adicéo de
indometacina
aumentou a resposta
mitogénica a PHA,
mas néo ao antigéno
de Leishmania.

Tanto linfécitos
supressores/citotoxicos
(Leu2a+), como T
auxiliares (Leu3a+b)
estiveram mais
presentes na LC que
na LCD. HLA-DR
estava presente nos
queratinocitos
epidermicos acima de
lesbes de LC mas néo
nas de LCD.
Receptores de IL-2
(TAC+) estiveram mais
presentes em
granulomas de LC que
LCD. Células IL-2+
eram encontradas em
grupos na LC mas
espalhadas e isoladas
na LCD.

Baixa producao de
IFN-y e baixa
proliferacgao linfocitaria
apo6s estimulo
antigénico em paciente
com LCD.
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Linfécitos de
pacientes com
LCD proliferam
menos em
resposta ao
antigeno de
Leishmania e
produzem menos
IL-2 além de
expressar menor
IL-2r em suas
PBMC.

Na LCD podem
haver fatores
associados ao
parasita
infectante que
desligam as
funcdes
imunolégicas no
hospedeiro. A
habilidade de
produzir IL-2 ao
SLA-LCD pode
estar associada
a cura neste
paciente.

A anergia
observada na
LCD néo é
decorrente do
envolvimento de
prostaglandinas
O defeito
imunolégico na
LCD estaria
relacionado a
varios
mecanismos e
nao s6 afalta de
IL-2. O padréo
de expresséo IL-
2r foi diferente
entre a LCD na
Etiépia e
americana.

A produgéo de
IFN-y e a
proliferacdo
linfocitaria séo
diminuidas da na
LCD.

Continua



1985 Modline

cols(362
)

1984 @ Peterse
ne
cols(363

)

1984 Castes e
cols(364

)

1983 Castes e
cols(115

)

Venez
uela

Repub

lica

Domini

cana

Venez
uela

Venez
uela

mortos

Imuno-
histoquimica

Proliferacao
linfocitaria
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ConA ou SLA
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linfocitaria
apos estimulo
com o
antigeno de L.
(V)
braziliensis em
diferentes
condicbes.
Medida dos
complexos
imunes
circulantes

Proliferacdo
linfocitaria
apos PHA,
ConA,
antigenos de
Leishmania e
T cruzi.
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Cs
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LC, Nao
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LCDe

CS

Foi realizada marcacéo
com Leu 4, Leu 2a,
Leu 3a, IL2 e IL2r. IL-2
foi encontrada em
menor quantidade na
LCD. O numero de
células positivas para
IL2r foi semelhante.
Células T6+ foram
maiores na LC que na
LCDenosCS. A
relagcdo entre as
células leu2a/3a foi
semelhante entre as
formas.

Linfdcitos de pacientes
DCL foram co-
cutivados mondcitos
de CS e linfécitos de
CS foram cocultivados
com mondcitos de
pacientes com LCD. A
proliferacgao linfocitaria
ao SLA foi maior em
CS IDRM+ que em CS
IDRM- e que na DCL.
A proliferagédo apos
ConA e PHA foi
semelhante entre os
grupos. Linfécitos de
pacientes com DCL
com mondcitos de CS
proliferaram em
resposta ao SLA. Ja
Linfécitos de CS
IDRM+ com monécitos
de DCL néo
proliferaram ap6s SLA.
Pacientes com LCD
tiveram menor indice
de proliferacdo quando
comparados a
pacientes com LM. O
antigeno de L. (L.)
braziliensis induziu a
supressao da
proliferacdo mais
intensamente nos
pacientes com LCD
que nos LM e CS. Na
LCD existiu maior
quantidade de
complexos imunes que
nos CS.

Na LCD a proliferacéo
a ConA e PHA nao
estava diminuida. A
proliferacao apos
antigenos de
Leishmania foi menor
nalLCDquenalCe
na LM. A proliferacéo

95
Continuacéo

Na LCD, a
producéo in situ
de IL-2 parece
estar inibida,
apesar de
células
potencialmente
responsivas
estarem
presentes.

A proliferagdo
linfocitaria ao
antigeno de
Leishmania é
abolida quando a
origem dos
monacitos € de
pacientes com
LCD.

Pacientes com
LCD tiveram
menor resposta
proliferativa
linfocitaria e
tiveram suas
respostas
diminuidas pelo
antigeno LBY.
Além disso
tiveram maior
gquantidade de
complexos
imunes
circulantes.

Na LCD existe
defeito na
resposta ao
antigeno de
Leishmania in
vitro.
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panamens
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apos estimulo com
antigeno de T cruzi
também foi menor na
LCD que na LM.

Em PBMC néo
fracionadas a resposta
ao antigeno de
Leishmania foi
diminuida na LCD,
mas estava preservada
apos PHA e ConA.
Apbs passagem por la
de Nailon ou adicdo de
indometacina a
resposta ao antigeno
de Leishmania foi
elevada na LCD.

Os niveis plasméticos
normais de IG na LCD,
embora alguns tiveram
aumento de IgA. Os
sujeitos tiveram teste
tuberculinico,
lepromaninico e Kvein
negativos. A
transferéncia de
leucocitos de doadores
sensiveis ao antigeno
de Leishmania foi
capaz de positivar
temporariamente a
IDRM.
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Prostaglandinas
e a presenca de
células
aderentes
supressoras
pode estar
envolvida na
anergia antigeno
especifica na
LCD.

Na LCD a
hiporresponsivid
ade imune
parece ser
antigeno
especifica e
restrita a
imunidade
mediada por
células.
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5 DISCUSSAO

5.1 PRINCIPAIS ALTERACOES IMUNOLOGICAS DA LCD ENCONTRADAS NA
LITERATURA

O parasito tem grande importancia do desenvolvimento da LCD, sendo que,
apesar de diversas espécies poderem causar a doenca, como ja dito apenas 4
espécies sdo responsaveis pela grande maioria dos casos reportados(36). Além
disso, mesmo em espécies tipicamente causadoras da LCD algumas tem maior
propensdo a desenvolver esta forma. Em estudo de area endémica para L. (L.)
aetiopica Akuffo e colaboradores mostraram tanto pacientes com LCD como
pacientes com LC respondem menos ao SLA-LC que ao SLA-LCD, sendo que apés
o tratamento bem sucedido de um paciente com LCD este passou a responder ao
SLA-LCD(358). Em outro estudo, o mesmo autor mostrou que PBMC tendem a
produzir IL-10 quando estimuladas com promastigotas derivadas de pacientes com
LCD (PROM-LCD) mas IFN-y quando estimuladas com promastigotas derivadas de
pacientes com LC (PROM-LC). Surpreendentemente, mais mRNA de IFN-y foi
produzido em resposta a PROM-LC que a PROM-LCD independente se as PBMC
foram derivadas de pacientes com LCD, LC ou controles saudaveis(CS)(337). Em
outro estudo, Osland mostrou que polipeptidios de L. (L.) aetiopica tem reacéo
cruzada contra anticorpos da classe IgG e IgM, sendo que pacientes com LCD
produziram anticorpos da classe IgM contra IgG, mas que estes quase nao foram
detectados no soro de pacientes com LC(336).

Entretanto, existem evidéncias de que fatores ligados ao hospedeiro tem
também importancia no desenvolvimento da doenca. Uma destas esta na relacdo
entre a doenca e o0 antigeno leucocitario Humano(HLA), sendo que um estudo
mostrou que pacientes com HLA-A11, B5 e B7 tem um risco relativo de 7400, 4328 e
3002 de desenvolver LCD, sendo que nao foi observada relacao entre LC e o HLA
neste estudo(349).

Além disso, pacientes com LCD parecem responder a diferentes antigenos do
parasito que pacientes com outras formas da doenca. Mengistu e colaboradores
utilizando antigenos derivados dos proprios pacientes mostraram, que pacientes
com LCD responderam a antigenos entre 18-50kd, enquanto pacientes com LC



98

responderam pouco a antigenos com menos de 50kd(354). Em outro estudo foi
demonstrado que o soro de pacientes com LCD tinha anticorpos predominantemente
contra o antigeno parasitario hsp83, j& em pacientes com LC e LM predominavam
anticorpos contra o hsp70(339). Silveira estudando casos causados por L. (L.)
amazonensis mostrou que PBMC de pacientes com LCD proliferavam menos ao
antigeno cru de L.(L.) amazonensis e produziam menos IFN-y em resposta ao
antigeno P8 quando comparado a pacientes com LC(367). Outro estudo utilizando
antigenos de L. (L.) donovani separados por eletroforese bidimensional mostrou que
pacientes com LCD além da baixa resposta aos antigenos, respondem a uma menor
variedade de antigenos que pacientes com LC ou LM(368).

A pesar de a LCD ter sido relatada em situagfes de imunossupressao como
doencas e uso de medicacdes(38, 41, 43, 46, 136), estudos experimentais tem
mostrado que na LCD existe uma diminuicdo da resposta imune que é especifica ao
antigeno de Leishmania. Em estudo classico, Bryceson mostrou que pacientes com
LCD tem niveis IgG semelhantes a outras formas da doenca e a controles
saudaveis, embora houvesse elevacao de IgA. No mesmo estudo estes pacientes
responderam normalmente aos antigenos tuberculinico e da hanseniase, e
apresentavam teste de Kvein negativo(369).

A proliferacdo linfocitaria aos mitégenos como ConA e Fitohemaglutinina
(PHA) também ndo se mostrou diminuida na LCD em um estudo, embora a
proliferacdo a antigenos de Leishmania e ao antigeno de T. cruzi estivesse
diminuida(115). Da mesma forma Barral e colaboradores mostram que os linfécitos
de todos os pacientes com LCD proliferaram em resposta aos mitdbgenos PHA e
Mitogéno de Pokeweed (PWM), embora a proliferacdo de pacientes com LCD polar
tenha sido menor(122). Entretanto, a proliferacdo n&o ocorreu em resposta aos
antigenos de Leishmania(122). Em consonéancia com estes achados Coutinho e
colaboradores mostraram que PBMC de paciente com LCD proliferavam e
produziam IFN-y apos estimulacdo com ConA e antigeno de T. gondii mas nédo o
faziam apo6s a estimulacdo com antigenos de L. (L.) amazonensis ou L. (L.)
brasiliensis(324).

Outra caracteristica que se discute na LCD se refere a reversibilidade da
disfuncéo celular. Isso foi sugerido por Akuffo e colaboradores quando mostraram,

que pacientes com LCD em remisséo respondiam com proliferacdo linfocitaria ao
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estimulo com PROM-LC e PROM-LCD de forma semelhante a pacientes com
LC(356). Uma das conclusGes dos autores € que nao parece haver uma inabilidade
inata para responder ao antigeno de Leishmania, mas sim uma néo responsividade
prolongada mas transitoria que estd associada com o processo patoldgico, sendo
esta “anergia” presente na LCD modificavel(356). Tratamento ja se mostrou capaz
de positivar a IDRM na LC(330, 370) e também causar o retorno das fun¢des do LT
com proliferacdo linfocitaria e producdo de IL-2, IFN-y em um paciente e IL-4 no
outro(344).

A composicao do infiltrado inflamatério € também alterada na LCD. Em estudo
brasileiro, Xavier e colaboradores demonstraram, que pacientes com LCD apresenta
menor numero de células de Langerhans CDla+ que pacientes com LC(329), isso
também foi observado em outro estudo na Venezuela(332). As células CDla+
tendem a ficar confinadas a epiderme em pacientes com LCD, sendo que durante o
tratamento elas passam a ocupar a epiderme, derme superior e algumas areas
inflamatdrias residuais(334). Células CD8+ e NK também tem distribuicao difusa na
LCD sendo que passam a se localizar em regides de inflamagdo com o
tratamento(334). Mesmo autor mostrou relacdo anormalmente baixa entre LT
CD4+/CD8+ no sangue periférico que aumentou apoés o tratamento, passando de 0.2
para 0.96(334).

Inicialmente vistos como condutores da resposta imune, até a década de 70
os LT eram divididos em classes funcionais de acordo com a positividade para
marcadores de superficie CD8+ e CD4+(224). Entretanto a partir do trabalho de
Parish foi demonstrada uma relagdo inversa entre a imunidade mediada por células,
representada pela reacdo de hipersensibilidade retardada a um antigeno aplicado
intradermicamente, e a humoral, representada pelos titulos de anticorpos especificos
contra 0 antigeno(225). Posteriormente foram identificadas duas subpopulacfes de
LT CD4+: Thl e Th2. Os linfocitos Thl seriam induzidos pela expresséo de IL-12 e
IFN-y, com producédo de IFN-y e IL-2 tendo funcdo importante na imunidade contra
patogenos intracelulares como a Leishmania(224). Ja os LT Th2 seriam induzidos
primariamente pela IL-4 com a produgéo de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 estando
relacionados a imunidade contra helmintos e ao desenvolvimento de condi¢bes

atopicas ou alérgicas(224).
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Além da caracteristica diminuicdo da resposta imune celular com negatividade
da IDRM, pacientes com LCD apresentam altos titulos de anticorpos especificos
contra Leishmania, frequentemente acima de 1/4800(371). Caceres-Dittmar
mostraram que pacientes com LCD tem preponderancia das citocinas IL-4, IL5 e IL-
10 nas lesdes, enquanto apresentam baixa ou nenhuma expresséao de IL-6, TNF-a e
IL-18(230). Em estudo brasileiro Bomfim e colaboradores mostraram apos estimulo
com o antigeno de Leishmania, PBMC de pacientes com LCD expressavam
principalmente IL-2, IL-4 e IL-10, mas ndo expressavam IFN-y. Apos tratamento com
remissao temporaria houve aumento de IFN-y e baixa producdo de IL-10. Apos o
relapso, apesar de haver diminuicdo na producdo de IFN-y os niveis de IL-10
mantiveram-se baixos(342). Silveira e colaboradores também mostraram que
pacientes com LCD apresentam maior expressao de IL4 e IL-10 nas lesbes e em
sangue periférico(88). Os niveis de IgE total e IgE especifica também se mostraram
elevados na LCD, o que poderia estar relacionada a uma estimulacdo da resposta
imune Th2(331).

Das citocinas Thl uma das mais estudadas na LCD é o IFN-y, sendo sua
expressao baixa em PBMC apds estimulo com antigeno de Leishmania(325, 342). O
surgimento desta forma de LTA ja foi associado a presenca de um defeito especifico
na producdo de IFN-y em resposta a antigeno, mesmo que 0s niveis desta citocina
encontrassem-se sistemicamente elevados no caso estudado(338). Da mesma
forma a producédo de IFN-y a estimulo antigénico tem sido relacionada a remisséo da
doenca em diferentes estudos(334, 342, 344).

Outra citocina relacionada a resposta Thl estudada na LCD é a IL-2. Em
estudo utilizando imuno-histoquimica, Nilsen e colaboradores mostraram que
receptores de IL-2 estavam presentes em menor quantidade nas les6es de LCD que
na LC(360). Em estudo posterior, Akuffo e colaboradores mostraram, que a adi¢cao
de IL-2 em altas concentracdes a cultura de linfocitos de pacientes com LCD foi
capaz de permitir que estes respondessem ao estimulo com promastigotas
vivos(350). O mesmo autor sugeriu que a capacidade de produzir IL-2 ao SLA-LCD
teve relacdo causal com a cura de um paciente com a doenc¢a(358). Da mesma
forma relacionada a resposta TH1 a IL-12 se mostrou sistemicamente reduzida em

pacientes com LCD quando comparado a pacientes com LC(311).
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Além de quantitativamente diferente, a resposta imune humoral na LCD
parece ser gqualitativamente diferente que a observada na LC. Em humanos as
imunoglobulinas G podem ser divididas em quatro isoformas. 1IgG1l e 1gG3 sé&o
efetivas contra virus, a IgG2 é mais efetiva contra bactérias encapsuladas ja a IgG4
e IgE séo efetivas contra parasitas extracelulares grandes(372). Quando comparado
a pacientes com Leishmaniose visceral, pacientes com LCD tenderam a produzir
mais anticorpos da classe IgG4, sendo que na LV IgG1 predomina(343). Rodrigues e
colaboradores compararam a presenca das diferentes isoformas de IgG contra
Promastigotas inativados e estratos soluveis de Leishmania, mostrando que a LC foi
dominada pela presenca de IgG1, 1gG2 e IgG3 e ja na LCD a IgG4 foi predominante,
mas IgG1 e 1gG2 também estavam elevadas(341). Na LCD a resposta ao antigeno
HSP83 também é dominada pela IgG4(339).

O trafico leucocitario também tem sido estudado para explicar o
desenvolvimento da LCD. O trafico de leucécitos entre 0 sangue e os tecidos €&
fundamental para resposta imune normal e depende, entre outras coisas, da
expressdo de quimioatractantes nos tecidos, como as quimiocinas (373). As
quimiocinas expressas nos tecidos tem importancia fisiolégica devido a sua
especificidade: os membros da familia de quimiocinas recrutam subtipos bem
definidos de leucécitos e seus receptores sdo expressos de forma diferenciada nos
diferentes tipos de leucécitos(374). Ritter e colaboradores mostraram que pacientes
com LCD tem menor expressao local de (MCP-1/CCL2), sendo que predominava
MIP-1a(CCL3). O Autor argumenta que a expressdao de CCL2 seria benéfica,
enquanto a expresséo de CCL3 estaria relacionada ao curso prolongado da doenca.
Tanto CCL2 como CCL3 atraem mondcitos e macrofagos para o sitio de
inflamagéo(375), entretendo CCL3 também esta envolvido na migracdo de células
NK e na interacdo célula T/ célula dendritica(374). Outro estudo mostrou CCL11,
classicamente associada a resposta imune Th2, estd aumentada nas lesdes de LCD
quando comparada a lesdes de LC(315).

Em outro estudo Campanelli e colaboradores, utilizado imuno-histoquimica,
mostraram que pacientes com LCD tiveram menor expressdo de CCR5, CCR4,
CCR3, CCL17 que pacientes com LC, mas tinham expressdo aumentada de CCL?7.
Os autores levantam a hipotese que embora o numero de LT fosse escasso, €

possivel que CCL7 fosse responsavel por atrair linfocitos Th2 para a lesdo(320).
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Utilizando a mesma metodologia, Dias e colaboradores mostraram que lesGes de
pacientes com LCD tinham expressao diminuida de CD69+ e CLA+(332). O CD69 é
um receptor de membrana presente em diversas populacbes de LT que foi
relacionado a migragcdo linfocitaria e na promocdo de retencdo de LT nos
tecidos(376). O CLA esta presente na superficie de LT, sendo relacionado também a
migracao destes para tecidos inflamados(377).

A citotoxicidade é alvo de intenso estudo na Leishmaniose, e esta envolve
principalmente a apoptose da célula alvo, em um processo dependente ou néo
dependente de antigeno(378). A citotoxicidade pode ser mediada por uma variedade
de células como LT CD8+, LTCD4+ e células NK(378). Na leishmaniose a
citotoxicidade por células CD8+ € importante para a cura(379), mas também foi
associada a lesao tecidual com ulceracdo(380). Em estudo in vitro linfécitos T CD8+
de pacientes com LCD tiveram citotoxicidade significativamente diminuida quando
comparado a LT CD8+ de pacientes com LC(319).

O sistema imunolégico Inato tem importante funcdo no controle da
Leishmaniose, sendo que modelos murinos tem mostrado que os receptores toll like-
TLR (TLR2, TLR3, TLR4 e TLR9) estdo associados com a producéo precoce de IFN-
y e IL-12 fundamental para o controle da Leishmaniose(313). Os TLR séo sensores
capazes de reconhecer padrbes moleculares associados a patdégenos (PAMPS)
como DNA de dupla hélice ndo metilado, Lipoproteinas, Lipopolisacarideos e
flagelina(381). Em recente estudo, Campos e colaboradores mostraram que TLR2 e
TLR4 foram mais expressos nas formas causadas por L. (V.) braziliensis e TLR9 nas
formas causadas por L. (L.) amazonensis. Os autores também mostraram que, em
pacientes com doenca causada exclusivamente por L. (L.) amazonensis, pacientes
com LDC tinham menor expressao tecidual de TLR2 que pacientes com LC(309).
Em outro estudo a estimulagcdo de TLR2 com LPG ou Pam3Cys foi capaz de
recuperar a citotoxicidade, proliferacédo e producao de IFN-y em LT disfuncionais de
pacientes com LDC(319).

Por outro lado, a proteina kinase dependente de RNA de dupla hélice (PKR) e
IFN do tipo 1 foram mais expressos em pacientes com LCD que em pacientes com
LC de acordo com trabalho de Vivarine e colaboradores(318). Em mesmo estudo
autores mostraram que a adicdo de IFN-a a macrofagos murinos infectados com L.

(L.) amazonensis esteve relacionada ao aumento da carga parasitaria(318). O autor



103

argumenta que os receptores reconhecedores de padrdo como TLR2 e TLR4
contribuem para a ativacao do PKR e que a sinalizacdo do PKR leva a expresséo de
IFNs do tipo 1, e que, ativagdo dos IFN do tipo um estaria associada a maior carga
parasitaria contribuindo para a doenga causada por L. (L.) amazonensis(318). A
expressdo de IFN | ja foi associada a sinalizacdo por TLR2 e TLR4 em outros
estudos(382). Desta forma ainda ndo € possivel definir com seguranca o papel
destes receptores na patogénese da LCD.

Uma das primeiras células do sistema imune inato capaz de produzir IFN-y e
TNF-a em doencas causadas por protozoarios € a célula NK(313). Aumento de
células NK CD16+CD56+ no sangue periférico apos o tratamento bem-sucedido de
LCD foi reportado por Pereira e colaboradores e veio associado a aumento e
mondcitos proinflamatérios CD14+CD16+. Linfécitos CD56+ também foram
encontrados em lesdes em processo de cura, o que sugeriu a infiltracdo de células
NK nestas lesfes(322). Carrada e colaboradores também mostraram que a IL-18,
que esté associada conjuntamente a IL-12 na atividade de células NK, foi produzida
em menor quantidade na LCD apds estimulo com LPS(327). A IL-15, que é citocina
ponte entre os sistemas imunes adaptativo e inato, também se mostrou diminuida na
LCD(327).

Os células do sistema fagocitico mononuclear (SFM), originalmente descritas
como um subgrupo de leucdcitos derivados de células mieloides da medula 6ssea
que circulam no sangue e povoam o0s tecidos como macréfagos durante a
inflamac&o(383), também parecem ser importantes na fisiopatogénese da LCD. A
ativacéo da Oxido nitrico sintetase (iNOS ou NOS2) com a producgéo de 6xido nitrico
por macrofagos durante o processo de fagocitose se mostrou importante na
erradicacao de parasitas intracelulares em modelos murinos. Diversos estudos tem
mostrado a presenca de iINOS em lesbes de LC(384). Em estudo utilizando imuno-
histoquimica Qadoumi e colaboradores mostraram que a expressdo de iNOS é
intensa em lesdes de pacientes com LC, mas que apenas uma pequena quantidade
de células foram positivas para esta proteina na LCD(333). Em estudo venezuelano,
Diaz e colaboradores mostraram que a Oxido nitrico sintetase induzivel é
significativamente menos expressa em granulomas de LCD que dos de LC(328).

Células do SFM estao envolvidas no inicio e controle da resposta imune na

LCD. Petersen e colaboradores, em estudo classico, mostraram que a passagem de
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PBMC por la de Néilon, foi capaz de restaurar a resposta proliferativa ao antigeno de
Leishmania(365). O autor argumenta que as células depletadas com este
procedimento sdo mondocitos, embora outras populacfes possam ser afetadas(365).
Mesmo autor mostrou que linfécitos de pacientes com LCD foram capazes de
apresentar resposta proliferativa ao antigeno de Leishmania quando seus proprios
monaocitos foram substituidos por mondcitos de controles saudaveis. Por outro lado,
linfécitos de sujeitos expostos com IDRM positiva perderam a capacidade
proliferativa quando expostos a mondcitos de pacientes com DCL(363).

Este papel no controle da diferenciacdo de LT pode ser explicado pela acéo
de moléculas co-estimulatérias expressas em células do SFM, de acordo com
modelo ja explicado na introducdo. Em estudo de polimorfismos no gene do CTLA-4,
pacientes com LCD tiveram maior frequéncia o gendtipo A/G+49, enquanto
pacientes com LC apresentavam com maior frequéncia o genétipo A/A+49(323). Em
outro estudo a presenca da molécula co-estimulatéria CD86 foi maior em mondcitos
CD14+ de sangue periférico de pacientes com LCD que em pacientes com LC(327).
O autor argumenta que a expressao de CD86 estaria associada a resposta imune
Th2, ndo sendo possivel entretanto definir se alteracdo é causa ou consequéncia da
mesma(327). Em outro estudo linfocitos CD8+ de pacientes com LCD a reversado de
quadro de disfuncéo celular esteve associada a diminuicdo da expressao de PD-
1(319).

A disfungéo celular na LCD também foi atribuida a aumento no nimero de
células T regulatorias FoxP3+ nas lesdes(321). A proporcdo de células T virgens
CD4+CD45RA+ em relagdo a células T de memodria CD4+CD45RA- também se
mostrou aumentada em pacientes com LCD de acordo com estudo utilizando imuno-
histoquimica realizado na Venezuela(351). Tapia e colaboradores levanta a hipotese
de gque este relativo aumento de células T virgens e possivelmente de LT Th2

poderiam estar associados a alteracdes em moléculas de adesdo como ICAM1(346).



Quadro 6 - Principais alteracdes Imunoldgicas da Leishmaniose difusa.

Pacientes com LCD respondem a diferentes antigenos que pacientes
com outras formas da doenca

A disfuncdo imune na LCD é antigeno especifica sendo que linfécitos
dos pacientes proliferam e resposta a mitbgenos.

A Disfuncdo imune da LCD parece ser transitéria e associada ao
processo patologico

Pacientes com LCD apresentam atividade Th2 com altos niveis de
anticorpos especificos circulantes, elevagcdo dos niveis de IgE especifica
e producdo predominante de anticorpos especificos da classe IgGA4.
Citocinas Th2(IL-4 e IL-10) tanto sistemicamente como nas lesdes.

Existe baixa producéo de IFN-y em resposta ao antigeno na LCD. A cura
da LCD esta relacionada a producdo de citocinas Thl como IFN-y e IL-2.

Nas lesdes de LCD moléculas e receptores quimiotaxicos CCL3, CCL11
e CCL7 estdo aumentados, enquanto CCL2, CCR5, CCR4, CCR3 e
CCL17 estdo diminuidas.

Linfécitos T CD8+ de pacientes com LCD apresentam menor
citotoxicidade in vitro que os de pacientes com LC.

Pacientes com LCD tem menor expresséo tecidual de TLR2 e sua
estimulagdo com Pam3Cys ou LPG foi capaz de recuperar as fungbes
efetoras de LT CD8+.

Citocinas relacionadas ao sistema imune inato IL-18 e IL-15 foram
produzidas menor quantidade na LCD.

A Oxido nitrico sintetase induzivel (INOS) é menos produzida em
pacientes com LCD.

A molécula co-estimulatéria CD86 é mais expressa em pacientes com
LCD . Aumento da expressdo de PD-1 e polimorfismos no gene de
CTLA4, também estdo possivelmente envolvidos na imunopatogénese
da LCD.

Na LCD existe aumento relativo de células T regulatérias FoxP3+ e LT
CDA4+ virgens.

Mediadores lipidicos estdo envolvidos na patogénese sendo que na LCD
existe maior expressédo de Receptor 2 de prostaglandina E a resolvina

D1 esta aumentada no plasma.
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Finalmente o balanco de mediadores lipidicos proé-inflamatérios e anti-
inflamatoérios também sdo estudados como possivel fator que influencia no desfecho
de doencas infecciosas(392). As Resolvinas sdo um grupo de mediadores lipidicos
endodgenos que tem papel na resolugcdo da inflamacéo(393). Outro grupo de
mediadores lipidicos, as prostaglandinas podem diminuir respostas imune-
inflamatdrias causando persisténcia de infeccdo ou ainda influenciar respostas
protetivas em infec¢cdes como a hanseniase, por exemplo(392). Em estudo classico,
Petersen e colaboradores mostraram que PBMC de pacientes com LCD tiveram
resposta proliferativa ao antigeno de Leishmania restaurada apdés a adicdo de
indometacina(365), o que né&o foi confirmador por estudo posterior(359). A
indometacina é droga que € inibidora da Cicloxigenase, enzima responsavel pela
sintese de prostaglandinas a partir do acido araquidonico(394). Recentemente,
Franca e Costa mostraram que mRNA do “receptor 2 de prostaglandina E” é mais
expresso em lesBes de LCD que de LC(311). A resolvina D1 também esteve
aumentada no plasma de pacientes com LCD quando comparado a pacientes com
LC, sendo esta possivelmente associada ao ambiente antiflamatério presentes na
LCD(310).

As principais alteracdes imunoldgicas da Leishmaniose difusa encontradas

nos estudos estdo demonstradas na tabela 8.

5.2 A FORMA CLINICA DE LEISHMANIOSE

Nosso paciente apresentava placa eritematosa n&do ulcerada de crescimento
progressivo em regido de dorso nasal a qual surgiu um més apdés viajem a regiao
amazonica.

A morfologia e distribuicdo das lesfes € o principal fator na classificacdo das
formas clinicas de Leishmaniose tegumentar. A pesar de muitas infeccbes serem
subclinicas, o primeiro sinal da infeccdo € tipicamente uma pequena macula
eritematosa que se desenvolve um tempo variavel apés a picada do vetor e evolui
para uma papula e entdo para um ndodulo e finalmente para uma ulcera, que se

desenvolve na leséo caracteristica da LC(15).
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A LDS por sua vez é caracterizada por multiplas lesGes acneiformes,
papulares, nodulares e ulceradas em duas ou mais regides do corpo(91, 93) e que
se disseminam rapidamente(em algumas semanas)(122). No caso do sujeito do
estudo, observamos uma lesdo nao ulcerada o que é um aspecto que fala contra LC.
A apresentacdao clinica observada ndo € compativel com LDS ja que além de a leséo
ser localizada, a lesdo em placa néo esta entre as morfologias descritas na LDS.

A forma difusa é caracterizada por placas e nédulos infiltrados ndo ulcerados
que ao longo do tempo podem atingir grandes areas da pele(122-124, 371) e podem
ser localizados na fase inicial da doenca(8). A Leséo clinica €, portanto, compativel
com um caso inicial de Leishmaniose difusa tanto pela morfologia da leséo, placa
eritematosa ndo ulcerada, como pela histéria de lenta evolugéo.

Em nosso caso pudemos identificar a Leishmania (L.) amazonensis. A
depender da espécie de Leishmania responsavel pela infe¢cdo, o paciente tera maior
ou menor possibilidade de desenvolver uma determinada forma clinica. Enquanto,
em nosso meio, a espécie mais frequentemente associada LC, LDS e LM é a
Leishmania (V.) braziliensis(91). A LCD, por outro lado, é causada pela Leishmania
(L.) Amazonensis (133, 219, 395). A identificacdo da espécie de Leishmania pode
ser feita com alta sensibilidade e especificidade através de reacdo em cadeia da
polimerase, ja que a avaliacdo microscopica ndo pode definir a espécie com
seguranca (396, 397). A identificacdo no caso Leishmania (L.) amazonensis, 0
diagndstico de LCD.

E também muito discutido na literatura o comportamento dos exames
complementares nas diferentes formas da Leishmaniose(88). O teste de
Montenegro, por analisar a resposta de hipersensibilidade celular retardada, é
especialmente importante neste aspecto(88). Ele € tipicamente negativo na
Leishmaniose difusa e positivo nas formas localizada, disseminada e mucosa(88).
Em uma série de casos brasileiros, dos 6 pacientes analisados, todos tinham reagéo
de Montenegro negativa, embora ocasionalmente 3 dos 6 pacientes apresentassem
alguma reacéo fraca(122). A negatividade da reacdo ao antigeno de Montenegro em
Nosso paciente, portanto, reforca o diagnéstico de Leishmaniose difusa.

A IFI de nosso paciente foi negativa. Assim como outros testes sorolégicos a
IFl e 0 ELISA tem relacdo com os niveis de anticorpos no sangue do paciente(173).

Entretanto, existe grande variacdo de acuracia diagnostica a depender da técnica
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utilizada(7). A espécie causadora da doenca também parece ser um aspecto
importante a ser considerado(179). Estudo com Leishmania (L.) amazonensis
mostrou autos titulos de anticorpos quanto medidos por Imunofluorescéncia
indireta(88) e elevados titulos de IFI também foram observados em séries de casos
de pacientes com Leishmaniose difusa no Brasil(122). Entretanto, também existe
série de casos de Leishmaniose difusa em que a Imunofluorescéncia indireta foi
negativa em todos os acometidos(173). Em estudo utilizando o antigeno de
Leishmania (L.) amazonensis para teste de imunofluorescéncia indireta, foi
demonstrado que pacientes com infeccdo por Leishmania (V.) braziliensis
apresentam titulos de anticorpos mais elevados do que aqueles infectados com
Leishmania (V.) guyanensis(179). O autor discute que € possivel que o fato de nédo
se utilizar antigenos homodlogos a espécie pode estar influenciando o desempenho
diferente do teste a depender da espécie infectante(179).

As diferentes propriedades do teste a depender do antigeno também é um
topico discutido em outro estudo, sendo que testes que utilizam o antigeno de
Leishmania (V.) braziliensis tiveram sensibilidade de até 95% e que o antigeno de
Leishmania (L.) amazonensis apresenta grande numero de reacfes cruzadas
principalmente com a doenca de Chagas e a Paracoccidioidomicose(178).

Aparentemente a resposta imune Th2 é importante na Leishmaniose causada
por Leishmania (L.) amazonensis, com a produgcéo de com a producgéao de IL-4, IL-5,
IL-6 e IL-10(398). Hashigushi e colaboradores mostraram uma alta resposta por
anticorpos em pacientes com Leishmaniose difusa utilizando o teste rapido de
Leishmaniose visceral rK39(94). Este teste sorolégico, que envolve
imunocromatografia, é largamente utilizado na Leishmaniose visceral(399), mas se
mostrou positivo também na Leishmaniose disseminada e difusa em um estudo(94).

Por este motivo apesar de na Leishmaniose causada por Leishmania (L.)
amazonensis a reposta imune humoral ser aparentemente importante, questdes
intrinsecas aos métodos soroldgicos utilizados parecem estar relacionadas aos
achados encontrados na literatura com relacéo a positividade dos testes soroldgicos
na forma difusa da doenca, como descritos por Silveira 2004 e Kar 1995(88, 173).
Desta forma a negatividade da imunofluorescéncia indireta no caso néo reforca e

nem afasta a hipétese de Leishmaniose difusa.
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Os histopatologicos da lesdo mostraram a presenca de infiltrado histiocitario
gue se estendia da derme papilar até a derme profunda, em um dos exames foi
ainda observado focos espacos de infiltrado linfoplasmocitario que se adensaram no
limite profundo da lesdo. Estes achados histopatolégicos sdo compativeis com a
reacao exsudativa celular de acordo com o descrito por Magalhées e cols.(400), ou a
resposta macrofagica intacta na classificacdo de Riddley e cols.(217). A auséncia de
células gigantes multinucleadas também reforca o diagnostico de LCD no caso
assim como descrito por Bittencourt(221). A auséncia de necrose favorece a
classificacdo do caso como LCD polar(221, 385), entretanto, ha que se discutir a
intensidade do infiltrado linfocitario que é minimo na LCD(222), mas pode ser
moderada(221) ou até mesmo apreciavel(220). Desta forma, o histopatoldgico
reforca o diagndstico de LCD, embora é necesséaria a correlagdo com os dados
clinicos e imunolégicos para a correta classificacdo(221).

A evolucao clinica do sujeito do estudo com necessidade de multiplos cursos
de tratamento além da associacao de drogas para atingir remisséo é tipica de um
caso de Leishmaniose difusa. A relacdo entre o tratamento e a forma clinica da
Leishmaniose(75). A recorréncia da Leishmaniose ap6s o tratamento €
classicamente chamada de Leishmaniose recidiva cutis(401), também sendo referida
como metaleishmaniose, Leishmaniose lupoide e Leishmaniose cutanea tardia(402).
Estudo brasileiro mostrou que o desenvolvimento desta forma tem sido
primariamente associado a falha terapéutica, podendo seu desenvolvimento ser
prevenido pelo tratamento com antimonial pentavalente(401). A forma cutanea
localizada pode em alguns casos curar sem tratamento, ja a forma mucosa da
doenca é de dificil tratamento raramente curando espontaneamente(15). A
Leishmaniose cutaneo difusa, entretanto, esta tipicamente associada a uma baixa
resposta ao tratamento tradicional com relapsos frequentes(94). Em nosso paciente
é possivel que o tratamento precoce tenha permitido a remissdo completa da doenca
por longo periodo, sendo que na data da confeccdo desta dissertacdo em janeiro de
2019, ndo havia recidiva da doenca. Entretanto, € ainda possivel que o relapso
venha a ocorrer, sendo descrito relapso da doenca muitos meses apos interrupgéo

do tratamento com diferentes drogas(334, 403, 404).
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5.3 ANALISE DOS ACHADOS IN VITRO E EX VIVO

A resposta imune na Leishmaniose foi grandemente estudada em modelos
murinos e utilizando a Leishmania (L.) major(405). De acordo com o paradigma
classico, o desenvolvimento de doenga estaria relacionado a um perfil de citocinas
Th2 e cura a um perfil Th1(406). Entretanto, em humanos e em infeccdes
experimentais com Leishmania (L.) amazonensis, este paradigma nao é suficiente
para explicar a patogénese da doenga(405, 407). Em um estudo com camundongos
BALB/c mostrou que diferentemente do que ocorre com a Leishmania (L.) major, a
infeccdo por Leishmania (L.) amazonensis tem uma resposta mista Th1/Th2 com
producdo de IL-2, IFN-y e TNF-a mas também de IL-4, IL5, IL-6 e IL-10(398). Em
camundongos C57BL/10, também tem sido sugerido que a susceptibilidade a
Leishmania (L.) amazonensis esta relacionada mais a uma auséncia de uma
resposta Thl do que a presenca de uma resposta Th2(408). Este argumento que
tem sido corroborado por estudos em diferentes cepas de camundongos mostrando
gue a patogenia da doenca nado requer a presenca de IL-4(409, 410). Jones e cols.
em um de seus trabalhos argumentam que, no caso de doenca causada por
Leishmania (L.) amazonensis, ndo e a IL-4 a responsavel pela auséncia de resposta
da IL-12 (citocina classicamente chave para o surgimento de resposta imune TH1)
atribuindo este fendmeno a fatores mediados pelo patdégeno)(409). Estudo
experimental propde que a Leishmania (L.) amazonensis induziria um estado
“Semiativado” de células dendriticas, o que seria responséavel por um fenétipo Thl
simile(411). A Leishmania (L.) amazoensis também ¢€é capaz de alterar da
diferenciacdo de célula dendriticas humanas a partir de monécitos o que resulta em
producado diminuida de IFN-y e sobrevivéncia do parasito in vitro(412).

A literatura prévia, portanto, mostra claros indicios de que o paradigma
Th1/Th2 é insuficiente para explicar a patogénese da Leishmaniose difusa, sendo
necessarios mais estudos para o melhor esclarecimento dos aspectos imunolégicos
envolvidos. Estes estudos em humanos séo, entretanto, limitados pela raridade da
doenca e nos tivemos a oportunidade de estudar as moléculas intracelulares e de
superficie que estdo possivelmente envolvidas na génese da Leishmaniose difusa.

No presente estudo, apds a estimulagcdo com o SLA, nds observamos um
decréscimo em linfocitos T CD4+IFN-y+ e CD8+IFN-y+. O IFN-y, uma citocina Th1

classica, tem funcdes e padrdes de expressao diferentes a depender da espécie de
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Leishmania envolvida. Jones e colaboradores mostraram que ratos da cepa CH3
infectados com Leishmania (L.) amazonensis apresentam menores niveis de IFN-y+
linfonodal que os infectados com Leishmaia (L.) major (409). Outro estudo comparou
camundongos C57BL/6 infectados com Leishmania (L.) braziliensis ou com
Leishmania (L.) amazonensis. Os autores mostraram que os infectados com
Leishmania (L.) braziliensis tiveram maior positividade de IFN-y+ em células
CD4+CD44+ linfonodais apoés a reestimulacdo com o antigeno de Leishmania, e que
esta positividade esteve relacionada a cura neste modelo(413).

Em humanos, o antigeno de Leishmania (L.) amazonensis € um fraco indutor
da producdo de IFN-y por linfécitos T CD4+ quando comparado ao antigeno de
Leishmania (V.) braziliensis in vitro(414). Linfécitos T CD8+ também tiveram
producao deficiente de IFN-y em camundongos BALB/c infectados com Leishmania
(L.) amazonensis (415).

A producéo in vitro de IFN-y por células mononucleares de sangue periférico
(PBMC) é o melhor indicador de imunogénicidade contra L. (L.) amazonensis em
macacos(416) e tem se mostrado uma boa indicadora de resposta vacinal contra
espécies dermotrépicas de Leishmania em humanos(417). Entretanto, o IFN-y tem
papel paradoxal durante a infeccdo por L.(L.) amazonensis. Sua producédo favorece
a apresentacdo de antigeno e serve como indutor de mecanismos efetores,
particularmente através da expressédo da 6xido nitrico sintetase induzivel. Entretanto,
esta citocina também induz a producdo de quimiocinas que levam a migracdo de
linfécitos T CD4+ e macrofagos para a lesdo, passo importante na patogénese da
doenca(407). Consistente com a hipétese de que a producdo de IFN-y pode ter
papel patogénico, o tratamento com IFN-y aumentou a carga parasitaria em
macrofagos murinos infectados com L.(L.) amazonensis, e este aumento foi atribuido
a uma maior replicacdo de amastigotas intracelulares(418). Da mesma forma, em
camundongos B6 (suscetiveis) e deficientes de RAG(resistentes), a transferéncia
prévia de linfocitos T regulatérios CD4+CD25+ foi cepas de inibir a producéo de IFN-
y por células linfonodais e diminuiu a carga parasitaria durante a infecgéo por L.(L.)
amazonensis(419).

Os achados aparentemente contraditorios podem ser explicados pela
cronologia da producdo desta citocina no curso da doenca e pelas espécies de

Leishmania estudadas. Estudo em humanos em uma area de L. (V.) braziliensis
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mostrou que apesar da producao baixa ou ausente de IFN-y no inicio da doenga, as
PBMC de todos os pacientes com mais de 60 dias do surgimento da Ulcera
produziam altos niveis IFN-y apds estimulagao antigénica(420).

Experimento in vitro com L.(L.) amazonensis também mostrou que PBMC de
voluntarios ndo expostos apresentam alta producéo de IFN-y 120h apds exposicéo a
formas promastigotas, a pesar de a producao desta citocina ter sido baixa no inicio,
12hs apds a exposicao(421). Da mesma forma camundongos C57BL/c IFN-y-
Knockout séo téo resistentes a Leishmania (L.) amazonensis como ratos selvagens
nas primeiras duas semanas, entretanto, eles tem piores desfechos apds este
periodo(422). De forma similar, estudo mostrou que a produc¢éo precoce de IFN-y foi
associada com o recrutamento de linfécitos T CD4+ e contribuiu para o
desenvolvimento da lesdo(407). Estudos também mostraram que, apesar da maior
producdo de espécies reativas de oxigénio, os ratos selvagens apresentavam
namero de parasitas nas lesdes e tamanho de lesdes semelhantes aos ratos IFN-y-
Knockout até 8 semanas de infec¢do(407).

A influéncia do tratamento na producdo de IFN-y por PBMC é ainda
controversa. Apesar de um estudo mostrar tendéncia a maiores producdo apés o
tratamento(423) e outro mostrar tendéncia de decréscimo(420), relatos mais
recentes ndo foram capazes de mostrar diferencas significativas entre os periodos
de doenca ativa e apds o tratamento(233, 424).

Conjuntamente estes resultados sugerem que o IFN-y é uma molécula
importante nos estagios tardios da infeccdo por Leishmania e que esta presente
apOs o tratamento. Em nosso paciente, contrario ao resultado esperado apds o
periodo de um ano inicio de doenca e mesmo com uma completa resposta ao
tratamento, n0s observamos uma diminui¢éo de linfocitos TCD4+IFN-y+ e CD8+IFN-
y+ apos o estimulo com o antigeno de Leishmania.

Apesar de a producdo de IFN-y+ por células CD8+ ser protetora, é sugerido
que sua atividade citotoxica estda associada a processos patologicos(425). A
citotoxicidade € mediada por dois mecanismos: interacdo de receptores de morte
celular e exocitose de granulos(378). Estudo in vitro com PBMC de pacientes com
Leishmaniose cutanea localizada e Leishmaniose cutaneo difusa sugeriu que nestas
apresentacoes de LTA a citotoxicidade é mediada por granulos estando associada a

expressdo de Granzima B(319). A Granzima B liberada por PBMC também foi
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associada a atividade citotéxica em ensaio que utilizou a liberacdo de >'Cr(426). A
producdo de Granzima B parece ser parte da resposta imune especifica contra
Leishmania(426), e esta tem maior expressao em lesbes cutaneas tardias do que em
iniciais(427). Portanto, € surpreendente que nOSSO paciente apresente com
diminuicdo da expressédo de Granzima B em resposta a estimulacdo do antigeno de
Leishmania mesmo em fases tardias da doenca e sem lesdes ativas no momento.

Os fagocitos mononucleares tem papel central no desfecho da infec¢do por
Leishmania(428). E dentro destas células que a Leishmania se multiplica e pode
sobreviver por longos periodos de tempo(428), e é a interacdo destas células
apresentadoras de antigenos com linfocitos T que leva finalmente a producédo de
citocinas responsaveis pela resposta imune Thl protetora(428, 429).

A ativacdo de células CD4+ e CD8+ depende de sua interagcdo com o
complexo maior de histocompatibilidade(MHC) associado ao antigeno, mas também
€ necessaria a presenca de moléculas coestimulatérias(430-432). Na auséncia de
moléculas coestimulatorias, os linfocitos ndo sédo capazes de responder efetivamente
e se tornam anérgicos (433). Classicamente, tem-se assumido que a coestimulacao
produzida pela ligacdo do CD28 de células T com os CD80 ou CD86 das células
apresentadoras de antigenos € passo necessario e suficiente para superar a
anergia, entretanto, a via CD40/CD40L também parece ser importante(434).

Moléculas coestimulatérias, como CD40 e CD86 , estao elevadas e parecem
ser importantes na resisténcia contra a L.(L.) major e a L.(L.) infantum(435-437). A
Leishmania (L.) amazonensis, entretanto, € capaz de inibir a maturacao de células
dendriticas com a expressao diminuida de células coestimulatorias(438, 439), com a
consequente inibicdo da proliferagdo linfocitaria(412, 438). Em nosso estudo, a
expressao de CD40 e CD86 em mondcitos apods a estimulagcdo com o SLA foi similar
a encontrada no controle negativo. Desta forma, é improvavel que a inibicdo destas
vias coestimulatérias seja a explicacdo primaria para a disfuncéo antigeno especifica
encontrada em nosso paciente.

Por outro lado, a expressdo de PD-L1 em mondcitos foi diferente entre cultura
estimulada com SLA e o controle negativo. A proteina de morte programada 1 (PD-
1) é um receptor inibitério que esta primariamente presente na superficie de células
T ativadas(440), ao passo que seus ligantes(PD-L1 e PD-L2) estdo presentes em

uma variedade de tipos celulares incluindo células apresentadores de antigenos e
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muitas células de linhagem ndo hematopoiéticas(441). A PD-1 age como um
receptor co-inibitério durante a interacdo entre o a complexo antigeno/MHC e o
receptor de célula T(TCR)(440, 441). Além de seu papel fisiologicamente importante
na autotolerancia, a PD-1 também j4 foi implicada em disfuncdo antigeno especifica
de linfécitos T CD8+ e CD4+ em doencas infecciosas e parasitarias cronicas, sendo
este processo chamado exaustao celular(440, 442). A exaustao pode levar a perda
da funcéo efetora por afetar a producao de IL-2, IFN-y+, TNF-a de linfécitos T, além
de afetar a atividade citolitica e a degranulagédo de células T CD8+(270, 440). De
forma diferente do que ocorre com a anergia, que é rapidamente induzida durante o
primeiro encontro com 0 antigeno, a exaustao e progressiva ao longo do tempo
(294). Além disso, na exaustdo a producdo de |IFN-y e a capacidade de
degranulacdo sao perdidas posteriormente, quando o processo esta avancado(294,
443). No presente estudo, apos a reestimulacdo com o SLA, nds observamos uma
diminuicdo da expressdo de IFN-y nos linfécitos T CD4+ e CD8+ e de granzima B
nos linfécitos T CD8+. Por outro lado, a expressdo do PD-L1 aumentou na presenca
do SLA.

A exaustdo de linfocitos T CD8+ ja foi sugerida em pacientes com
Leishmaniose difusa causada por Leishmania(L.) mexicana(390). A diminuicdo da
producdo de IFN-y e da proliferagdo em resposta ao antigeno de Leishmania (L.)
infantum também ja foi mostrada em linfocitos T CD8+ e CD4+ de cées
diagnosticados com Leishmaniose causada por L. (L.) infantum. Essa exaustéo foi
revertida com o uso de anticorpos anti-PD-1, levando a um aumento da producéo de
espécies reativas de oxigénio em fagocitos co-cultivados com estes linfécitos(442).

Em outro estudo com camundongos que ndo expressavam a molécula PD-
L1(PD-L1-Knockout) que foram infectados com a Leishmania (L.) mexicana, estes
mostraram menor carga parasitaria e desenvolveram lesdes cutaneas de tamanho
menor, quando comparados com camundongos selvagens. Além disso, apesar de 0s
camundongos terem produzido quantidades semelhantes de IFN-y , o grupo PD-L1-
Knockout demonstrou producdo menor de IL-4 quando comparado com O0sS
selvagens(444). Células dendriticas de camundongos PD-L1-Knockout estimuladas
com Ovalbunina também mostraram um aumento na secrecao de citocinas(445).

O aumento da expressdo de PD-L1 também foi observada através do

reconhecimento da polyl:C TLR3 em uma interacdo CD40/CD40L de uma maneira
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dependente de NFkB(446). Apesar do TLR3 ser um receptor que reconhece RNA de
dupla hélice(dsRNA), muitos estudos identificaram a presenca de um RNA virus em
vérias espécies de Leishmania, como L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (L.)
aetiopica, L.(L.) major e L.(L.) infantum(446-449). Somado-se a isso, a presenca do
LVR1 na Leishmania tem sido associada a falha terapéutica. Em recente estudo com
76 pacientes, sujeitos infectados com L. (V.) guyanensis que carregavam o LVR, ndo
responderam ao tratamento, enquanto sujeitos com Leishmania mas sem o0 virus
responderam(449). Falha terapéutica também foi observada durante infecdo por
L.(V.) braziliensis associada ao LVR1(448). Um estudo realizado em Rondénia
mostrou uma associacdo entre Leishmaniose mucosa e a presenca do RNA virus de
Leishmania(450). A maioria dos estudos prospectivos que identificaram a presenca
do LRV séo da regido amazobnica(451). O paciente deste estudo esteve no estado
do amazonas antes do inicio das lesdes cutaneas e experimentos in vitro mostraram
um aumento da expressao de PD-L1 associado a exaustdo de linfocitos T CD8+ e
CD4+ apés estimulacdo com o SLA. Uma hipotese que foi formulada para explicar
estas alteracbes € de que a presenca do LVR na Leishmania (L.) amazonensis que
reconhecida pelo TLR3 levaria ao aumento da expressdo de PD-L1 com a exaustao
de células T, o que foi evidenciado pela diminuicdo na expressdo de IFN-y e
Granzima B.

Sugerimos que o0 aumento na expressdo de PD-L1 observada em nosso
trabalho pode ser um mecanismo que os parasitas exploram para evadir a resposta
imunitaria. Nossos achados levantam a hipotese que a expressdo de PD-L1 em
mondcitos pode ter papel importante na disfuncdo de linfocitos T CD8+ e T CD4+
observada na LCD. Surpreendentemente, essa disfuncéo foi observada meses apés
o0 inicio do tratamento da Leishmaniose e se manteve mesmo com 0 aumento de
moléculas co-estimulatorias que ocorreu apés estimulagdo com o antigeno soluvel
de Leishmania e resultou em diminuicdo da expressao de IFN-y em linfécitos CD8+
e CD4+, e de Granzima B em linfocitos CD8+. Em seu conjunto os dados nos
permitem assumir que, como uma consequéncia da exposi¢cdo antigénica crbnica,
este paciente apresentou-se com exaustdo de linfocitos T que persistiu apesar da
cura clinica. Esta evolugdo estd de acordo com o conceito presente na literatura de

gue a exaustdo desenvolve-se em um periodo de 2 a 5 semanas e afeta tanto as



116

funcdes T auxiliares como as citotoxicas, e de que, células exaustas nao recuperam
sua funcédo, mesmo com a retirada do estimulo antigénico(296, 443).

A Leishmaniose difusa uma infecc¢éo crénica e de dificil manejo clinico(94). O
blogueio do receptor PD-1 utilizando anticorpos monoclonais estd atualmente em
investigacdo para o tratamento de outras doencas infecciosas crbnicas e tem
mostrado resultados promissores(452). Desta forma, estudar a atividade deste
receptor na LCD € um caminho légico a se seguir para o desenvolvimento de
melhores estratégias terapéuticas. Um diagndstico e tratamento precoces sao
cruciais para atingir um desfecho clinico satisfatério. Como mostramos em nossos
resultados, apesar do tratamento e da auséncia de lesbes ao tempo da avaliacédo
imunoldgica, o estado de exaustao antigeno especifico apos estimulagdo com o SLA
pode persistir e este estado foi provavelmente causado pela via inibitéria PD-1/PD-

L1.

5.4 LIMITACOES

Entretanto, o estudo apresenta diversas limitagcbes. Com reacdo a revisao
bibliografica uma limitacdo importante se refere a avaliagdo de qualidade dos
estudos, sendo que ndo existe critério avaliativo validado para estudos in vitro. Outra
limitacdo se refere a quantidade de bases utilizadas na procura, sendo utilizada
apenas a base Pubmed. Da mesma forma, a andlise dos estudos foi feita por
apenas um avaliador, sendo que € preconizado a avaliacdo por no minimo dois ou
trés revisores, segundo diferentes fontes bibliograficas(453, 454). Devido a
dificuldade de obter artigos, muitos deles antigos, também € possivel que algum dos
artigos nao avaliados possa ter sido incluido na revisao caso disponivel.

Por dltimo, e talvez a mais importante limitacdo da revisdo seja a
heterogeneidade dos estudos. Devido as mudancas dos conceitos e técnicas de
estudo da imunologia ao longo dos anos e também da amplitude do préprio tema, é
dificil obter dados que possam ser sintetizados de forma objetiva. Optou-se por uma
revisdo mais ampla, entretanto, entendendo que apesar de diferentes, os variados
marcadores e vias imunoldgicas se conectam e passam a ter sentido quando
avaliados como um todo, e ndo apenas uma determinada via ou marcador
especifico. Isso se fez possivel devido a raridade da LCD, sendo que uma busca

com o nome da doenca foi capaz de recuperar apenas 501 trabalhos.
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Com relacao ao estudo in vitro a principal limitacédo se refere ao fato de ter-se
incluido apenas um paciente com a doenca. Isso se deve em parte a raridade da
doenca, que dificulta que um sé centro tenha em um pequeno periodo de tempo e
muitos pacientes para realizar o estudo. Desta forma é temeroso extrapolar as
conclusdes retiradas no caso para todos os pacientes com esta forma de doenca.

Outra limitacéo se refere a relacdo causal entre a atividade da via PD-1/PD-L1
e a diminuicdo das funcbes efetoras. Como j& exposto na discussao, em diversos
outros contextos esta relacao ja foi demonstrada, mas nao podemos descartar que
no caso especifico da LCD exista um terceiro fator que explique a alta expressao de
PD-L1 na superficie de mondcitos derivados de PBMC e a diminuicdo das funcdes
efetoras, sem que as alteracdes tivessem relacdo de causa e efeito. Em nosso
estudo, fomos capazes de parcialmente superar esta limitacdo analisando multiplas
moléculas de superficie de linfécitos e mondcitos que ja estiveram relacionadas a
fisiopatologia da LTA de acordo com estudos anteriores, sendo que nenhuma das
alteracOes encontradas parece explicar a disfuncao celular em tela.

Como ja discutido, a relagcdo entre a via PD-1/PDL-1, exaustdo celular e o
desfecho clinico ja se mostrou importante em diversas condi¢des patoldgicas, como
neoplasias. Entanto, € possivel que, mesmo que alterada, esta via ndo seja
clinicamente importante na LCD e que outros fatores sejam mais determinantes na
fisiopatologia da doenca.

5.5 PERSPECTIVAS

Para confirmar, que estes achados ndo sao limitados a apenas um sujeito
com a doenca uma das estratégias a ser adotada em futuros estudos incluem
realizar estudos multicéntricos ou transportar pacientes de multiplas localidades de
forma a realizar os experimentos realizados neste estudo em varios sujeitos e
comparar estes achados com sujeitos com outras formas da doenca. O recrutamento
de pacientes para realizacdo deste estudo ja estd sendo realizado, sendo que os
processos para o diagnostico de mais um caso de LCD ja foram completados.

Para confirmar a associacdo causal entre as alteragcdes na via co-inibitéria
estudada e as alteracdes nas funcdes efetoras poderiamos adicionar uma quarta
condi¢do em que, além de estimular as PBMC com o SLA, fizéssemos o blogueio da

via PD-1/PD-L1. Poderiamos entdo comparar a cultura de células em que o bloqueio
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foi realizado e a cultura em que este ndo foi realizado. Este estudo estd em
andamento, sendo que a compra dos insumos para sua realizacao ja foi realizada.

Para a confirmagcdo da hipotese de que as alteracbes imunes da LCD
estariam ligadas a presenca de LRV1 de Leishmania poderia ser feito em conjunto
com o estudo imunolégico a pesquisa do virus nas Leishmania dos sujeitos do
estudo. Isso poderia ser correlacionado com os achados do estudo in vitro e com os
parametros clinico laboratoriais dos pacientes. A Universidade de Brasilia tem a
capacidade técnica para a realizacdo deste estudo, sendo necesséario apenas a
compra de materiais de consumo especifico.

Uma maneira de avaliar se as alteracdes encontradas tém realmente
relevancia clinica seria utilizar um bloqueador da via para tratamento de pacientes
com LCD, como ja explicado anteriormente. Apesar de a doenga ser rara, esta
estratégia é factivel, jA que como trata-se de uma doenca de dificil tratamento, &
possivel que existam pacientes com longo tempo de doenca sem resposta
terapéutica que possam ser incluidos no estudo. O recrutamento de pacientes de
varias regides do pais através de contato com centros de referéncia no tratamento
de LTA é uma estratégia a ser adotada. O contato com os centros de referéncia ja
estd sendo realizado e ja foi possivel entrar em contato com um paciente com 30

anos de doenca que é possivel candidato a entrar no estudo.
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6 CONCLUSAO

1. Quando comparado aos controles, a expressdo de PD-L1 em mondcitos
derivados de PBMC ap6s 48hs de estimulo com o antigeno de Leishmania
esteve elevada, estando esta associada a menor expressao de IFN-y e
Granzyma B na superficie de linfocitos. Estas alteracbes nas moléculas
em Linfécitos, ndo parecem ser explicadas por alteracdes significativas de
CD44, HLA-DR, CD86, CD80 e CD40 na superficie de mondcitos.

2. Na andlise ex vivo Mondcitos (CD14+) do sujeito apresentavam alta
expressdo de CD40, CD44, HLA-DR e CD86, mas baixa expressdo de
CD80 e PD-L1. Estavam presentas em maior numero de LT CD3+CD8+
que de LT CD3+CD8+, e maiores numeros de LT CD8+CD45R0 que de
LT regulatorios CD4+CD25+ ou LT CD8+CD45RA.

3. Apos estimulo com o SLA a expressao in vitro de CD44, HLA-DR, CD86,
CD80 e CD40 em mondocitos foram semelhantes entre as células
estimuladas com o SLA e os controles negativos.

4. A reviséo da literatura mostrou que existe uma mudanca no paradigma na
imunopatogénese da LCD que leva em conta além do paradigma classico
Th1/Th2 outros fatores, entre eles a presenca de mediadores inibitérios, o

gue foi corroborado pelos achados deste estudo.
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serao coletadas por intermédio de questionario padronizado que inclui avaliagdo diagnéstica e rastreio de
possiveis fatores clinicos e laboratoriais relacionados a emergéncia de acometimento
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otorrinolaringolégico. Sera realizada analise multivariada para o calculo da razdo de chances e detecgao de
possiveis confundidores.
Dessa forma, espera-se averiguar a influéncia de alteragdes otorrinolaringolégicas prévias no

desenvolvimento da Leishmaniose Mucocutanea em pacientes com leishmaniose tegumentar americana.

Objetivo da Pesquisa:
O objetivo principal do estudo é identificar as alteragdes otorrinolaringolégicas prévias como fator de risco

para o desenvolvimento da leishmaniose mucocutanea.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

A principio, o estudo néo oferece riscos aos participantes tendo em vista que os exames a serem realizado
ja fazem parte da rotina de atendimento aos pacientes com leishmaniose e os autores garantem que néo
serao feitos procedimentos invasivos adicionais. Para a amostra do estudo, o delineamento nao oferece
beneficios mas certamente havera beneficio para pacientes que futuramente venham ser atendidos no
sentido de poder haver a identificagdo prévia de fatores de risco relacionados a leishmaniose mucocutanea.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
O projeto de pesquisa € factivel segundo o cronograma de atividades apresentado bem como a planilha de
orgamento.

Consideragées sobre os Termos de apresentacgao obrigatoéria:

Os termos de apresentagéao obrigatdria estdo adequados.
Recomendacgodes:

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
Sendo assim, sou de parecer favoravel a aprovagéo do projeto de pesquisa.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
O presente projeto foi avaliado na 42 Reunido Ordinaria deste CEP. Apds apresentacéo pelo relator e
discussédo pelos membros do Colegiado o projeto foi aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Exhaustion in a Case of Early
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Introduction: Diffuse cutaneous leishmaniasis (DCL) is a rare disease form associated
with Leishmania (L.) amazonensis in South America. It represents the “anergic” pole of
American Tegumentary Leishmaniasis, and the explanation for its resistance to treatment
remains elusive. We aimed to study some possible immunological mechanisms involved
in the poor DCL treatment response by evaluating some cell surface molecules obtained
from a patient with DCL by flow cytometry.

Case presentation: A 65-year-old DCL patient who initially failed to respond to the stan-
dard treatment for the disease showed vacuolated macrophages filled with amastigotes in
lesion biopsy, and L. (L.) amazonensis was identified through ITS1PCR ampilification. The
Leishmania skin test and indirect immunofluorescence analysis revealed negative results.
Peripheral blood from the patient was collected after a few months of treatment, when
the patient presented with no lesion. Peripheral blood mononuclear cells were analyzed
ex vivo and in vitro after 48 h of stimulation with soluble L. (L.) amazonensis antigen (SLA).
Cell death, surface molecules, and intracellular molecules, such as IFN-y and granzyme B,
were analyzed in the cells using flow cytometry. Analysis of the surface markers showed
an increased expression of the inhibitory molecule programmed death ligand 1 (PD-L1)
in the monocytes restimulated with SLA (approximately 65%), whereas the negative
controls were 35% positive for PD-L1. Conversely, compared with the negative controls,
we observed a decrease in CD4+IFN-y* T cells (8.32 versus 1.7%) and CD8*IFN-y* T cells
(14% versus 1%). We also observed a relevant decrease in the granzyme B levels in the
CD8* T cells, from 31% in the negative controls to 5% after SLA restimulation.

Conclusion: The dysfunctional activation of PD-L1 inhibitory pathway after Leishmania
antigen stimulation and reduced levels of IFN-gamma and granzyme B-producing cells
could be closely related to unresponssiveness to standard drug treatment of DCL patient.

Keywords: diffuse cutaneous leishmaniasis, programmed cell death-1 ligand 1, L
interferon-gamma, granzyme B, T-cell exhaustion

ishmania (L) am is,
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INTRODUCTION

Even though Leishmaniasis is an important health problem,
with an estimated incidence of 0.9-1.6 million each year, it is
often overlooked during discussions of tropical diseases (1, 2).
It is a complex zoonotic disease, with multiple animal reservoirs,
and is primarily transmitted by the sandfly host (1). There is no
human vaccine, and the treatment available today is based on
toxic and poorly tolerated drugs (3, 4). The spectrum of clinical
presentations can be divided into the following four categories:
cutaneous leishmaniasis (CL), diffuse CL (DCL), mucocuta-
neous leishmaniasis (MCL), and visceral leishmaniasis (5).
The form and severity of infection are related to the infecting
Leishmania species, together with the host immune response
(5, 6). DCL is a rare disease that affects patients showing an
impaired cellular immune response against the parasite (7).
Leishmania (L.) amazonensis is the primary species associated
with this disease in South America. The disease is characterized
by the presence of nodules, plaques, and, in some cases, ulcerated
lesions. Histopathological examinations show an abundance
of Leishmania-infected macrophages that fail to control the
infection. The treatment is frequently ineffective, and patients
are administered several toxic therapies; however, they experi-
ence poor clinical responses (7). The molecular mechanisms
regulating the relationship between the parasite and the affected
patient are not totally understood. DCL patients frequently show
impairment of the Th1/cellular response; however, it is unclear
why patients show a poor response to treatment (8).

This case report describes the flow cytometric analysis of
the cell expression profile of surface and intracellular molecules
from a DCL patient who presented with clinical relapse following
standard treatment with N-methyl glucamine (NMG). The study
aimed to identify the possible immunological mechanisms that
lead to poor responses to DCL treatment.

CASE REPORT

A male 65-year-old resident of Brasilia, Federal District,
Brazil, presented with an erythematous plaque on his nose one
month after fishing in the state of Amazonas, Brazil (Figure 1).
Samples from the lesion aspirate were inoculated and cultured
in McNeal, Novy & Nicolle medium, and smears from the
skin biopsies were positive for Leishmania. Total DNA from
isolated parasites in the culture was purified for molecular
analysis using the ITS1 PCR amplification and restriction
fragment length polymorphism (RFLP) procedures with the
Haelll restriction enzyme (9), which identified the species as
L. (L.) amazonensis. The Leishmania skin test (LST) and indi-
rect immunofluorescence results were negative. Microscopic
analysis of biopsy showed vacuolated macrophages filled with
amastigote forms. All diagnostic procedures are described
elsewhere (7, 10). HIV serology was negative.

The patient was initially treated with NMG (20 mg SbV/kg/day)
for 20 days; however, no improvement was observed (11). The
treatment was continued with the administration of 26.775 g
that did not result in any improvement. After one month of not
undergoing treatment, the patient resumed treatment with 20 mg
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FIGURE 1 | Clinical presentation. (A) Erythematous plaque on the nose and
(B) skin biopsy showing vacuolated macrophages with abundant parasites
(HE, 400x).

SbV/kg/day NMG combined with allopurinol (1,200 mg/day).
The NMG treatment was stopped after the administration of
a 44.625 g dose due to intense myalgia. However, the patient
resumed treatment one week later until the total dose reached
53.55 g. We submitted this report 14 months after the admin-
istration of the first dose of NMG. The patient was still using
allopurinol at that time. To determine the possible causes of
this antigen-specific immune dysfunction, we performed ex
vivo and in vitro flow cytometric analysis of the peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) of this patient. In this way,
after the patient has undergone 11 months of treatment, being
only administered allopurinol and presented with no lesion, we
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collected peripheral blood for immunological analysis. PBMCs
were obtained through Ficoll gradient purification and analyzed
ex vivo and in vitro after 48 h of stimulation with soluble L. (L.)
amazonensis antigen (SLA). In ex vivo and in vitro experiments,
the cells were stained with fluorochrome-conjugated anti-
bodies to analyze the surface molecules [CD14, CD40, CD44,
CD80, programmed death ligand 1 (PD-L1), HLA-DR, CDS86,
CD3, CD4, CD8, CD45RO, CD45RA, and CD25]. For the
in vitro experiment, positive control cells were stimulated with
concanavalin A (conA). Cellular viability was assessed using
Annexin V and propidium iodide (PI) labeling, acquired by
flow cytometry (Verse/BD Biosciences, San Jose, CA, USA) and
analyzed using FlowJo software (FlowJo, Ashland, OR, USA).
To evaluate the production of intracellular molecules (IFN-y
and granzyme B), Brefeldin A was added to stop protein secre-
tion 4 h before the staining and observation by flow cytometry.
The ex vivo (SLA unstimulated) experiments showed that the
monocytes expressed higher percentages of CD14, CD40, CD44,
HLA-DR, and CD86 and lower percentages of CD80 and PD-L1
(Table 1). The in vitro experiments showed that the cells were
viable, and no differences in the cell death markers were found
between the SLA-treated cells and negative controls (unstimu-
lated) (Figure 2). We observed an increase in the expression of
the inhibitory molecule PD-L1 in the monocytes restimulated
in vitro with SLA (approximately 65%), whereas the negative

TABLE 1 | Surface molecule expression in ex vivo and in vitro monocytes.

Surface molecules Ex vivo In vitro
Medium SLA ConA

CD14 849 98.3 96 59.6
CD44 99.3 99.4 99.5 97.6
HLA-DR 88.5 86.4 94.8 25.6
CD86 90.4 78.7 81.2 5.22
CD80 0.46 25.2 32.5 5.2
CD40 91.3 97.1 97.4 71.9
Programmed death ligand 1 (PD-L1) 1.19 35.5 64.9 43.2

The patient’s total peripheral blood mononuclear cells were stained with specific
antibodies against monocyte surface molecules. Surface molecule expression was
analyzed in a population of monocytes gated by size (FSC) and granularity (SSC).
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controls were 35% positive for PD-L1 (Figure 3). Additionally,
8.32% of the negative control cells were CD4*IFN-y*, but this
percentage decreased to 1.7% after SLA stimulation. Analysis
of the negative controls showed that 14% of the cells were
CD8*IFN-y*, but this percentage decreased to 1% after SLA
restimulation. We also observed a relevant decrease in granzyme
B expression in CD8+ T cells, from 31% in the negative controls
to 5% after SLA restimulation (Figure 4).

DISCUSSION

Our patient, contrary to the expected, after complete clinical
response to treatment, more than a year after the disease onset
and with no lesion, presented a decrease in CD4+IFN-y+ and
CD8+IFN-y+ after SLA restimulation. Data from literature show
that a classical Th1 cytokine, IFN-y, plays diverse roles and has
different patterns of expression, depending on the infecting
Leishmania species. In humans, L. (L.) amazonensis antigen is a
weaker inducer of IFN-y production by CD4+ T cell compared
with Leishmania (V.) braziliensis antigen in vitro (12). In contrast,
in vitro production of IFN-y by PBMCs is the best indicator of
specific immunogenicity as it has been an indicator of response to
vaccine against dermotropic Leishmania species in humans (13).
Nevertheless, IFN-y plays a paradoxical role during the L. (L.)
amazonensis infection. It favors antigen presentation and serves as
an inducer of effector mechanisms, particularly through inducible
nitric oxide synthase expression; however, it also induces chemokine
expression, which leads to migration of CD4+ and macrophages
to lesion sites, which are important in disease development (14).
These apparently contradictory findings may be explained
by the chronology this cytokine production in the disease
course and the Leishmania species studied. A human study in
a L. (V.) braziliensis area showed that despite the low or absent
IFN-y production early in the disease, all patients with more
than 60 days of cutaneous ulcers presented a strong antigen-
stimulated production of IFN-y by PBMCs (15). Regarding
the effect of treatment in IFN-y responses by human PBMCs,
although one study has shown a tendency for higher levels after
treatment (16) and another showed a tendency for decreased
production (15), more recent reports have not shown significant
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FIGURE 2 | Cellular viability of total peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) after SLA stimulation. The patient’s total PBMCs were stained with Annexin V and
propidium iodide. Medium (M), soluble Leishmania amazonensis antigen (10 pg/mL SLA), and concanavalin A (15 pg/mL conA) after 48 h of in vitro restimulation.
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FIGURE 3 | Programmed death ligand 1 (PD-L1) expression in monocytes
is increased after SLA restimulation. The patient’s total Peripheral blood
mononuclear cells were stained with anti-PD-L1 antibody. PD-L1 expression
was analyzed in a population of monocytes gated by size (FSC) and
granularity (SSC). Medium (M), soluble Leishmania amazonensis antigen

(10 pg/mL SLA), and concanavalin A (15 pg/mL conA) after 48 h of

in vitro restimulation.

differences between patients during the active disease and after
treatment (17, 18). Together, these studies suggest that IFN-y is
an important molecule in the late stages of Leishmania infection
because it is present after treatment.
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Although CD8+ IFN-y production is generaly protective in
Leishmaniasis, it is suggested that their cytolytic activity is
associated with pathology (19). An in vitro study with PBMCs
from patients with localized CL (LCL) and DCL has suggested
that cytotoxicity is mediated by cytotoxic granules and that it is
associated with granzyme B expression (20). Granzyme B seems
to be part of the acquired Leishmania-specific immune response
(21), and it is more highly expressed in late cutaneous lesions
than in early ones (22). However, it is surprising that our patient
presented with diminished granzyme B expression after SLA
restimulation late in the disease course and with no lesions at
that point.

We also observed that the patient PD-L1 expression on
monocytes differed between the SLA restimulated and the
negative control. Programmed death-1 (PD-1) is an inhibitory
receptor that is primarily present on the surface of activated
T cells (23), whereas its ligands (PD-L1 or PD-L2) are present
on avariety of cell types, including antigen-presenting cells and
many non-hematopoietic cells (24). PD-1 actsasa co-inhibitory
receptor during the interaction of the antigenic peptide/MHC
with the T-cell receptor (TCR) (23, 24). In addition to its role in
self-tolerance, PD-1 is linked to pathological antigen-specific
CD8+ and CD4+ T-cell dysfunction in chronic infections and
parasitic diseases. This process is called cellular exhaustion
(23, 25). Exhaustion can lead to a loss in effector function by
affecting the IL-2, IFN-y, and TNF-a production of T cells,
cytolytic activity and degranulation of CD8+ T cells (23, 26).
Different from anergy, which is rapidly induced during the first
encounter with the antigen, exhaustion is progressive over time
(27), and the IFN-y production and capacity to degranulate
seems to be lost later, when the process is advanced (27, 28).
In the present study, after SLA restimulation, we observed a
decrease in IFN-y expression by CD4+ and CD8+ and gran-
zyme B expression by CD8+. In contrast, PD-L1 expression
increased in the presence of SLA. CD8+ T-cell exhaustion has
been previously suggested in Diffuse Leishmaniasis caused
by Leishmania (L.) mexicana (20). These results suggest that
the increase in the PD-L1 expression observed in this work
might be a mechanism that parasites exploit to avoid the
immune response. Our findings suggest that PD-L1 expression
by monocytes might play a role in CD8+ and CD4+ T-cell
dysfunction in DCL. Interestingly, this T-cell dysfunction
was observed months after the initiation of the Leishmaniasis
treatment, despite the increase of costimulatory molecules
after SLA stimulation, and it resulted in low IFN-y in CD8+
and CD4+ and granzyme B on CD8+. Together it is possible to
assume that, as a consequence of the chronic exposition to the
Leishmania antigen, this patient presented with T-cell exhaus-
tion that persisted despite clinical cure. This is in accordance
with the concept that exhaustion takes between 2 and 5 weeks
to develop and affects both cytotoxic and helper functions, and
exhausted cells do not recover their functions even after the
removal of the antigen (28, 29).

Our patient showed a higher percentage of CD8 T cells
than CD4 T in the unstimulated condition. One possibility
is that the treatment was sufficient, by this time of immuno-
logical evaluation, to restore the CD8 T cells numbers and not
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FIGURE 4 | SLA decreased IFN-y production by CD4+ cells and IFN-y/granzyme B production by CD8* T cells. The patient’s total peripheral blood mononuclear
cells were stained with anti-CD4, anti-CD8, anti-IFN-y and anti-granzyme B antibodies. (A) Lymphocytes were gated by size (FSC) and granularity (SSC), and
IFN-y was analyzed in a CD4+ population. (B) IFN-y or granzyme B expression was analyzed in a CD8* population. Medium (M), soluble L. amazonensis

antigen (10 pg/mL SLA), and concanavalin A (15 ug/mL conA) after 48 h of in vitro restimulation.

CD4 T cells. This observation can suggest a different role of
CD8 T lymphocytes in our DCL patient. In fact, data from
literature show that the number of CD4 and CD8 lymphocytes
from DCL patients peripheral blood can ne altered during
the healing process, increasing 86.5 and 37%, respectively
and normalizing the CD4/CD8 ratio. In a moment prior to
treatment, the CD8 T cells from DCL patients were found dif-
fusely distributed by the inflammatory tissue, whereas after the
treatment, a higher number of CD8 T lymphocytes was found
localized in the inflammatory infiltrate. However, 5 months
after the end of the treatment, CD8 T cells decreased to
abnormal numbers in the peripheral blood (30). We observed
a decrease of IFN-y and granzyme B in SLA stimulated CD8+
cells. The viable CD8 T cells from lesion of DCL patients
caused by L. mexicana showed a decrease in cytotoxicity,
antigen-specific proliferation and IFN-y production after co-
cultured with macrophages infected with this parasite. This
anergic response by CD8 T cells was restored after stimuli
by two TLR2 antagonists (LPG and Pam3Cys). Also, PD-1
expression on CD8 T cells was decreased after the stimuli (20).
All these results suggest that the low presence of CD4 cells and,
mainly, the anergic CD8 cells can be contributing to unrespon-
sitivity to treatment and probably, to the persistence of DCL.
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Diffuse CL is associated with difficult therapeutic manage-
ment and is often a chronic infection (31). PD-1 blockade using
monoclonal antibodies is currently under investigation for the
treatment of other chronic infectious diseases and has shown
promising results (32). Thus, studying this receptor in DCL is
a relevant step toward the development of better therapeutic
strategies. The patient showed good clinical results after com-
bination treatment with NMG and allopurinol. Early diagnosis
and treatment are crucial for achieving a satisfactory clinical
outcome. As shown by our results, despite treatment and a
patient without lesions at the time of immunological evaluation,
a selective exhausted state can persist after Leishmania antigen
stimulation and this state is possibly caused by the induction
of the PD-L1 inhibitory pathway, once we observed a higher
expression of PDL-1 in monocytes.

The increase in PD-L1 expression was also observed through
recognition of polyl:C by TLR3 in a CD40/CD40L interac-
tion and NFkB-dependent manner (33). Although TLR3 is
a receptor that recognizes double-stranded RNA (dsRNA),
many studies have identified the presence of Leishmania
RNA virus (LVR) in several Leishmania species, such as L.
(V.) braziliensis, Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania
(L.) aethiopica, Leishmania (L.) major, and Leishmania (L.)
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infantum (33-37). Murine studies have found an increase in
cytokine and chemokine production, susceptibility to parasites,
footpad swelling and parasitemia after Leishmania infection
and recognition by TLR3 (38). Moreover, the presence of the
LVR in Leishmania has been associated with non-response to
treatment. In a recent cohort of 76 American Tegumentary
Leishmaniasis patients, subjects infected with L. (V.) guyan-
ensis that carried LVR did not respond to treatment, while
subjects with Leishmania without the RNA virus did respond
to treatment (36). Treatment failure was also observed dur-
ing L. (V.) braziliensis with LVR infection (37). A study
performed in the state of Rondonia found an association of
mucosal Leishmaniasis and the presence of the RNA virus in
Leishmania species (39). In the same study, LVR was found in
L. (L.) amazonensis isolated from two patients (39). Although
the state of Minas Gerais has a low incidence of LVR in L. (V.)
braziliensis, most prospective studies that identified the pres-
ence of LVR1 are from the Amazonian region (40). In this way,
it is worth on note that our patient reported having been in
the state of Amazonas before the onset of the lesions. In vitro
experiments showed an increase in PD-L1 expression and the
exhaustion of CD4+ and CD8+ T cells after SLA stimulation.
Thus, we suggest that LVR is present in L. (L.) amazonensis and
recognized by TLR3, which would trigger the increase in PD-L1
expression, leading to the exhaustion of T cells, as evidenced
by the decrease in the expression of IFN-y and granzyme B.
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