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RESUMO 

Introdução: A leishmaniose cutâneo difusa é uma forma rara da leishmaniose 
tegumentar americana associada à infecção pela Leishmania (L.) amazonensis no 
Brasil. Representando o polo anérgico da Leishmaniose tegumentar americana, mas 
explicações para a sua resistência ao tratamento ainda são obscuras. Objetivos:  
Investigar o papel da via PD1/PD-L1 na exaustão celular da leishmaniose cutâneo 
difusa causada por Leishmania (L.) amazonensis, através de experimento ex vivo e 
in vitro após 48h de estímulo com o antígeno de Leishmania (L.) amazonensis. 
Métodos:  A definição do caso de leishmaniose cutânea difusa foi realizado de 
acordo com os critérios clínicos, laboratoriais e histopatológicos presentes na 
literatura e através da identificação da espécie de Leishmania responsável. 
Clinicamente o sujeito apresentava placa eritematosa elevada em dorso nasal de 
crescimento lento e que surgiu durante viagem à região Amazônica, a 
imunofluorescência indireta e a intradermo reação de Montenegro foram negativas, a 
cultura e o exame direto da lesão foram positivos para Leishmania spp. A reação em 
cadeia da polimerase ITS1PCR identificou Leishmania (L.) amazonensis. O sangue 
periférico do sujeito da pesquisa foi colhido para o experimento 11 meses após o 
início do tratamento, quando o mesmo já não apresentava lesão clinicamente 
evidente. A células mononucleares de sangue periférico foram analisadas ex vivo e 
in vitro após 48 horas de estimulação com antígeno solúvel de Leishmania (L.) 
amazonensis. As células foram marcadas para proteínas de superfície celular 
possivelmente envolvidas na patogênese da leishmaniose cutânea difusa, segundo 
estudos anteriores [CD14, CD40, CD44, CD80, ligante da proteína de morte celular 
programada 1 (PD-L1), HLA-DR, CD86, CD3, CD4, CD8, CD45RO, CD45RA, e 
CD25], bem como para as moléculas intracelulares interferon gama e granzima B e 
para marcadores de morte celular. Foi realizada revisão narrativa da literatura de 
forma a correlacionar os achados do estudo aos já descritos por outros trabalhos. 
Resultados: A análise das moléculas de superfície mostrou expressão de PD-L1, 
um ligante inibitório, nos monócitos estimulados com o antígeno solúvel de 
Leishmania (65% das células), enquanto em monócitos não estimulados (controle 
negativo), esta molécula foi expressa em apenas 35% das células. Por outro lado, 
observamos uma diminuição de linfócitos CD4+IFN-γ+ (8.32% versus 1.7%) e de 
linfócitos CD8+ IFN-γ+ (14% versus 1%), quando comparamos as células 
estimuladas com o controle negativo. Um decréscimo relevante na expressão de 
granzima B em células T CD8+ após o estímulo com o antígeno solúvel de 
Leishmania também foi observado, estando presente em 31% no controle negativo, 
mas somente em 5% no grupo que recebeu o estímulo.  A expressão de moléculas 
coestimulatórias CD40 e CD86 foi semelhante entre as células que receberam o 
estímulo do SLA e o controle negativo.  Conclusão:  A ativação da via inibitória PD-
L1 após a reestimulação com o antígeno de Leishmania pode estar relacionada a 
expressão diminuída de IFN-γ em linfócitos T CD8+ e CD4+, e de granzima B em 
linfócitos T CD8+. A ativação desta via inibitória é uma das hipóteses para explicar a 
falta de resposta ao tratamento de paciente com leishmaniose difusa ou LCD.   
Palavras chave: Leishmaniose Cutânea Difusa, Exaustão celular, PD-L1, 

Imunologia.   
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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 exaustão celular da leishmaniose cutâneo difusa causada por Leishmania (L.) 
amazonensis através de experimento ex vivo e in vitro após 48h de estímulo com o 
antígeno 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, CD45RO, CD45RA, e CD25] as well as 
for intracellular molecules IFN-γ 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-γ+ in  T lymphocytes (8.32% 
versus 1.7%) and CD8+ IFN-γ+  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-γ 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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GP46/M2: Proteína de Promastigota de L. (L.) amazonensis  

HLA:  Antígeno Leucocitário Humano  
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inglês: T Cell Immunologulin and mucin-domain-containing molecule-3) 
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TNF: Fator de Necrose Tumoral (Do inglês tumor necrosis fator)  

Treg: Células T Regulatórias  
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Sinônimos   

Leu-1:  CD-5 

Leu-4:  CD-3 

Leu-2a: CD-8 

Leu-6 e T6: CD1a 

Leu-11b: CD16 

Leu-M3: CD14 

Leu-M5: CD11a 

LEu3a e LEu3b: CD4+ 
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1 INTRODUÇÃO  

1.1 HISTÓRICO 

Evidências fósseis de mamíferos e vetores sugerem que a leishmaniose pode 

ter se estabelecido durante o período Paleoceno (65-31 milhões de anos atrás)(1). 

Em seres humanos a leishmaniose deve estar relacionada a própria origem e 

evolução do homem na África (1, 2). O agente etiológico da leishmaniose cutânea, 

chamada então “ferida de Deli”, foi primeiramente descrito como tal em 1903 por 

Wrigth(3). No Brasil o agente etiológico da leishmaniose tegumentar, à época 

denominada úlcera de Bauru, foi quase que simultaneamente identificado por  

Lindenberg e por Carini & Paranhos em 1909(4). Entretanto, através de análise e 

interpretação retrospectivas da doença; que recebia vários nomes como  feridas 

bravas, botão da Bahia, buba-brasiliana, úlcera de Baurú;  Rabello afirma que é 

possível afirmar que existia leishmaniose no Brasil ao menos desde 1827(5).  

A ciência brasileira teve importância central na luta contra a leishmaniose 

cutânea desde da descoberta do tártaro emético por Gaspar Vianna em 1911(4). O 

estudo da imunologia da leishmaniose também foi revolucionado quando 

Montenegro descreveu o que chamou de “reação cutânea ao extrato de 

Leishmania”(6). Este teste avalia a resposta de hipersensibilidade retardada ao 

antígeno de Leishmania e é utilizado até os dias atuais no diagnóstico e na pesquisa 

desta patologia(7). Segue figura existente no artigo, em que o autor descreve a 

formação de vesícula, após reação ao extrato de Leishmania(Figura 1).  
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Figura 1 ― Ilustração presente no artigo de Montenegro de 1926, no qual o autor 
descreve a formação de vesícula, após reação ao extrato de Leishmania(6).  

 

As primeiras descrições 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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Bolívia(8). Desde então já é dada importância a evolução crônica e a refratariedade 

a terapêutica utilizada naquele momento(8).  

1.2 SITUAÇÃO ATUAL  

A leishmaniose é um importante problema de saúde de mundial com uma 

incidência estimada de 0.9 a 1.6 milhões de casos todos os anos, sendo 

aproximadamente 0.2 a 0.4 milhões de casos da forma visceral (LV) e 0.7 a 1.2 

milhões de casos da Leishmaniose cutânea (LC)(9). A maioria dos casos da LC  

ocorrem nos seguintes países: Afeganistão; Argélia; Brasil; Colômbia; República 

Islâmica do Iran; Paquistão; Peru; Arábia Saudita e República Árabe da Síria(10). A 

leishmaniose cutânea antroponótica é uma preocupação no sudeste da Ásia. Esta 

doença é caracterizada por grandes surtos em cidades densamente povoadas de 

grandes cidades, especialmente em zonas de conflito, campos de refugiados e em 

situações onde existe grande migração populacional(10). A figura 2 mostra o estado 

da endemicidade na Leishmaniose cutânea a nível mundial em 2015, segundo a 

Organização Mundial da saúde (OMS).        
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Figura 2 ― Estado da endemididade de Leishmaniose cutânea no mundo em 2015 
segundo a OMS-(disponível em:  <https://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/->.   
Acesso em:  06 nov. 2018). 

 

Além de sua grande incidência, a leishmaniose tem grande impacto na saúde 

populacional ao nível global, medido pelo índice de esperança de vida corrigida pela 

incapacidade (DALYs), tendo maior impacto que doenças como hanseníase, dengue 

e doença de Chagas(11). Além da possibilidade de levar à morte tanto na forma 

visceral como na forma tegumentar(9, 12), a leishmaniose tegumentar pode evoluir 

para a cronicidade e levar à deformidades, principalmente na leishmaniose mucosa 

(LM) e na LCD(8, 13, 14).   

A complexidade clínica também vem associada a complexidade 

epidemiológica, sendo uma mesma espécie pode causar diversas formas clínicas da 

doença, como demonstrado na tabela I (Adaptada de Reithinger e cols.)(15). 

 

 

 

 

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

 Apresentações 

clínica principais  

Ciclo de 

transmissão  

Distribuição geográfica 

principal  

Leishmanias do novo mundo  

L. (Viannia) braziliensis LC, LM Zoonótico América do Sul, partes da 

América Central e México  

L. (Viannia) 

panamensis 

LC, LM Zoonótico norte da América do Sul e sul da 

América Central  

L. (Viannia) peruviana LC Zoonótico Peru 

L. (Viannia) 

guyanensis 

LC Zoonótico América do Sul 

L. (Viannia) lainsoni LC Zoonótico América do Sul  

L (Viannia) 

colombiensis 

LC Zoonótico norte da América do Sul  

L. (Leishmania) 

amazonensis 

LC, LCD Zoonótico América do Sul 

L. (Leishmania) 

mexicana 

LC, LCD Zoonótico América do Sul, México e EUA  

L. (Leishmania) pifanoi LC Zoonótico América do Sul  

L. (Leishmania) 

venezuelensis 

LC Zoonótico norte da América do Sul  

L. (Leishmania) 

garnhami 

LC Zoonótico América do Sul 

Leishmanias do Velho mundo 

L. (Leishmania) 

aethiopica 

LC, LCD Zoonótico Etiópia e Quênia  

L. (Leishmania) killicki LC Zoonótico Norte da África  

L. (Leishmania) major LC Zoonótico Ásia Central, norte da África, 

Oriente Médio, leste da África  

L. (Leishmania) tropica LC Antroponótico Ásia Central, Oriente Médio, 

partes do norte da África, sudeste 

da Ásia    

L. (Leishmania) 

donovani 

LC, LV Antroponótico África, Ásia Central, sudeste da 

Ásia  

Leishmania do velho e novo mundo 

L. (Leishmania) 

infantum 

LC, LV Zoonótico Europa, norte da África, América 

central, América do Sul 
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Nas Américas, várias 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 região,  a epidemiologia da 

doença é especialmente complexa com variações intra e interespecíficas nos ciclos 

de transmissão, reservatórios, vetores, manifestações clínicas e múltiplas espécies 

de Leishmania em circulação em uma mesma área geográfica(10), como pode ser 

observado na figura 3 - Adapatado de Aronson e cols.(17).  

 

Figura 3 ― Mapas da distribuição geográfica 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 existência da doença e de seu vetor em todas as regiões do Brasil, sendo 

a doença já registrada em todos os estados brasileiros(18-32). Desde o final do 

século passado tem-se observado no Brasil a existência de padrões epidemiológicos 

de LTA. O padrão clássico com adoecimento principalmente de adultos, homens e 

lavradores ao lado de um outro padrão com o aumento de acometimento de 

mulheres, de faixas etárias mais homogêneas, de profissões não relacionadas as 

atividades de mata e procedentes de regiões metropolitanas(33). A figura 4 mostra a 

densidade de incidência de LTA no Brasil entre 2015 e 2017(34).   

 

Figura 4 ― Casos confirmados de leishmaniose em 2015 - WHO 2017.(Diponível 
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 doença, a LCD representa um enorme desafio no campo 

da patogênese e da terapêutica(35). As principais espécies associadas com a 

doença no mundo são 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 o maior número de casos surge nas Américas(36) e na 

Etiópia(37). Entretanto, a LCD tem ocorrido esporadicamente em lugares do mundo 

nas quais ela tipicamente não ocorre, como: Espanha(38), Sudão(39, 40), 

Senegal(41, 42), Mali(43) e Índia(44-48).  

Nas Américas, as espécies classicamente  responsáveis pela LCD são 

amplamente distribuídas já tendo sido identificadas em países como Estados 

Unidos(49), México(50), Guatemala(51), Belize(52),  República Dominicana(53), El 

Salvador(54), Honduras(52), Costa Rica(52), Panamá(51), Guiana Francesa(52), 

Venezuela, Colômbia, Equador, Peru(55), Bolívia(51, 56), Paraguai(54) e no 

Brasil(57). A LCD,  por conseguinte, já foi descrita na Bolívia(56, 58), Colômbia(59), 

República Dominicana(53, 60, 61), Equador(62), Estados Unidos(63),  Guiana 

Francesa(54), Guatemala(64),   Honduras(65),  México(50), Nicarágua(66),   

Panamá(67), Paraguai(54) e Peru(68).     

O ciclo de sua principal espécie causadora da doença no Brasil,  a 

Leishmania (L.) amazonensis, ocorre em uma ampla região de florestas primárias e 

secundárias do Brasil, que abrange os estados de Amazonas, Pará, Rondônia, 

Tocantins e Maranhão, bem como em estados das regiões Nordeste (Bahia), 

Sudeste (Minas Gerais e São Paulo), Centro-Oeste (Goiás) e Sul (Paraná). No 

Brasil, a infecção 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 antropofílico e com atividade basicamente 

noturna(69, 70).   Sua importância clínica deriva justamente da grande proporção de 

infectados que evolui para LCD(70, 71). Além do mais, esta forma de leishmaniose 

tem ampla distribuição geográfica, já tendo sido relatada em no mínimo 10 estados 

brasileiros(Figura 5)(57).  

O vetor da Leishmaniose cutânea é o flebótomo, sendo que nas Américas 

várias espécies estão 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 associação entre a 

espécie de Leishmania e o vetor, e, no caso da Leishmania (L.) amazonensis, o 

Lutzomyia flaviscutellata é o vetor associado(73).  
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Figura 5 ― Casos de Leishmaniose difusa relatados até 2005 segundo JML Costa 
2009. (Ref: 33)(57) 

 

A Leishmaniose tegumentar americana é uma doença classicamente 

zoonótica, sendo implicados animais silvestres e o cão doméstico relatado como 

importante (73). No velho mundo, entretanto, a transmissão antroponótica da LC  

tem sido descrita(74).  



29 

 

1.3 DIAGNÓSTICO DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA  

A pesar de não existirem critérios homogêneos para o diagnóstico, este deve 

ser baseado na conjunção de critérios clínico, epidemiológicos e laboratoriais(75). 

Última versão do Manual do Ministério da Saúde, para efeitos de tratamento, já 

admite a confirmação do caso por critérios clínico epidemiológicos, quando esta não 

for possível por métodos clínico laboratoriais(16). Para a definição de casos o 

mesmo manual coloca os seguintes critérios:  

 

Caso Suspeito 

▪ Leishmaniose cutânea: indivíduo com presença de lesões de pele 

ulceradas ou não com três semanas ou mais de evolução em paciente 

residente ou exposto à área de transmissão. 

▪ Leishmaniose mucosa: indivíduo com presença de lesão de mucosa de 

vias aéreas superiores, principalmente nasal, em paciente residente ou 

exposto à área de transmissão. 

Caso Confirmado 

▪ Critério clínico-laboratorial de Leishmaniose cutânea e/ou mucosa: a 

confirmação dos casos clinicamente suspeitos deverá preencher no 

mínimo um dos seguintes critérios: 

▪ Residência, procedência ou deslocamento em/de/para área com 

confirmação de transmissão e encontro do parasito nos exames 

parasitológicos diretos e/ou indireto. 

▪ Residência, procedência ou deslocamento em/de/para área com 

confirmação de transmissão e intradermorreação de Montenegro (IDRM) 

positiva. 

▪ Residência, procedência ou deslocamento em/de/para área com 

confirmação de transmissão com outros métodos de diagnóstico positivo. 

▪ Critério clínico-epidemiológico de Leishmaniose cutânea e/ou mucosa 

▪ Todo caso com suspeita clínica, sem acesso a métodos de diagnóstico 

laboratorial e com residência, procedência ou deslocamento em/de/para 

área com confirmação de transmissão. Nas formas mucosas, considerar a 
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presença de cicatrizes cutâneas como critério complementar para 

confirmação do diagnóstico. 

1.3.1 Apresentação clínica  

A apresentação clínica é variável podendo resultar em um grande espectro de 

doenças clínicas(51). A gravidade e apresentação clínica da Leishmaniose depende 

de muitos fatores, incluindo espécies de Leishmania envolvidas, número de 

parasitos inoculados, local do inóculo e estado nutricional e imunitário do 

indivíduo(51).   

Existem algumas divergências na literatura quanto a classificação das formas 

clínicas da Leishmaniose, na última edição do Manual de Organização Mundial de 

Saúde, a Leishmaniose cutânea do novo mundo é dividida em: 1- Leishmaniose 

Cutânea Localizada; 2- Leishmaniose Mucocutânea; 3- Leishmaniose Cutânea 

Difusa; 4- Leishmaniose Cutânea Disseminada; e 5- Leishmaniose Cutânea 

Atípica(76). As formas associadas ao HIV são descritas separadamente(73). Uma 

forma classicamente descrita no velho mundo é a Leishmaniose Dérmica Pós-

Calazar sendo primariamente causada por Leishmania (L.) donovani(73, 77). 

Apresentação clínica semelhante tem sido descrita também em pacientes infectados 

com Leishmania (L.) infantum com imunodepressão associada a Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida ou após transplante de órgãos(78-80).  

Apresentaremos a seguir as formas clínicas de acordo com a classificação da 

OMS para pacientes imunocompetentes(73).  

1.3.1.1 Leishmaniose Cutânea Localizada-(LC) 

É a forma mais comum da doença sendo tipicamente uma úlcera indolor 

localizada em áreas expostas da pele, com formato arredondado ou ovalado, base 

eritematosa e com consistência firme, apresenta bordas bem delimitadas e elevadas 

com fundo avermelhado e granulações grosseiras(Figura 6)(16). Em estudo que 

incluiu 1.128 pacientes com LC, que foram atendidos em área endêmica para 

Leishmaniose no Brasil, a área média da lesão foi de 30mm² e com evolução 



31 

 

aproximadamente de 30 dias, embora o tamanho da lesão seja influenciado pelo 

tempo de evolução(81).  

A Linfadenopatia é muito frequente, ocorrendo em 80-100% dos casos(82, 

83). Ela pode surgir até 3 meses após o surgimento da úlcera e é dolorosa em 59% 

dos casos(83). Linfangite, em um quadro semelhante a Esporotricose, também pode 

ocorrer(7).    O paciente típico desta forma é do sexo masculino, agricultor e com 

uma mediana de 21 anos de idade(81).  O teste com o antígeno de Montenegro é 

positivo em 83-90% dos casos(84-87).    

1.3.1.2 Leshmaniose Cutânea Disseminada- (LDS) 

É 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 lesões em áreas não contínuas do corpo, podendo ser 

entre outras papuláres, noduláres, acneiformes ou ulceradas(Figura 7) (91, 92). 

Sintomas sistêmicos como febre, calafrios e astenia são frequentes, o que sugere 

uma disseminação hematogênica(93). A reação de Montenegro pode ser positiva ou 

negativa(93). Apesar de alguns autores referirem que a intradermoreação de 

Montenegro (IDRM) é fortemente positiva nesta forma da doença(94), sua 

positividade varia entre 58,8% e 85% em diferentes estudos(92, 95-97) e em um 

estudo o diâmetro da reação tendeu a ser menor nesta forma que na forma cutânea 

localizada(98). A reação intradérmica de Montenegro, entretanto, tende a se tornar 

positiva após o tratamento(92), positividade que chega a 100% em algumas séries 

de casos(93).  

 



32 

 

 

Figura 6 ― Úlcera de bordas elevadas típica 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 lesão mucosa(104). 

No Brasil, a LM é atribuída principalmente à L. (V.) braziliensis, mas já foram citados 

na literatura casos por L. (L.) amazonenses e L. (V.) guyanensis(104). Pacientes 

com infecção por Leishmania (L.) braziliensis evoluem para a LM com frequência 

que varia de 0,3 a 16,5%(55, 99-101, 105-107).  Ela caracteriza-se por lesões 

destrutivas na mucosa das vias aéreas superiores de lenta progressão(Figura 8) 

(104). Os locais mais frequentes de acometimento são o septo e a mucosa 

nasal(108), mas pode localizar-se nos lábios, boca, faringe, laringe e até vias 

brônquicas(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 doença(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 clínicos da Leishmaniose mucosa em diferentes fases da 
doença segundo Lessa(108) . (A) Lesões nodulares (setas) sem ulceração ao longo 
da ponta nasal, conchas nasais inferiores e septo (estágio I). (B) Lesões granulares 
finas, caracterizadas por ulcerações superficiais observadas nas conchas nasais 
inferiores e o assoalho da fossa nasal (estágio II). (C) Ulcerações profundas com 
reação tecidual mais intensa e granulação tecidual claramente visível e infiltração da 
mucosa (estágio III). (D) O septo nasal cartilaginoso é perfurado (seta) com 
granulação tecidual visível e infiltração da mucosa do septo nasal posterior e 
conchas nasais inferiores (estágio IV, forma ativa). IC: conchas inferiores; S: septo- 
Fonte- Ref-(108).  

 

1.3.1.4 Leishmaniose Cutâneo Difusa  

Forma rara de Leishmaniose cutânea que ao longo do tempo tem recebido 

diversas denominações como: Leishmaniose Tegumentar Múltipla, com Lesões 

Lepromatoides; Leishmaniose Anégica Hansenoide;  Leishmaniose Tegumentar 

Generalizada, com Lepromas Leishmanióticos; Leishmaniose Disseminada de 

aspecto Lepromatoso; Leishmaniose Tegumentar simulando Lepra; Leishmaniose 
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Cutânea Pseudo-Lepromatosa; Leishmaniose Lepromatosa; Leishmaniose Anergo-

Histiocitômica Lepromatoide; Leishmaniose Dérmica Não-Ulcerada, em Nódulos e 

Extensas Placas Infiltradas e Pigmentadas; Leishmaniose Americana Anérgica 

Disseminada; Leishmaniose Tegumentar Difusa; Leishmaniose Tegumentar 

Queloidiana; e Leishmaniose Cutânea Difusa(118). 

Nas Américas a LCD é causada pela Leishmania (L.) Amazonensis e 

Leishmania (L.) mexicana(94), embora já 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), após uma série de casos 

de Leishmaniose atípica que foram descritos a partir de 1948(56, 121). No trabalho 

original as seguintes características estão presentes na LCD que permitentem sua 

diferenciação com a LC(120):  

1. Ela se inicia com pápulas discretas que crescem lentamente e se 

desenvolvem em nódulos semelhantes a queloides. Estes nódulos 

usualmente formam placas que geralmente são lisas, firmes e de cor 

vermelho amarronzada. Algumas desenvolvem superfície com escama ou 

verrucosa. Elas não ulceram. A doença pode envolver grandes porções do 

corpo (Figura 9). As membranas mucosas não são geralmente envolvidas, 

mas quando atacadas as lesões são somente superficialmente infiltradas e 

não existem lesões de septo nasal. Os órgãos internos não são lesados.  

2. A doença é caracterizada histopatologicamente por granulomas 

compostos por grandes macrófagos, que contêm leishmanias em grande 

número em seu citoplasma intensamente vacuolizado.  

3. O teste intradérmico com o antígeno de Leishmania (Reação de 

Montenegro) é negativo nos casos iniciais e avançados.  

4. Parasitos são abundantes em esfregaços realizados de diferentes lesões.  

5. Usualmente a melhora é pequena e apenas temporária com o uso de 

várias formas de terapia convencional.  

Apesar da divergência quanto aos critérios para classificação de um caso 

como de LCD, a caracterização da lesão clínica como placas e nódulos infiltrados de 

crescimentos lento, que podem com o tempo atingir grandes áreas 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: nódulos em 81%; Placas em 67,6%; tubérculo em 46%; úlceras em 40,6%; 

vegetação em 19%; e pápulas em 19%(57).  

A Leishmaniose difusa também pode levar a acometimento mucoso e este 

tem frequência aproximada entre um terço e metade dos pacientes a depender do 

estudo(57, 125, 126). Desde a primeira descrição por Convit em 1959 tem-se 

assumido que a lesão mucosa na LCD é superficial(125), entretanto, já foram 

descritos casos de perfuração de septo nasal(57, 127).  

 Outra manifestação extra cutânea descrita é a lesão óssea(128-130),  em um 

estudo deformidades ósseas ocorreram em 22,5% dos pacientes, sendo estas 

principalmente em extremidades(57). As lesões ósseas na LCD são caracterizadas 

por encurtamento das falanges, principalmente as distais, por uma redução do 

espaço articular levando a deformidades nas extremidades limitando o movimento 

articular e levando a prejuízo nas atividades da vida diária(128, 131). Em modelo 

animal ficou caracterizada a relação direta entre a L. (L.) amazonensis e as lesões 

ósseas, na forma de uma osteomielite crônica(132).  Estudos radiográficos e 

cintilográficos das lesões ósseas tem importante papel na identificação, localização, 

seguimento e abordagem para biópsia destas lesões(131). 

A LCD caracteristicamente não leva a acometimento visceral(133). Por outro 

lado, a visceralização já foi descrita em pacientes com imunossupressão secundária 

a câncer(50), linfopenia(134) e em pacientes HIV positivos(46). Estes pacientes com 

condições imunossupressoras eventualmente desenvolvem quadros de 

Leishmaniose que muitos autores classificam como LCD, apresentando a 

combinação de lesões cutâneas não ulceradas e histopatológico compatível com a 

entidade(38, 41, 43, 46, 135-137). Entretanto, além da descrição de acometimento 

visceral, em alguns destes casos a LCD esteve associada a espécies de Leishmania 

não classicamente associadas a esta apresentação clínica, como L. (L.) major(43, 

134) e L.(L.) infantum(38, 58). 

A negatividade da IDRM também é 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 

alternância 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, nódulos e pápulas não ulceradas em paciente com Leishmaniose 
difusa. Fonte: Ref(138) 

1.3.2 Diagnóstico Laboratorial  

1.3.2.1 Reação intradérmica de Montenegro (IDRM)  

Foi primeiramente descrita por Wagener em 1923, sendo introduzida por 

Montenegro em 1926 para o diagnóstico de Leishmaniose(6, 139, 140). O teste  

consiste na aplicação de 0,1ml do antígeno intradermicamente na região flexora do 

antebraço, sendo a leitura feita 48 horas depois, uma enduração de 5mm ou mais 

considerada positiva(Figura 10) (16, 141). Ela mede a reação de hipersensibilidade 
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retardada a uma injeção intradérmica de uma suspenção de promastigotas 

mortos(142). No Brasil, a época de realização do estudo, o antígeno de Montenegro 

era produzido pelo Centro de Produção e Pesquisa de Imunobiológicos(CPPI)(143).  

O uso da IDRM se baseia no fato de que a fisiopatologia da  LC e LM 

caracterizam-se por uma resposta imune Th1 com positividade da hipersensibilidade 

do tipo retardada, bem como proliferação linfocitária, e produção de IFN-γ e TNF-α 

após estimulação antigênica(144, 145). Apesar de, na LC causada por Leishmania 

(V.) braziliensis, quase a totalidade dos pacientes apresentarem produção in vitro de 

IFN-γ (146), testes que procuram avaliar a produção de IFN-γ na Leishmaniose 

ainda não foram capazes de substituir a IDRM. Teste  in vitro de produção de 

interferon gama desenvolvido para ser utilizado em condições de campo 

(QUANTIFERON) foi positivo em apenas metade dos indivíduos que tinham 

positividade a IDRM(147).  De forma semelhante, em outro estudo com contatos 

domiciliares de pacientes, 38,9% dos indivíduos que apresentavam IDRM positiva 

não produziam IFN-γ quando estimulados em vitro(148). Este teste, entretanto, 

quando associado à IDRM foi útil em aumentar a estimativa de indivíduos expostos a 

Leishmania entre contatos de 11,7% para 17% (148).       

Por ser consequência da relação parasito/hospedeiro, a IDRM apresentará 

diferenças macro e microestruturais a depender da resposta imune gerada, sendo 

que desde sua descrição a reação local ao antígeno já foram descritos casos em 

que se apresentou eritematosa, como pápula, vesícula ou pústula(6, 141). Estudo 

histopatológico do local de aplicação do antígeno de Montenegro mostraram que 

pacientes com LTA apresentam maior quantidade de leucócitos na reação, mas uma 

menor proporção de linfócitos T que os controles(149).  Em estudo semelhante 

Guarin e colaboradores mostraram diferenças no infiltrado inflamatório local entre 

indivíduos hígidos que não tiveram contado com a Leishmania, indivíduos com lesão 

aguda (evolução menor que 1 mês), indivíduos com lesões crônicas ( evolução 

maior que 6 meses) e indivíduos com infecção assintomática(150). Pacientes com 

reação de Montenegro positiva mais que não desenvolveram a doença 

apresentaram infiltrado com relação positiva entre macrófagos e linfócitos T CD8+, já 

pacientes com infecções crônicas mostraram associação entre células T CD4+ e T 

CD8+(150).  Em outro estudo,  a reação no local de aplicação do antígeno de 
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Montenegro de pacientes com Leishmaniose mucosa tinha menos células de 

Langerhans que de pacientes com Leishmaniose cutânea(116).   

A IDRM é utilizada principalmente para diagnóstico(16). Contudo, a 

sensibilidade deste teste é bastante variável na literatura. Na maior parte dos 

estudos entre 89-98% dos doentes tem o teste positivo(87, 151-154). Entretanto, em 

estudo realizado em área de Leishmania (V.) guyanensis e Leishmania (L.) 

amazonensis, apenas 77% dos doentes apresentaram positividade na IDRM(155). 

Outro fator importante é a duração de doença, sendo que em um estudo o teste foi 

positivo em 78% dos pacientes com até duas semanas de doença, 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 lesões 

agudas e de 93,3% para lesões crônicas, a especificidade, entretanto, foi 

semelhante entre os grupos(157).     

Outra limitação do teste é sua positividade em pacientes sadios de áreas 

endêmicas 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 evidência 

de LTA no passado ou no presente, teve uma infecção subclínica(148, 160, 161).  

Existem também estudos que sugerem que o teste poderia, por si só, causar uma 

reação imune suficiente para a positivação do teste em uma segunda aplicação(162, 

163). Em estudos longitudinais em áreas endêmicas, entretanto, esta positivação da 

IDRM é mais comumente atribuída a infecção subclínica entre as aplicações(160).  

Positividade do teste na ausência de exposição a Leishmania é um assunto 

ainda controverso. Poderia ser explicada por reação cruzada com outras doenças 

sendo que estudos antigos mostraram, que alguns pacientes com Pênfigo Foliáceo 

ou Tuberculose apresentam IDRM positiva(164), porém posteriormente outro estudo 

sugeriu que a IDRM não se torna positiva em indivíduos sem exposição(165), sendo 

negativa em doentes com tuberculose(166). A relação com a BCG também é 

controversa sendo que estudo com animais mostrou que a vacinação com BCG 

pode induzir reação cutânea ao antígeno de Leishmania(167), mas estudos em 

humanos sugeriram, que a vacinação prévia com o BCG pode inibir a IDRM(168, 

169). A doença de chagas é citada com uma das possíveis causas se reações 

cruzadas pela literatura(7), mas estudo mostrou que 95,1% dos pacientes com 

doença de chagas tem a IDRM negativa, sendo que o autor sugere que a IDRM 
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poderia ser utilizada para discriminar infecções por Leishmania ou T. cruzi em áreas 

nas quais os dois parasitos estão presentes(170). Em estudo no Rio de Janeiro 

grande proporção de pacientes com Esporotricose tiveram IDRM positiva sendo que 

reações cruzadas ou coinfecções podem explicar parte dos casos(171). Outra 

possibilidade é a ocorrência de reações ao diluente presente no teste(7, 172). 

 

Figura 10 ― Intradermoreação de Montenegro: após a aplicação intradérmica de um 
solução contendo preparação antigênica de formas promastigotas de Leishmania. O 
resultado deve ser avaliado dentro de 48 horas, com uma caneta esferográfica, é 
positivo caso se forme uma pápula maior ou igual a 5mm. Fonte- Ref (7)  
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Testes sorológicos  

 

Existem diversos testes sorológicos para o diagnóstico de Leishmaniose 

cutânea entre eles a imunofluorescência indireta(IFI), Western blot, aglutinação 

direta, hemaglutinação indireta, teste de difusão em gel, variações do ensaio de 

imunoabsorção enzimática (ELISA) entre outros(7, 173). Entretanto, estes testes 

podem ter, em algumas situações, interpretação problemática, principalmente 

quando seus títulos encontram-se próximos aos pontos de corte(16).  

A imunofluorescência indireta (IFI) tem uma sensibilidade que varia de 47-

79%(87, 174-177). O teste, entretanto, tem importante variação a depender de 

fatores como o antígeno utilizado e da espécie de Leishmania mais importante na 

população estudada. Em estudo brasileiro, a sensibilidade deste teste foi de 80,2% 

quando utilizado o antígeno de Leishmania (V.) braziliensis e de apenas 54,3% 

quando utilizado o antígeno de Leishmania (L.) amazonensis(178). Houve tendência 

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 cutânea 

causada por Leishmania (L.) major foi de apenas 47%(174). Na população de 

pacientes com IDRM positiva e lesão ativa, entretanto, a positividade chega a 

90%(180). Uma restrição do teste é a reação cruzada principalmente com a doença 

de Chagas e o Calazar, que também ocorrem em áreas endêmicas para LTA(181, 

182), sendo que em estudo epidemiológico a presença de IFI positiva com IDRM 

negativa é atribuída à Doença de Chagas(183).  

 É sugerido na literatura que os títulos de anticorpos poderiam ser utilizados 

para monitorar o tratamento(184). A negativação da IFI foi associada a cura da 

lesão, quando a avaliação foi realizada em período de até 120 dias após o 

tratamento, e pacientes que continuam a apresentar títulos de anticorpos estão sob 

risco de evoluir para doença crônica e reaparecimento de lesões cutâneas e/ou 

mucosas(177). Isso é reforçado por diferentes estudos que mostraram diminuição 

dos títulos de anticorpos e a negativação da IFI em grande proporção dos pacientes  

ao longo do tempo(176, 177, 185). Outras técnicas baseadas na resposta humoral à 

Leishmania também estão em estudo. Uma técnica promissora utiliza a citometria de 
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fluxo para a detecção 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 antígeno de Leishmania (V.) braziliensis 

(178). Em outro estudo realizado no Paraná-Brasil o teste teve alta acurácia com 

sensibilidade de 93% e especificidade de 94,8%(187). O Imunoblot mostrou-se um 

método de grande sensibilidade (96,6%) e possibilita a identificação e exclusão de 

proteínas responsáveis por reações cruzadas(178). Por sua vez o Western Blot é 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 aglutinação 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 

área endêmica para Leishmaniose causada por Leishmania (L.) aetiopica com a 

utilização de antígeno homólogo(188). Além disso, neste estudo, todos os 4 

pacientes com LCD foram sororeagentes, e com títulos muito altos (em média 

≥8192)(188). O autor discute que de forma semelhante a Leishmaniose visceral, a 

LCD caracteriza-se por altos títulos de anticorpos(188).  Altos títulos de anticorpos 

também foram encontrados pelo mesmo método em pacientes estudados por 

Mengistu(189, 190).       

 

Exame direto  

 

Existem variações na técnica, sendo que pelo Manual do Ministério da Saúde 

são opções para a coleta do material para o exame direto as seguintes:  

escarificação do bordo da lesão; biópsia com impressão do fragmento cutâneo em 

lâmina por aposição e punção aspirativa(16). Ainda existe, entretanto,  muita 

discussão na literatura de qual o método traria maior acurácia ao exame(7). A 

punção aspirativa se mostrou mais sensível que a raspagem da lesão em um estudo 

iraniano(191). Um novo método utilizando uma broca dentária foi semelhante a 

punção aspirativa e melhor que os demais métodos testados em outro estudo(192). 

Quando ao local de coleta de amostra, o centro da lesão foi mais sensível que da 

periferia(193). Em estudo brasileiro o esfregaço por pressão de fragmento de tecido 
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da borda da lesão 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 esfregaço por pressão de fragmento de lesão de 
acordo com Sousa e col. C- Esfregaço obtido por este método mostrando duas 
formas amastigotas de Leishmania spp(setas longas), com núcleos (setas curtas) e 
cinetoplastos (ponta de seta); 4- Formas amastigotas em cortes histológicos (setas 
longas), com núcleos (seta curta) em uma observa-se cinetoplasto(ponta de seta).   

 

Em lesões mucosas, dependendo do local acometido, a coleta pode ser feita 

com raspagem com uso de bisturi, escova de citologia e lavagem(195). Após a 

coleta de 1 a 3 lâminas o material será fixado com metanol e observado em 

microscópio ótico com a utilização de colorações como Giemsa, Leishman ou 

corantes rápidos(16).  

A sensibilidade do teste de acordo com diferentes estudos está entre 48%-

89% a depender a população estudada e da técnica utilizada(87, 191, 196). O 

desempenho do teste, entretanto, tende a variar bastante com a forma e tempo de 

evolução da doença sendo pior nas formas crônicas hiperérgicas(7). Apesar de ser 

uma forma crônica, na LCD o exame direito tende a ser positivo(188). Exames 

parasitológicos (cultura/esfregaço) foram capazes de identificar 100% com esta 

forma em um estudo(188).   
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Cultura  

 

O Ministério da Saúde na última edição de seu Manual coloca que podem ser 

realizadas culturas em meios de cultivo e através da inoculação em animais, sendo 

esta última forma pouco utilizada(16). No mesmo Manual está preconizado o cultivo 

com coleta a partir de biópsia ou com tubo selado a vácuo com o meio de cultura.  

Os meios preconizados são Neal, Novy e Nicolle (NNN)  ou “Liver Infusion Triptose” 

(LIT)(16). Existem, entretanto, diversas variações 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 já o meio convencional NNN 

teve sensibilidade de 59,3%(198). A cultura do fragmento de biópsia também tendeu 

a ter menor positividade que a cultura do aspirado(200).  Em outro estudo que 

incluiu pacientes com linfadenopatia, a aspiração linfonodal foi positiva em 58,6% 

dos doentes, já a aspiração da lesão foi positiva em apenas 34,5%, e a combinação 

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 são promissoras, mas não são disponíveis na 

grande maioria dos centros de referência(7). A técnica mais conhecida é a reação 

em cadeia da polimerase(PCR), entretanto, existem variações na coleta e realização 

do exame. A coleta pode ser feita, por exemplo, a partir de diversos materiais 

biológicos: fragmento da lesão, fragmento da lesão após cultura, imprints de 

fragmento de lesão, material colhido raspagem da lesão, de lâminas utilizadas para 

exame direto, de papel filtro e de blocos de parafina(199, 201-204). Além de 

variação na técnica utilizada também existe variação nos iniciadores utilizados 

durante a amplificação do material genético do parasito(205).   
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Apesar da variação, a sensibilidade dos melhores métodos é alta estando 

entre 90% e 100% para a LC(7, 199, 202). Para a LM, a revisão sistemática mostrou 

grande variabilidade entre os estudos com sensibilidade variando de 35% a 100%, 

sendo que, a metanálise com combinação dos estudos mostrou sensibilidade de 

76% para esta forma de doença(206).    

Outro método de biologia molecular em estudo é o NASBA (Nucleic Acid 

Sequence Based Amplification). Em estudo preliminar esta técnica demonstrou 

sensibilidade de 97,5% em fragmentos de biópsia de casos de LC(207). A grande 

vantagem do método é que ele detecta fragmentos de RNA podendo ser 

potencialmente relacionada a viabilidade do patógeno(207). O método tem, portanto, 

potencial aplicação na avaliação de resposta ao tratamento. Nesta linha, estudo 

utilizando o método de maneira quantitativa, mostrou que um QT-NASBA positivo 

após 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 

padrões histopatológicos, assim como definido por Magalhães e colaboradores, 

estes são: I- Reação exsudativa celular; II- Reação exsudativa e necrótica; III- 

Reação exsudativa e necrótica granulomatosa; IV- reação exsudativa e 

granulomatosa e V- Reação exsudativa e tuberculoide(209)(Tabela 2). Outro estudo 

no velho mundo classificou os casos de forma cutânea em quatro tipos: Tipo 1 (45% 

dos casos)- Com predominância de macrófagos e presença de alguns 

polimofonucleares e linfócitos, estando presente quantidade considerável de 

amastigotas; Tipo 2 (27,5%)- Mistura de macrófagos, polimorfonucleares e 

plasmócitos associado a necrose; Tipo 3 (15%)- Formação inicial de granuloma com 

células epiteliais, linfócitos e alguns plasmócitos; Tipo 4 (5%)- granuloma epitelioide 

bem formado na derme com células gigantes tipo Langerhans, linfócitos e células 

epitelioides(210).  A forma disseminada da doença tende a apresentar o mesmo 

padrão histopatológico da LC, entretanto, o parasito circulante parece ter preferência 

pelo folículo piloso o que faz com que habitualmente exista um infiltrado perifolicular 

nesta forma da doença(93).    
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Quadro 2 ― Padrões histopatológicos da Leishmaniose tegumentar.    

Grupo Denominação Características principais  

I Reação 

exsudativa celular 

Infiltrado histiolinfoplasmocitário com proporções 

celulares que tendem a equivalência 

II Reação 

exsudativa e 

necrótica 

Necrose tissular de amplitude e forma variáveis, 

associada à  vasculite aguda, no seio do infiltrado 

linfohistioplasmocitário 

III Reação 

exsudativa e 

necrótico 

granulomatosa 

Reação granulomatosa desorganizada nas 

proximidades da área de necrose tissular, com 

vasculite aguda menos frequente, no seio do 

infiltrado linfohistioplasmocitário 

IV Reação 

exsudativa e 

granulomatosa 

Reação granulomatosa desorganizada isolada no 

seio do infiltrado linfohistioplasmocitário 

V Reação 

exsudativa e 

tuberculoide 

Reação granulomatosa epitelioide organizada no seio 

do infiltrado linfohistioplasmocitário 

Adaptado de Magalhães 1986(209). 

 

Entretanto, os achados histopatológicos tendem a ser algo diferentes a 

depender a forma de Leishmaniose. Sangueza propõe classificação histopatológica 

da Leishmaniose tegumentar em primária (cutânea) e secundária (mucocutânea). 

Segundo esta classificação a forma mucocutânea 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 inflamatório superficial e profundo de linfócitos, plasmócitos e macrófagos 

sendo possível observar poucos microrganismos dentro dos macrófagos. Segue-se 

então 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 colágeno caracterizando o padrão 

granulomatoso proliferativo(211, 213). Choi e colaboradores procuraram sintetizar os 

diferentes padrões histológico encontrados em cada forma da doença(Tabela 3 

)(214).  

     



47 

 

Quadro 3 ― Achados Histopatológicos segundo a forma clínica. Adaptados de Choi 
e cols 2002(214).  

Forma  Achados epidérmicos  Achados dérmicos  Presença de 

organismos na 

lesão  

Organização 

do infiltrado  

LC Hiperqueratose, 

paraqueratose, plugs 

foliculares necrose, 

Degeneração de células 

basais, raros parasitas 

nas células epidérmicas   

Linfócitos + histiócitos, 

plasmócitos 

ocasionais, raros 

eosinófilos e neutrófilos  

Abundantes em 

lesões iniciais, 

poucos ou ausentes 

em tardias  

Difuso  

LCD  Ausência de necrose  Macrófagos cheios de 

formas amastigotas 

predominam, muitos 

organismos livres, 

mínima reação celular  

Abundantes  Difuso  

LR Atrofia, plugs foliculares, 

hiperqueratose e 

paraqueratose, Ausência 

de necrose  

Células de gigantes de  

Langhan, Granulomas 

constituídos de células 

epitelioides  

Poucos ou ausentes  Granulomas 

bem 

organizados  

PKDL Número diminuído de 

grânulos de pigmento 

nas máculas 

hipopigmentadas  

Semelhante a LR mais 

com tecido fibroso 

perivascular  

Poucos ou ausentes  Granulomas 

bem 

organizados  

LM Atrofia e necrose  Plasmócitos 

abundantes, apesar de 

pouca infiltração.  

Poucos ou ausentes  Difuso  

LV Melanina aumentada na 

camada basal, atividade 

megaloblástica 

aumentada  

Leishmania em 

macrófagos ao redor 

de glândulas 

sudoríparas, folículos 

pilosos e vasos 

sanguíneos.  

Podem estar 

presentes na pele, 

linfonodos, baço, 

medula óssea e 

sangue (raramente)  

Difuso  

LC: Leishmaniose cutânea localizada, LCD: Leishmaniose cutâneo difusa; LR: Leishmaniose 

recidiva cútis, PKDL: Leishmaniose Dérmica pós-calazar; LM: Leishmaniose mucosa; LV: 

Leishmaniose visceral.   

 
 

Os padrões histológicos 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 inflamatória como celular (C), 

fibrinoide (F) ou mista (M) sendo esta associada ao grau de resposta histológica da 

seguinte forma: I- Não-reativa, 2- reativa, 3- Infiltrativa, 4- Tuberculoide e 5- 

Hipersensitiva. Posteriormente, Ridley propôs modificação desta classificação sendo 

os padrões histopatológicos divididos em seis: A- Resposta macrofágica intacta; B- 

Necrose difusa; C- Necrose focal; D- Tuberculoide reativo e E- Lupoide. Além disso, 

é analisada a resposta dos macrófagos, está podendo ser: A- macrofágica anérgica, 

B-Intermediária e C- Tuberculoide(217). Segundo Hassan e colaboradores, o padrão 

histológico 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 padrão é transitório na doença causada por estas espécies e além disso as 

manifestações e o curso clínicos são diferentes do que ocorre na LCD(218).       

Na LCD é descrito o padrão macrofágico(219), que nos casos avaliados 

Ridley inicialmente seriam classificados como Celular não responsivo-CI. No Brasil, 

Brito a classificou como “Leishmaniose Anérgica Hansenioide” em um padrão 

distinto das outras formas de LTA. Este padrão é assim descrito pelo autor 

“Substituição das estruturas dérmicas por densa proliferação histiocitária, com 

histiócitos exibindo acentuada vacuolização e repletos de parasitos. As clássicas 

imagens em “clareiras” e, ainda, aspectos em “anel de degrau” dos elementos 

histiocitários parasitados são claramente observados. Células Plasmáticas sempre 

abundantes, havendo áreas francamente sifiloides. O infiltrado ora toca a epiderme 

ora está separado por uma facha “Grenz” de espessura variável. Linfócitos são, em 

geral, pouco frequentes exceto em um dos casos em que a célula apresenta-se em 

número apreciável na derme profunda(220).  

De acordo com Bittiencourt o padrão macrofágico presente na LCD é descrito 

como o achado monótono de macrófagos abarrotados por Leishmanias podendo 

estar associado a uma faixa de tecido não infiltrado, logo abaixo da epiderme (Faixa 

de Unna)(221). Segundo a mesma referência é frequente o achado de atrofia 

epidérmica e a presença de faixa de tecido conjuntivo não infiltrado (faixa de Unna) 

logo abaixo a epiderme. Os macrófagos vacuolados diminuem a medida que se 

aproximam dos planos profundos da pele, embora permaneçam parasitados(221).  

Com relação a infiltração linfocitária, na LCD ela é geralmente mínima(222), 

podendo se tornar discreta a moderada na profundidade da lesão, segundo 
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Bittencourt. (Figura 12)(221).  Não são encontradas, entretanto, células gigantes 

multinucleadas e nem células epitelioides(221) nesta forma da doença.  

Barral e colaboradores descreveram três casos de LTA por eles descritos 

como LCD subpolar que seriam diferenciados da LCD polar por apresentarem 

necrose citolítica e redução do número de parasitas intracelulares(Figura 13)(122). 

De acordo com estes autores a intensidade do infiltrado linfoplasmocitário, a 

presença de faixa de Unna, a presença de eosinófilos e a acantose não 

apresentavam distribuição espectral(122). Posteriormente, uma das autoras do 

mesmo grupo passou a descrever o padrão de LCD dimorfa, que se diferenciaria 

histopatológicamente da forma subpolar por apresentar reação granulomatosa, 

definida, como a presença de granulomas epitelioides ou células gigantes 

multinucleadas(221). O padrão histológico da LC causada por L. (L.) amazonensis 

com IDRM negativa pode ser semelhante ao encontrado na LCD, sendo a única 

diferença microscópica observada a presença de necrose maciça dos macrófagos 

parasitados(223).    

Entretanto, segundo Bittencourt é sempre importante correlacionar os 

achados histopatológicos com os achados clínicos e imunológicos, para diferenciar 

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

 

Figura 12 ― Caso de LCD polar segundo Bittercourt- A: Atrófia epidérmica, Faixa de 
Unna e difusa Infiltração de macrófagos vacuolados e parasitados. Profundamente a 
discreto infiltrado mononuclear (HE, aumento original 100); B- LCD Polar. Epiderme 
com acantose invadida por macrófagos parasitados. Há destruição da camada basal 
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da epiderme e aspecto macrofágico na derme (HE, Aumento original 125). Fonte: 
Bittencourt(221). 

 

 

Figura 13 ― Caso de LCD subpolar segundo Bittercourt- A-  Presença de vários 
eosinófilos (HE, Aumento original 125); Presença de múltiplas áreas de necrose 
citolítica (HE, Aumento original 250). Fonte- Bittencourt(221). 

 

1.4 IMUNOPATOLOGIA DA LEISHMANIOSE   

Os linfócitos T tem papel central em orquestrar a resposta imune de 

mamíferos(224). A compreensão de como esta resposta se processa, entretanto, 

sofreu grandes transformações ao longo do tempo(224). Até a década de 1970 

predominava o conceito que as células T poderiam ser divididas segundo seus 

marcadores de superfície(224). Entretanto, a partir de 1973 vários trabalhos 

mostraram que existiria uma relação inversa entre a resposta imune humoral, 

representada pela produção de anticorpos; e a celular, representada principalmente 

pela reação de hipersensibilidade retardada(224, 225). Posteriormente, estas 

respostas foram associadas a diferentes tipos de linfócitos T baseado no padrão de 

produção de citocinas e sendo estas diferentes respostas chamadas de Th1 e 

Th2(224, 226, 227).   

De acordo este paradigma clássico, na Leishmaniose cutânea o 

desenvolvimento de doença estaria ligado a resposta imune Th2 e a cura a resposta 

Th1(228), embora esta relação nunca fosse tão estabelecida como no caso da 
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Leishmaniose visceral(229). Neste contexto, formas de difícil tratamento como a 

LCD, eram atribuídas a uma resposta imune Th2 com grande produção de IL-4, IL-5 

e IL-10(230).  A imunopatologia da LTA, entretanto,  é bastante complexa,  e formas 

severas causadas por espécies do subgênero Viannia são caracterizadas por um 

quadro de hiperimunidade mista Th1/Th2 (231, 232).  

A Leishmaniose mucosa, por exemplo, é caracterizada por uma alta produção 

de interferon gama(IFN-γ) e fator de necrose tumoral Alfa (TNF-α), mas também de 

IL-4 e IL-5(144, 233). Análise 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-γ. Análise por imuno-histoquímica de fragmentos de 

lesões mostrou, que apesar de existir diminuição de  TNF-α, IFN-γ e IL-4 após o 

tratamento(234), a persistência de TNF-α em lesões cicatrizadas pode  indicar que 

um pano de fundo inflamatório persiste, o que poderia oferecer um substrato para a 

recorrência da Leishmaniose mucosa(235).  Uma implicação importante achada está 

no fato de que a pentoxifilina, um potente inibidor do TNF-α, é eficaz como 

coadjuvante no tratamento da LM e reduziu os níveis de TNF-α na mucosa após o 

tratamento(236).  

A imunopatogênese da LDS também tem disso alvo de investigação. Estudo 

mostrou, que após estímulo com o antígeno de Leishmania existiria uma menor 

produção de IFN-γ e TNF-α por PBMC de pacientes com esta forma da doença, 

quando comparados com pacientes com LC(91, 237). A resposta imune tissular foi 

estudada por imuno-histoquímica com marcadores para  CCL2, CCL3, CCL11, 

CXCL10, IFN-γ, TNF-α, IL-10 e  TGF-β e não se mostrou diferente entre os 

pacientes com a LDS e aqueles com a LC(95). Foi, entretanto, observada diferença 

na  resposta sistêmica, sendo que PBMC de pacientes com a forma disseminada 

produziam mais CXCL9 quando estimuladas com o antígeno de Leishmania(92, 95). 

A CXCL9 é uma quimiocina induzida pelo IFN-γ que está associada ao recrutamento 

e proliferação de linfócitos T(92). O autor explica os achados argumentando, que a 

CXCL9 estaria recrutando células pró-inflamatórias local da lesão causando então 

dano tecidual(95).    

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

distinta do ponto de vista imunopatológico é a Leishmaniose difusa. A resposta 
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imune celular está afetada, com negatividade da intradermoreação de Montenegro, 

ao contrário do que ocorre nas outras formas onde é positiva(88). Utilizando-se o 

paradigma clássico, o IFN-γ, clássica citocina Th1 está diminuído durante a fase 

ativa da doença, enquanto citocinas Th2, como IL-2, IL-4 e IL-10, estão 

aumentadas(88). Entretanto, os mecanismos que levam a esta disfunção da 

resposta imune celular na Leishmaniose difusa ainda são pouco compreendidos.      

A pesar do avanço no entendimento da importância das alterações imunes 

efetoras e reguladoras, quando a doença está plenamente desenvolvida, pouco se 

sabe quais são as causas básicas destas alterações, o estudo da resposta imune 

inata tem-se mostrado promissor neste aspecto. Estudo com camundongos mostrou 

que Leishmanias infectados com Leishmania virus-1 (LRV1) são reconhecidos pelo 

receptor Toll-like 3 (TLR3) do hospedeiro induzindo a produção de citocinas e 

quimiocinas pró-inflamatórias com aumento de lesão clínica e, paradoxalmente, de 

carga parasitária(238). O dsRNA do LRV1 de liga especificamente ao TLR3 com 

produção de IFN-β no início da infecção modulando a reposta imune inicial de uma 

forma que favorece a sobrevivência parasitária(239). A importância do IFN-β na 

patogênese do LRV1 associado a Leishmaniose também foi sugerida em outro 

estudo(240).   

Desta forma tem ganhado evidência no entendimento da fisiopatogênese da 

Leishmaniose outros sinais, que não somente a avaliação através do paradigma 

clássico Th1/Th2. Estes levam em conta tanto outros fenótipos de LT como os 

linfócitos T regulatórios e Th17, como também o papel dos macrófagos e de 

diferentes vias co-estimulatórias/co-inibitórias como será explicado a frente. Neste 

aspecto recente, a revisão da literatura apresenta o balanço de sinais regulatórios 

versus inflamatórios provenientes de macrófagos como importantes na patogênese 

das diferentes formas da doença(Figura 14 )(241).  
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Figura 14 ― Papel dos macrófagos nos diferentes estados patogênicos durante a 
infecção por Leishmania. Os macrófagos humanos parasitados por Leishmania spp. 
são sujeitos a regulação por citocinas presentes na pele e no local da infecção. 
Citocinas inflamatórias do tipo 1, IFN-γ e TNF-α, podem sinergicamente induzir a 
produção de espécies reativas de oxigênio por macrófagos, levando a inibição da 
replicação de Leishmania dentro do fagolisossomo. LT Th17 estão aumentados no 
infiltrado inflamatório da LM. Mediadores quimioatativos (IL-8, MCP-1, CXCL9 e 
CXCL10) e mediadores associados com a ativação clássica (Tipo 1) de macrófagos 
(iNOS, IL-1β) tem sido descritos em lesões inflamatórias de LC. No ambiente 
imunorregulatório (a esquerda), existem baixos níveis de citocinas tipo 1 e ausência 
de efetores microbicidas. Mediadores derivados de LT ou de macrófagos incluindo 
citocinas do tipo 1, IL10 e TGF-β antagonizam os efeitos de IFN-γ e TNF e podem 
resultar em proliferação parasitária. Receptores inibitórios em células CD8+ e CD4+ 
(PD-1, CTLA-4, LAG3) e seus contra ligantes (CD80, CD86, CD-L1) são associados 
a exaustão de LT. IFN-γ: interferon gama, TNF-α: Fator de necrose tumoral alfa; IL-
10: interleucina 10, TGF-β: Fator de transformação do crescimento beta; ROS: 
Espécies reativas de oxigênio; ACDL: Leishmaniose cutâneo difusa; PKDL: 
Leishmaniose dérmica pós calazar; LCL: Lesihmaniose cutâneo localizada; LR: 
Leishmaniose residivans cútis; DL: Leishmaniose disseminada; MCL: Leishmaniose 
mucocutanea; DHT: Hipersensibilidade retardada do tipo 1; Th: Células T auxiliares; 
MCP: Proteína quimiotática de monócitos; CXCL: ligante e quimiocina CXC; CTLA-
4- Antigêno 4 do linfócito T citotóxico; PD-1: proteína de morte programada 1; LAG3- 
gene de ativação de linfócito 3; PD-L1- Ligante 1 de morte programada. Adaptado 
de Scorza e cols. 2017(241).     
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1.5 COESTIMULAÇÃO E COINIBIÇÃO E A VIA PD-1/PD-L1   

O conceito de coestimulação surgiu a partir do modelo de dois sinais para a 

ativação de linfócitos T virgens, e foi inicialmente pensado para explicar a 

diferenciação entre antígenos próprios e não próprios(242). Neste modelo, a célula 

apresentadora de antígeno (APC) entregaria dois sinais ao linfócito T (Figura 15). O 

primeiro sinal seria a ligação do complexo MHC+antígeno  que se ligaria ao receptor 

de célula T (TCR) e o segundo seria um sinal coestimulatório entregue pelas APCs a 

algum receptor presente nas células T(243). Caso somente o primeiro sinal fosse 

recebido, a célula T ou se tornaria apoptótica ou anérgica sendo incapaz de 

proliferar ou produzir IL-2 a estímulos posteriores com o mesmo antígeno(244, 245). 

Posteriormente foram também descobertos sinais coinibitórios que seriam 

fisiologicamente importantes e que sua ausência provocava síndromes autoimunes 

em modelos animais(246-249).   

 

Figura 15 ― Modelo de ativação de célula T. A ligação do sinal um apenas resulta 
em inativação, enquanto a ativação 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-inibição/co-estimulação é o que envolve 

CTLA-4 e CD28 nos linfócitos T e CD80 e CD86 nas APC (Figura 16)(245). Durante 

a apresentação de antígenos o sinal coestimulatório é dado pelo CD80 ou CD86 

expresso pelas APCs. Caso ocorra ligação destas moléculas com o CD28 expresso 

na superfície de linfócitos T tanto virgens como ativados ocorrerá então um sinal 

coestimulatório positivo e com proliferação e sobrevivência linfocitária. Por outro 

lado, se ocorrer ligação com o CTLA4 presente na superfície de linfócitos ativados, 

ocorrerá inibição da resposta imunitária (Figura 17) (250). Enquanto a expressão de 

CD28 constitucional nas células T, a expressão de CTLA4 é transitória, sendo esta 

molécula rapidamente internalizada(251).  

 

Figura 16 ― Modelo simplificado da coestimulação mediada pela via 
B7:CD28/CTLA-4. Para completa ativação, os LT requerem pelo menos dois sinais 
da célula apresentadora de antígenos (APC). O sinal 1 e antígeno específico e é 
enviado LT por meio do receptor de célula T (TcR) pela ligação deste ao complexo  
antígeno + MHC II. O sinal co-estimulatório, ou sinal 2, é enviado principalmente por 
B7-1(CD80) e B7-2(CD86) na célula apresentadora de antígeno e é essencial para a 
proliferação de LT, para a produção de linfocinas e para a sobrevivência celular. 
Ligação do CD28, expresso em células T virgens e T ativadas aos CD80 ou CD86 
nas células apresentadoras de antígenos (APC) resulta em sinal co-estimulatório 
positivo. Em contraste, a ligação ao CTLA-4, expresso em células T ativadas, pelas 
mesmas moléculas resulta em resposta negativa ou coinibitória. Adaptado  de 
Karandikar 1998(250).  
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Figura 17 ― Destino do LT após diferentes estímulos do TCL- Reconhecimento 
simultâneo do complexo MHC-peptideo pelo receptor de célula TCR e B7-1(CD80) 
ou B7-2(CD86) pelo receptor co-estimulatório CD28 resulta na ativação de célula T. 
Na ausência da ligação de CD28, o LT se torna apoptótico ou fica anérgico. Após a 
ativação do LT e aumento da expressão de CTLA-4 (ou CD152), coligação TCR e 
CTLA-4 resulta em parada do ciclo celular e fim da ativação do LT. Adaptado de 
Alegre 2001(245).  

 

Posterirormente, foi descoberto um novo receptor inibitório presente na 

superfície das células T, o PD-1, sendo que ele e seus ligantes (PD-L) também 

classificados na superfamília B7-CD28 (Figura 18)(252). Inicialmente a PD-1 foi 

incriminada como possível causa de apoptose(253). Contudo, posteriormente se 

demonstrou que a expressão de PD-1 não era requerida na via comum de  

apoptose(254) e que sua ausência em diferentes modelos animais foi associada 

alterações autoimunes como miocardite(249, 255) e diabetes do tipo 1(256). Em 

paralelo, foi descoberto o PD-L1 estaria associada a regulação negativa de 

respostas imunes com a produção de IL-10 na presença de baixas quantidades de 
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IL-2. Sua expressão também estava aumentada em tecidos protegidos de ação 

imunitária exacerbada como a placenta e os pulmões(257).  Posteriormente foi 

identificado um segundo ligante, o PD-L2, que, ao se ligar ao PD-1 é capaz de inibir 

a proliferação e a produção de citocinas por linfócitos(258).  

 

 

Figura 18 ― Durante a apresentação de antígenos pelo MHC a célula apresentadora 
de antígeno pode entregar um segundo sinal estimulatório, no exemplo CD80/CD86. 
Este sinal provocará a diferenciação do linfócito T virgem em uma célula efetora com 
proliferação linfocitária, aumento de citotoxicidade e de citocinas como IFN-γ. Em 
algumas situações como infecções crônicas, as células apresentadoras podem levar 
a produção de um segundo sinal inibitório, no caso o PD-1. A presença deste sinal 
pode então levar a diminuição das funções citotóxicas, da proliferação e da 
produção de citocinas pelos linfócitos. Adaptado de Freeman e cols. 2006(259).     

 

O PD-1 e seus ligantes parecem ser fundamentais em várias condições 

fisiológicas e patológicas como: condições autoimunes(248, 260-262), resposta 

antitumoral(263, 264), no transplante(265, 266) e na resposta a doenças infecciosas 

(267-271).  

Alterações na via PD-1/PD-L estão associadas ao desenvolvimento de 

autoimunidade. Em camundongos de diferentes linhagens, Nishimura e 

colaboradores mostraram camundongos com deleção de um PD-1 eram 

predispostos manifestações lúpus-like, sendo que a manifestação específica 



58 

 

dependeria da do background genético e poderia variar de glomerulonefrite e artrite 

até cardite com trombose maciça letal, nos casos de deleção de ambas as cópias do 

gene(248).  Mesmo grupo posteriormente mostrou que camundongos BALB/c com 

deleção de ambos os genes de PD-1 desenvolviam cardiomiopatia dilatada, 

entretanto, que esta não ocorria em modelo animal incapaz de produzir linfócitos 

maduros (deficientes de RAG2)(249, 272), o que sugeriu o caráter autoimune da 

manifestação. Em modelo de camundongo pré-diabético não obeso, os dois ligantes 

de PD-1 tiveram funções diferentes. Neste modelo, PD-L1 mas não de PD-L2 é 

expresso nas ilhotas pancreáticas,  e o bloqueio de PD-L1 mas não de PD-L2 leva a 

o desenvolvimento de diabetes mellitus(260). Em humanos, estudo também mostrou 

que mutação no gene do PD-1 é mais frequente em sujeitos afetados com Lúpus 

eritematoso sistêmico (SLE) que na população hígida(262).   

A expressão de mRNA de  PD-L1 e PD-L2 está aumentada em uma 

variedade de linhagens tumorais(258), sendo que desde a fase de estudos in vitro 

era apontada como possível alvo para intervenções terapêuticas antitumorais(273). 

Em estudo com células de mastocitomas em camundongos, Iwai e colaboradores 

mostraram que linfócitos T CD8+ apresentavam menor citotoxicidade e produção de 

IFN-γ contra tumores que expressavam PD-L1 que os que não expressavam este 

ligante. Esta redução de funções efetoras foi quase completamente revertida com o 

uso de anticorpo monoclonal anti-PD-L1. A aplicação do anticorpo monoclonal foi 

capaz de retardar o crescimento de mielomas em camundongos BALB/c e este 

tumor não se desenvolveu em camundongos que não expressavam o gene de PD-1. 

Por outro lado a linhagem de melanoma de camundongos, B16, que não 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), esofágicos(275), gástricos(276), ovarianos(277), uroteliais(278), 

pancreáticos(279) e melanomas(280)  expressam PD-L1 e que, sua expressão se 

relaciona ao prognóstico(274-280). Entretanto, a expressão de PD-L1 não é apenas 

um marcador prognóstico sendo que estudos tem mostrado a eficácia  de 

bloqueadores da via PD-1/PD-L1 no tratamento de melanoma(281-283), carcinoma 

não pequenas células do pulmão(284, 285), carcinoma de células renais(286, 287) e 

casos refratários de linfoma de Hodgkin(288).   
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Figura 19 ― Modelo de perda hierarquica de função de LT durante infecção viral 
crônica. Linfocitos T de memória persistem na ausência de antigênos após uma 
infecção aguda e são completamente funcionais e capazes de síntese imediata de 
IFN-γ , TNF-α e IL-2 após reencontro com o antigêno (parte superior da figura). 
Persistência viral resulta em disfunção de LT CD8+ em vários estágios (parte inferior 
da figura). LT funcionais pode coexistir com o vírus se o encontro com o antigêno for 
infrequente. Exaustão  parcial “I” representa um estágio em qual a expressão  de IL-
2 e TNF-α está compromerida, mas é mantida a expressão de IFN-γ. Exaustão 
parcial “II” representa um estágio em que a produção de IFN-γ também se torna 
comprometida. Neste momento algumas células produtoras de IFN-γ ainda podem 
ser detectadas, mais muitas estão exhaustas. Completa exaustão é a perda total das 
funções efetoras incluindo a produção de IL-2, TNF-α e IFN-γ. Finalmente, delesão 
de LT CD8+ epitopo específico pode ocorrer se a apresentação do epitopo aos LT 
for alta ou sustentada. Esta perda hierarquica da função é dramaticamente 
influencidada pelo antígeno, sendo que na presença de baixos níveis do vírus, LT 
mantém a capacidade funcional, mas a medida aumenta a carga viral, funções 
efetoras são perdidas progressivamente. Finalmente, um alta carga antigênica leva 
deleção de LT antigêno específicos. Adaptado de Wherry 2003 e cols.(289).  

 

A função da via PD-1/PD-L durante o transplante, entretanto, tem sido 

controversa sendo que em modelo murino sua atividade  teve papel inibitório nas 

alorespostas e que a inibição desta via por diferentes mecanismos ( bloqueadores 

ou transfusão de linfócitos de camundongos PD-1 -/-) teve papel pró-inflamatório 

principalmente as custas de IFN-γ(290). Por outro lado, em camundongos 

submetidos a transplante ortotópico de córnea , foi demonstrado que o aumento da 
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expressão de PD-L1 nas células endoteliais da córnea e sua ligação ao PD-1 teve 

papel importante na sobrevivência do enxerto(265, 266). Da mesma forma, em  

modelo de transplante cardíaco, o uso da proteína de fusão PD-L1.Fc em 

camundongos CD28 -/- ou  WT tratados ciclosporina promoveu a sobrevivência de 

aloenxertos cardíacos(291).   

No contexto de doenças infecciosas a expressão de PD-1 foi associada ao 

desenvolvimento de exaustão de linfócitos T em resposta a agentes patogênicos 

como HIV (292), Leishmania (L.) donovani (271) e Plasmodium sp(293). A exaustão 

de LT é definida como uma diminuição das funções efetoras, expressão sustentada 

de receptores inibitórios e um estado transcricional que é diferente do que ocorre em 

LT efetores ou de memória, sendo possível que represente um estado distinto da 

diferenciação de células T(294). O processo se dá de forma gradual com diminuição 

de citocinas efetoras como IFN-γ, TNF-α, IL-2 além de perda do potencial citotóxico 

e proliferativo em LT CD8+(Figura 19). Isso seria associado a expressão progressiva 

de receptores inibitórios como PD-1, LAG-3, CD244, CD160 entre outros(294, 295). 

Esse caráter progressivo é diferente do que ocorre na anergia de LT, a qual ocorre 

após a primeira exposição ao antígeno e se desenvolve rapidamente(294).  Em 

recente revisão da literatura Wherry e Kurachi resumem as principais diferenças 

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

Quadro 4 ― Comparação entre Exaustão e anergia.   

Característica  Exaustão  Anergia  

Causa principal  Estimulação excessiva e contínua  Estimulação subótima  

Natureza e cronologia  Hiperestimulação do sinal 1 e sinal 

3 levam a perda progressiva da 

função efetora e de memória 

(Tipicamente em algumas semanas)  

Quanto sinais 2 e/ou 3 são ou 

ausentes ou fracos durante o 

“priming”, a disfunção de LT 

ocorre durante um período inicial 

(Tipicamente em alguns dias)  

Capacidade proliferativa  Baixa  Baixa  

Expressão de marcadores 

inibitórios  

Alto (e múltiplos marcadores são 

expressos)  

? 

Função efetora  Baixa a moderada  Nenhuma ou baixa  

Sensibilizadas propriamente Sim  Não  

Adaptado de Wherry 2015(296). 
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A fisiopatologia da LTA também pode envolver a exaustão 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 crônica 

da infecção caracterizada por diminuição da proliferação ao antígeno de Leishmania 

e da produção de IFN-γ e este estado vinha associado a expressão 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 parasitárias de L. (L.) mexicana foi 

avaliada a expressão de PD-1 e PD-L2 ex vivo e in vitro, após estimulação com o 

LPG. Neste modelo, vacinação com concentrações crescentes de LPG ou com 

maior número de parasitas foi associado a maior expressão de PD-1 e disfunção de 

LT CD8+. A reestimulação com LPG foi capaz de aumentar a expressão de PD-L2 

em macrófagos e PD-1 em LT CD8+ de maneira dose dependente(298). Em outro 

estudo células CD8+ de pacientes com LTA ativa mostraram maior frequência de 

linfócitos T CD8+ expressando os receptores inibitórios CD160, CTLA4, PD-1 e TIM-

3 quando comparados a controles saudáveis. Entretanto, quando comparado ao 

grupo de pacientes com LTA curada, LT CD8+ de pacientes com LTA ativa tinham 

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

2.1 OBJETIVO PRIMÁRIO: 

1. Após realizar estimulação in vitro com SLA de células mononucleares de 

sangue periférico de sujeito com LCD, avaliar a expressão de PD-L1 em 

monócitos e associar esta expressão a positividade para IFN-γ e Granzima 

B em linfócitos.  

2.2 OBJETIVOS SECUNDÁRIOS:  

2. Avaliar a expressão de marcadores ex vivo de marcadores possivelmente 

envolvidos na patogênese da LDC:  em monócitos (CD14, CD40, CD44, 

CD80, PDL1, HLA-DR e CD86) e em linfócitos (CD44, CD3, CD4, CD8, 

CD45RA, CD45RO e CD40) em células mononucleares de paciente com 

LCD.  

3. Após realizar estimulação in vitro com SLA de células mononucleares de 

sangue periférico de sujeito com LCD, avaliar in vitro após estimulação 

com o antígeno solúvel de Leishmania a expressão de marcadores 

possivelmente envolvidos na patogênese da LCD; em monócitos (CD14, 

CD40, CD80, CD44, CD86, HLA-DR) e Linfócitos (CD40,  CD44, CD4, 

CD8, CD45RA, CD25, CD44).  

4. Realizar revisão narrativa da literatura de forma a correlacionar os 

achados do estudo aos já descritos por outros trabalhos. 
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3 MÉTODOS  

3.1 DIAGNÓSTICO DO SUJEITO  

Os procedimentos para coleta de material para Diagnóstico do sujeito foram 

realizados no Serviço de dermatologia do Hospital Universitário de Brasília-UnB. 

Após a apresentação inicial as amostras do aspirado da lesão em dorso nasal foram 

inoculadas no meio McNeal, Novy & Nicolle (NNN) e foi realizado esfregaço por 

imprint dos fragmentos de pele. Foi realizada biópsia de pele para exame 

histopatológico e coloração para Hematoxilina e Eosina e Imunofluorescência 

indireta(IFI) de sangue periférico utilizando o antígeno de Leishmania. Foi realizada 

reação intradérmica de Montenegro (IDRM) com a aplicação do intradérmica de 

0,1ml do antígeno de Montenegro (CPPI/Piraraquara-Paraná-Brasil-2015) e 

mensuração da enduração 48h após.   

3.2 IDENTIFICAÇÃO DA ESPÉCIE DE LEISHMANIA  

O DNA total das culturas foi purificado para análise molecular pelas técnicas 

de amplificação por reação em cadeia da polimerase (PCR) ITS1 e de Polimorfismos 

de comprimento de fragmentos de restrição (RFLP) utilizando a enzima de restrição 

HaeIII. Os procedimentos foram realizados como de costume no Laboratório de 

Dermatomicologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasília-UnB.  

A PCR-RFLP que utilizou a enzima HaeIII foi realizada da seguinte maneira: 

os tubos foram previamente identificados e incubados em banho Maria a 37º 

(máximo de variação de 2ºC). Foram adicionados 5µL de amostra em seus 

respectivos tubos, e em seguida, adicionado 5µL de mix (10 unidades da enzima 

HaeIII, 10µL de tampão 10X e 39 µL de água ultrapura, suficientes para 10 

amostras). As amostras permaneceram incubadas por 1hora e em seguida 

submetidas à 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 60º (máximo de variação de 2ºC). Foram adicionados 

10µL de amostra em seus respectivos tubos, e em seguida, adicionado 10µL de mix 

(0,3 unidades da enzima BstUI, 10µL de tampão 1X e 77 µL de água ultrapura, 
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suficientes para 10 amostras). Estas amostras também permaneceram incubadas 

por 1hora e em seguida submetidas à corrida eletroforética 

O sujeito ainda foi acompanhado com os exames laboratoriais que fazem 

parte da rotina de manejo de pacientes com LTA no Hospital Universitário de 

Brasília.  

3.3 ANÁLISE EX-VIVO E REESTIMULAÇÃO IN-VITRO DE PBMC  

O sangue periférico foi coletado após 11 meses de tratamento (14 meses 

após o surgimento da lesão) e, ao tempo da coleta, o sujeito estava apenas em uso 

de Alopurinol (1200mg/dia). O sangue periférico foi coletado após 11 meses de 

tratamento e, ao tempo da coleta, o sujeito estava apenas em uso de Alopurinol 

(1200mg/dia). As células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram 

obtidas por purificação por gradiente utilizando o Ficoll e foram analisadas ex vivo e 

in vitro após 48 horas. Nos experimentos as células foram marcadas com 

fluorocromos associados a anticorpos para analisar moléculas de superfície [CD14, 

CD40, CD44, CD80, ligante da proteína de morte celular programada 1 (PD-L1), 

HLA-DR, CD86, CD3, CD4, CD8, CD45RO, CD45RA, e CD25].  Para o experimento 

in vitro, parte das células foi reestimulada com o antígeno solúvel 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 marcação de 

Anexina V e pelo marcador nuclear fluorescente Iodeto de Propídio (PI) e as células 

foram então avaliadas por citometria de fluxo (Verse/BD Biosciences, San Jose, CA, 

USA), e analisadas pelo software FlowJo (FlowJo, USA). Para avaliar a produção de 

moléculas intracelulares (IFN-γ and granzima B), a Brelfedina A foi adicionada 4 

horas antes da marcação e análise por citometria de fluxo de forma a interromper a 

secreção de proteínas intracelulares. Os procedimentos foram realizados como 

descrito detalhadamente a seguir.  
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3.3.1 Separação 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 Serviço de Dermatologia do 

Hospital Universitário de Brasília às 13h (HUB-UnB) e foi levado ao Laboratório de 

Biologia Molecular-UnB, Departamento de Biologia Celular, IB-UnB, aonde foi 

conservado em temperatura ambiente para a separação no dia seguinte às 8h.  

O 20ml de sangue total foi colocado em um tubo Falcon 50ml e foi então 

realizado a separação 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 Tampão fosfato 

salino (PBS) não diluído e estéril chegando ao volume final de 35ml e foi 

realizada homogeneização.  

2. Foram coletados 12ml de Ficoll plaque Plus® 1,077g/ml (GE Healthcare, 

Piscataway, NJ, USA) com o auxílio 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 Inversão do tubo contendo Ficoll foi realizada delicadamente para evitar 

bolhas.   

5. O tubo com Ficoll foi inclinado delicadamente para que fique próximo 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 não 

misturar as fases. O volume total neste momento é de 47ml.  

8. O tubo foi centrifugado a temperatura ambiente (25 °C) a 400xG por 30min 

Aceleração(ACC)= 5 e Desaceleração (DEC)= 0.  

9. Após centrifugação foi possível observar quatro fases do tubo:  1- Plasma, 

2- fase branca, Ficoll e hemácias, no fundo do tubo.  

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

adicionar os leucócitos.  
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11. O 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 (leucócitos) 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. O tubo com as células foi centrifugado a 400xg por 10min a 4°C, com 

aceleração (ACC)=9 e desaceleração(DEC)=9.  

15. O tubo foi invertido para descartarmos o sobrenatante.   

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

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

de Neubouer em seus compartimentos.  

3.3.2 Marcação de moléculas de superfície em PBMC total  

1. Foi retirado volume correspondente a 20X106, sendo estas centrifugadas a 

400xg por 10min a 4°C, com aceleração (ACC)=9 e desaceleração(DEC)= 

9, sendo desprezado o sobrenadante.  

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

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

4. Os anticorpos foram diluídos 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 100μL em cada mix:   

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

FACS(85μL);  

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

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

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

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

f) Tubo 6: CD4 PERCP(5μL), CD8 PE(5μL), CD45RA APC (5μL), CD45RO 

FICT (5μL) e FACS(80μL);    
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g) Tubo 7: CD4 PERCP(5μL), CD8 FITC(5μL), CD25 PE (5μL), CD44 APC 

(5μL) e FACS(80μL);  

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

i) Tubo 8: CD4 PERCP(5μL), CD8 FITC (5μL), Anexina 5 APC(5μL),  FACS 

(85μL). Foram adicionados 10μL de PI na hora de fazer a leitura no 

Citometro de fluxo.  

5. 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.  

7. As células foram ressuspensas em tampão FACS de forma que fique 106 

células/ ml. 

8. A análise da marcação de moléculas de superfície 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. As células foram divididas em 13 poços em placa de 24 poços estéril 

(5x106 células/poço) e em 9 poços na placa de 96 poços estéril (106 

células /poço), de forma que no item 4 chegamos a 1ml por poço na placa 

de 24 poços e em 200 μL por poço na placa de 96 poços.  

2. As poços foram divididos em:  a- Controle negativo (4 poços na placa de 

24 poços e 3 poços na placa de 96 poços); b- Experimento (4 poços na 

placa de 24 poços e 3 poços na placa de 96 poços); c- Controle positivo (4 

poços na placa de 24 poços e 3 poços na placa de 96 poços) e um dos 

poços da placa de 24 poços foi mantida sem estímulo para correção dos 

parâmetros do citômetro antes da leitura.  

3. Nos poços marcados como experimento foi adicionado antígeno solúvel de 

Leishmania 10 μL por ml de poço e nos poços marcados como controle 

positivo foi adicionada concavalina A(Concentração de 5mg/ml) 15μL por 

ml de conteúdo do poço.  
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4. O volume total de cada poço foi completado para 1ml na placa de 24 

poços e para em 200 μL nas placas de 96 poços com solução de RPMI 

+10% de SBF e 1% de Antibiótico.  

5. As placas foram encubadas por 48hs (placa de 24 poços) e 44hs (placa de 

96 poços) em estufa 37°C 5% de CO2. 

6. Após a cultura por 48hs as moléculas de superfície das placas de 24 

poços foram marcadas com anticorpos.  Os anticorpos foram diluídos 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 100μL em cada 

mix:  

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

FACS(85μL);  

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

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

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

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

f) Tubo 6: CD4 PERCP(5μL), CD8 PE(5μL), CD45RA APC (5μL), CD45RO 

FICT (5μL) e FACS(80μL);    

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

(5μL) e FACS(80μL);  

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

i) Tubo 8: CD4 PERCP(5μL), CD8 FITC (5μL), Anexina 5 APC(5μL),  FACS 

(85μL). Foram adicionados 10μL de PI na hora de fazer a leitura no 

Citômetro de fluxo.  

7. Após completadas as 44hs de cultura, 10 μL de blefeldina A(100 μL/ml) foi 

adicionado a cada poço presente na placa de 96 poços.  

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

CO2. 

9. Após encubação foram marcadas as moléculas de superfície: CD4 

PERCP, CD8 FICT (Diluição 1:20, 20 μL por amostra) e volume total de 

80μL. 
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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-γ PE e o outro com Granzima B PE.  

13. A análise da marcação de moléculas de superfície foi realizada por 

citômetria de fluxo (Verse/BD Biosciences, San Jose, CA, USA), e 

analisadas pelo software FlowJo (FlowJo, USA).  

3.4 REVISÃO 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 não 

foi possível excluir a elegibilidade pela leitura dos resumos, os trabalhos completos 

foram lidos. Além disso a lista de referências dos artigos selecionados foi lida a 

procura de novas referências que se encaixassem nos critérios do estudo. Os 

critérios de inclusão foram: 1- Estudos em humanos que incluíssem pacientes com o 

diagnóstico de LCD; 2- Estudos poderiam ser in vivo ou in vitro, mas deveriam incluir 

tecidos, células ou soro de pacientes com o diagnóstico da doença; 3- Os estudos 

deveriam avaliar possíveis alterações imunológicas nos sujeitos. Estudos foram 

excluídos se: 1- Não fossem estudos primários; 2- não incluíssem humanos; 3- não 

estudassem tecidos ou células de indivíduos com LCD, como por exemplo, estudos 

de incluam apenas Leishmanias derivadas de pacientes com a doença; 4- Não 

realizassem estudo imunológico dos pacientes; 5- Artigos os quais não fosse 

possível conseguir o texto completo. O simples estudo da IDRM ou de 

histopatológico com colorações habituais não foi considerado estudo imunológico. O 

texto completo era conseguido através de acesso aos periódicos CAPES, solicitação 

à Rede informática de medicina avançada-RIMA, solicitação nos sites eletrônicos 

das revistas e ainda solicitação aos autores por e-mail e através do portar Research 

gate.   

Este projeto foi realizado de acordo com os parâmetros éticos e sua 

realização foi aprovada pelo Comitê de Ética da Faculdade de Medicina da 
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Universidade de Brasília (Parecer CE-FM/Unb número: 1.521.691), o parecer 

encontra-se em anexo.         
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4 RESULTADOS  

O diagnóstico de Leishmaniose difusa foi realizado através da apresentação 

clínica com uma placa ulcerada em dorso nasal. No momento da realização da 

biópsia o paciente referia ter utilizado topicamente “leite de anões”, sendo que 

evoluiu com prurido e descamação locais, que anteriormente não existiam (Figura 

20). As amostras do aspirado da lesão foram inoculadas no meio McNeal, Novy & 

Nicolle (NNN) e foi realizado esfregaço por imprint dos fragmentos de pele, sendo 

que ambos foram positivos para Leishmania sp.  

O exame histopatológico de lesão em dorso nasal mostrou infiltrado derme 

papilar estendendo-se à derme profundo acentuada infiltração celular constituindo-

se por histiócitos vacuolizados abarrotados por amastigotas de Leishmania (data da 

coleta 09/12/2015) (Figuras 21, 22 e 23). Revisão de revisão de histopatológico 

coletado em outro serviço mostrou: Fragmento de pele não ulcerada, que exibe no 

derma papilar estendendo-se até o derma profundo acentuada infiltração celular 

constituído por histiócitos vacuolizados abarrotados por amastigotas de Leishmania. 

De permeio observam-se focos esparsos de infiltrado linfoplasmocitário que se 

adensam no limite profundo da lesão na medida em que se tornam mais escassos 

os histiócitos vacuolizados. Não foram observadas áreas de necrose ou reação 

granulomatosa de qualquer natureza. Como rotina de acompanhamento dos 

pacientes com LTA no hospital universitário, também foi realizada avaliação 

otorrinolaringológica, sendo possível se verificar a presença de lesão polipoide em 

fossa nasal direita que ao exame histopatológico mostrou: Estrutura polipoide 

revestida por epitélio respiratório sem atipias. No córion, há edema com denso 

infiltrado inflamatório misto com predomínio de plasmócitos e numerosos eosinófilos. 

Parasitas não foram evidenciados.      

De permeio observam-se focos esparsos de infiltrado linfoplasmocitário que 

se adensam no limite profundo da lesão na medida que se tornam mais escassos os 

histiócitos vacuolizados. Não foram observadas áreas de necrose nem de reação 

granulomatosa de qualquer natureza.  A sorologia para o vírus da imunodeficiência 

humana (HIV) foi negativa.  A reação IDRM e a imunofluorescência indireta foram 

negativas.  A reação em cadeia da polimerase (PCR) ITS1 identificou a espécie L. 

(L.) amazonensis.  
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Figura 20 ― placa eritematosa em dorso nasal-pequena crosta serohemática 
presente se refere ao local da biópsia. Foto retirada antes de qualquer tratamento.    

 



73 

 

 

Figura 21 ― Exame histopatológico (data da coleta 09/12/2015) Infiltração celular 
que se estende da derme papilar até a derme profunda (Hematoxilina e eosina- 
Objetiva de 4x).    

 

Figura 22 ― Exame histopatológico (data da coleta 09/12/2015). Infiltrado é 
composto majoritariamente por histiócitos vacuolizados que não formam 
granulomas. Não são observadas células gigantes (Hematoxilina e eosina-Objetiva 
de 40x). 
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Figura 23 ― Exame histopatológico (data da coleta 09/12/2015). Em grande 
aumento é possível observar a presença de numerosas estruturas intracelulares 
compatíveis com amastigotas no interior dos histiócitos vacuolados. (Hematoxilina e 
eosina- Objetiva de 100x). 

 

4.1 ACOMPANHAMENTO CLÍNICO  

O paciente foi inicialmente tratado com antimoniato n-metil glucamina - 

Glucantime®- (20 mgSbV/kg/dia) por 20 dias de acordo com o preconizado pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS)(73). Após um mês sem tratamento sendo 

constada a riqueza parasitária no histopatológico foi firmado o diagnóstico de LCD. 

Neste momento o paciente apresentava-se sem melhora clínica (Figura 24). Foi, 

então, reiniciado o tratamento com a associação 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 após a administração de 

uma dose acumulada de 44,625g/SbV devido a intensa mialgia. Após interrupção 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 período de 3 meses e 

posteriormente permaneceu utilizando apenas alopurinol. A imunofluorescência 

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 lesão do paciente um mês após o tratamento convencional 

 

Durante o período 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 não apresentava 

lesão clínica, 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 
referên
cia-
HUB 

16/12
/15 

23/12
/15 

30/12
/15 

3/2/
16 

10/2/
16 

17/2/
16 

24/2/
16 

2/3/
16 

2/3/1
6 

Hemoglobina 
(g/dl) 13-17  12.7  12.4 13.2 11.6 11.9  11.3 
Leucócitos 
(nº/mm3) 

4000-
11000  5570  

827
0 8150 6760 6410  

1442
0 

Plaquetas 
(mil/mm3) 

140-
450  351  335 403 384 348  

3790
00 

Velocidade de 
hemossedimentaç
ão (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 
lática(U/L) 

140-
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 0.27 0.49 0.27 0.34 0.4  
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 0.4 0.21 0.27 0.31  
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  
Proteínas 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   3.5  
Relação 
Albumina/Globuli
na  0,9-2    1.3 1.2   1.2  

Amilase (U/L) 29-103    69 113   75  
Transaminase 
Glutâmico-
Oxalacética(U/L) até 50 17 29 27 18 22 26 42 39  
Transaminase 
Glutâmico-
Pirúvica(U/L) até 52 13 21 27 13 16 17 28 34  

Sódio (mEq/L)  
135-
144 131 137 138 132 134 138 132 135  

Potássio (mEq/L) 3,5-5 4.1 3.9 4.8 4.1 3.9 4.4 4.1 4.3  

Cloro (mEq/L) 98-111    98 99 104 99 102  
Cálcio 
Sérico(mg/dL) 

8,4-
10,3    9.3 10.3     

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 os monócitos 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 superfície de 

linfócitos (Figura 27). Os experimentos in vitro confirmaram que as células estavam 

viáveis, e nenhuma diferença entre os marcadores de morte celular entre as células 

estimuladas com o (antígeno solúvel de Leishmania) SLA e os controles negativos 

(não estimuladas) foram observadas (Figura 28).  Verificou-se um aumento da 

expressão da molécula inibitória PD-L1 em monócitos 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-γ+, mais esta percentagem 

diminuiu para 1,7% após a estimulação com o SLA. A análise dos controles 

negativos mostrou que 14% destas células eram CD8+IFN-γ+, mas esta 

percentagem diminuiu para 1% após a reestimulação pelo SLA. Nós também 

observamos uma diminuição relevante da expressão de granzima B em linfócitos T 

CD8+, de 31% nos controles negativos para 5% após a reestimulação com o 

antígeno de Leishmania (Figura 30). A expressão de CD80, CD86 e CD40 foi 

semelhante entre o controle negativo e as células estimuladas com SLA (Tabela 6).     

 

Figura 26 - Expressão ex vivo de marcadores estudados na superfície de monócitos 
derivados de PBMC.   
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Figura 27- Expressão ex vivo de marcadores da superfície de linfócitos derivados de 
PBMC.  

 

Figura 28 - Avaliação de apoptose e morte celular através do ensaio de iodeto de 
propidio e anexina 5, as células encontravam-se viáveis.   

 



80 

 

 

Figura 29 - Expressão in vitro de PD-L1 em monócitos após 48hs de estímulo com 
SLA  e nos controles positivo e negativo.  
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Figura 30 - Expressão in vitro de IFN-γ e granzima B em linfócitos CD8+ e de IFN-γ 
em linfócitos CD4+ após 48hs de estímulo com SLA  e nos controles positivo e 
negativo.  

 

Tabela 2 - Expressão de moléculas de superfície de monócitos ex vivo e in vitro. As 
PBMCs do paciente foram marcadas com anticorpos específicos contra moléculas 
se superfície de monócitos. As moléculas foram analisadas na superfície de 
monócitos separados por tamanho (FSC) e granulosidade(SSC).   

Moléculas de 

superfície   

Ex vivo In vitro 

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 32.5 5.2 

CD40 91.3 97.1 97.4 71.9 

PD-L1 1.19 35.5 64.9 43.2 

 

4.3 DA REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

Foram lidos 501 resumos sendo que após a leitura completa foi possível 

incluir 64 trabalhos na revisão, um dos quais é resultado do estudo aqui 
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apresentado.  Não foi possível 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 

não preencheram os critérios para serem incluídos na revisão e o motivo da não 

inclusão encontra-se no apêndice.  Uma tabela resumo com os principais achados 

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

Ano  Autor  País  Ensaios 
realizados 

Forma
s 
clínica
s  

Espécies  Principais achados  Principais 
conclusões  

2018 Campos 
e 
col(309)   

Brasil Imuno-
histoquímica  

LC, 
LM, 
LCDB, 
LCD 

L(V.) 
braziliensi
s e L. (L.) 
amazonen
sis  

LT CD8+ e LT CD4+ 
foram menos 
expressos na LCD. 
Expressão de TNF-α 
foi menor na LCD, 
enquanto a expressão 
de TGF-β 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 o 
TLR2 foi menos 
expresso na LCD que 
na LC.  

O TLR2 é menos 
expresso na LCD 
que na LC em 
casos causados 
pela L. (L.) 
amazonensis.  

2017 Malta-
Santos e 
col(310) 

Brasil Níveis 
plasmáticos  

LC e 
LCD 

Não 
reportada  

Nível aumentado de 
Resolvina D1 em 
pacientes com LCD 
quando comparado 
aos com LC. Os níveis 
de Resolvina D1 foram 
positivamente 
associados a os de 
TGF-β e 
negativamente aos de 
TNF-α.  

A Resolvina D1 
está aumentada 
sistemicamente 
em pacientes 
com LCD e isso 
está associado 
ao ambiente anti-
inflamatório 
presente nestes 
pacientes 

2016 França-
costa e 
cols(311
) 

Brasil  Níveis 
plasmáticos, 
imuno-
histoquímica, 
mRNA nas 
lesões 

LC, 
LCD e 
control
es 
saudáv
eis  

Não 
reportada  

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

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

2016 Fernand
ez- 
Figueroa 
e 
cols(312
) 

 

 

 

 

Méxic
o  

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

LC e 
LCD  

 
A inibição de genes 
que contribuem para a 
regulação das vias 
sinalizadoras TLR e 
JAK/STAT afetam 
diferentes moléculas 
em células NK: Fatores 
de transcrição(NF-kB e 
STAT-1), Receptores 
de citocinas (IFN-γR2 
e IL-12Rβ2) e 

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

Continua  
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citocinas(TNF-α). 
Sendo estas 
alterações 
relacionadas a LCD.  

2014 Caneda-
Guzman 
e cols 
(313) 

Méxic
o  

Estimulação 
de células NK 
de sangue 
periférico com 
LPG de 
Leishmania 
mexicana, 
Imuno-
histoquímica, 
expressão 
gênica  

LC, 
LCD e 
control
es 
saudáv
eis  

  LCD apresentaram 
menores níveis de 
células NK nas lesões 
e no sengue periférico. 
Estas células 
apresentavam 
produção diminuída de 
TNF-α e IFN-γ e menor 
expressão de TRL2, 
TLR1 e TLR6 que 
células de Pacientes 
com LC. 

Pacientes com 
LCD apresentam 
diminuição no 
número e na 
atividade de 
células NK.  

2013 Khouri e 
cols(314
) 

Brasil  Avaliação de 
níveis 
plasmáticos e 
expressão na 
lesão de 
mRNA 

LC, 
LCD e 
control
es 
saudáv
eis  

L. (V.) 
braziliensi
s e L. (L.) 
amazonen
sis  

Os níveis médios 
SOD1 do hospedeiro 
foram maiores nos 
pacientes com LCD 
que nos com LC 
causadas por L. (L.) 
amazonensis. Houve 
também correlação 
entre os níveis de 
SOD1 do hospedeiro e 
SOD2 e SOD4 
parasitárias na análise 
in situ.   

O SOD1 não é 
apenas um 
marcador, mas 
uma molécula 
chave na 
patogênese da 
LCD levando a 
disseminação e 
proliferação 
persistente. 

2013 Diaz e 
cols(315
)  

Venez
uela  

Imuno-
histoquímica  

LC, 
LCI e 
LCD  

Não 
reportada  

Pacientes com LCD 
expressam menos 
CCL4, CXCR3 e CCR7 
quando comparado a 
pacientes com LC, 
mas expressam mais 
CCL11 

Pacientes com 
LCD apresentam 
menor expressão 
de quimiocinas 
relacionadas 
com a resposta 
imune Th1, 
expressando 
mais CCL11 o 
que contribui 
para o 
recrutamento de 
células CCR3+.   

2013 Buxbau
m(316)  

Méxic
o  

ELISA; 
Imunofluoresc
ência direta; 
Produção in 
vitro após 
estimulação 
com parasitos 
opsonisado 
com soro de 
diferentes 
pacientes 

LC, 
LCD e 
control
es 
saudáv
eis  

L. (V.) 
mexicana  

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

Pacientes com 
LCD produzem 
anticorpos contra 
GIPLs e estes 
quando ligados 
ao parasita são 
capazes de 
estimular a 
produção de IL-
10.  

2012 Fernand
ez-
Figueroa 
e 
cols(317
)  

Méxic
o  

Polimorfismos 
genético dos 
locus de 
citocinas de 
interesse, 
Western blot 
no soro, 
produção por 
monócitos 
derivados de 

LCD, 
LC e 
CS 

Não 
reportada  

Na LCD foi possível 
observar maiores 
níveis séricos de IL-1β 
que na LC e nos CS. E 
Monócitos do sangue 
periférico produziam 
mais IL-1β na LCD que 
na LC. Houve 
marcação difusa 
positiva para IL-1β nas 

Na LCD a IL-1β 
está aumentada 
no soro e é 
produzida por 
monócitos, 
estando presente 
nas lesões, mas 
não sendo capaz 
de destruir o 
parasito.   
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PBMC e 
Imuno-
histoquímica  

lesões de LCD, nas na 
LC a marcação foi 
apenas na membrana 
celular.   

2011 Vivarini 
e 
cols(318
)  

Brasil Imuno-
histoquímica  

LC e 
LCD  

L. (L.) 
amazonen
sis 

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

A razão pela qual 
os pacientes com 
LCD apresentam 
maior expressão 
de PKR e IFN-β 
ainda é obscura.  

2010 Hernand
ez-Ruiz 
e 
cols(319
) 

Méxic
o  

Estimulação 
de LT CD8+ 
com monócitos 
infectados(Moi
) e avaliação 
dos 
marcadores 
por citometria 
de fluxo e 
ELISA, imuno-
histoquímica 
de lesões, 
Ensaio de 
citotoxicidade 
por 51Cr. 

LC e 
LCD 

Não 
reportada 

Pacientes com LCD 
tiveram um índice 
citotóxico(IC) de 0.4 
enquanto 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 proliferação e 
produziram menos 
IFN-γ após estimulo 
com MOi. Estimulo de 
TLR2 com LPG ou 
Pam3Cys foi capaz de 
recuperar a 
citotoxicidade, 
proliferação e 
produção de IFN-γ, 
além de diminuir a 
expressão de PD-1 
nos TL de pacientes 
com DCL estudados.  

LT CD8+ de 
pacientes com 
DCL não tem a 
atividade 
citotóxica contra 
macrófagos 
infectados com 
L. (L.) mexicana 
tendo 
características 
funcionais e 
fenotípicas de 
exaustão. E a 
estimulação de 
TLR2 pode 
restaurar funções 
efetoras.  

2010 Campan
elli e 
cols(320
) 

Brasil  Imuno-
histoquímica  

LC, 
LCD e 
control
es 
saudáv
eis  

Não 
reportada  

Pacientes com LCD 
tiveram menor 
expressão de CCR5, 
CCR4, CCR3 e CCL17 
que pacientes com LC, 
mas tiveram maior 
expressão de CCL7.  

Embora o 
número de 
células T na LCD 
seja escasso, 
uma hipótese é 
que o CCL7 
poderia atrair 
células Th2 para 
o local da lesão.  

2009 Carneiro 
e 
cols(321
) 

Brasil Imuno-
histoquímica  

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

Pacientes 
com LC e 
LM de 
áreas de 
L. (V.) 
braziliensi
s e LCD 
de áreas 
de L. (L.) 
amazonen
sis  

Os números de LT 
CD45RO+, CD4+ e os 
CD8+ além de LB 
CD20+ foram menores 
nos pacientes com 
LCD que nos com LC. 
Os números de células 
FoxP3+ foi maior na 
LCD.  

O número 
elevado de 
células Treg 
pode estar 
relacionada a 
hiporresponsivid
ade da 
observada na 
LCD.  

2009 Pereira 
e 
cols(322
) 

Brasil Análise de 
PBMC e 
imuno-
histoquímica 
de lesão antes 
e após 

LCD L. (L.) 
amazonen
sis  

Tratamento do 
paciente com 
imunoterapia (vacinas 
associadas a BCG) 
levou a um aumento 
de monócitos 

Importância da 
ativação do 
sistema imune 
inato para o 
controle da LCD.  
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imunoterapia  CD14+CD16+ e 
células NK 
CD16+CD56+ no 
sangue periférico. 
Lesões em melhora 
apresentaram aumento 
de linfócitos CD56+ 
comparado com lesões 
ativas.  

2009 Fernand
ez-
mestre e 
cols(323
) 

Venez
uela  

Análise dos 
genótipos do 
gene de 
CTLA4 

LC, 
LCD e 
LCI 

Não 
Reportado 

Pacientes com LCD 
apresentavam maior 
frequência do genótipo 
A/G+49 quando 
comparados com os 
que tinham LC e estes 
mais frequentemente o 
genótipo A/A+ 49 
quando comparados 
aos com LCD.  

O genótipo A/G 
+49 está ligado 
proliferação 
anormal de LT 
pode estar 
associado a LCD 
já o genótipo A/A 
+49 que está 
ligado a 
proliferação 
normal de LT é 
um fator protetor.  

2007 Coutinh
o e 
cols(324
) 

Brasil  Níveis de 
citocinas e 
proliferação de 
PBMC após 
estimulação 
com antígenos 

LCD L. (L.) 
amazonen
sis 

Houve proliferação 
após estimulação com 
antigênos T. gondii e 
ConA mas ausência de 
proliferação com os 
antígenos de L. (L.) 
amazonensis, L. (V) 
brasiliensis. Os níveis 
de IFN-γ foram muito 
baixos após 
estimulação com os 
antigênos de L. (L.) 
amazonensis, L. (V.) 
brasiliensis mas foram 
altos apos estimulação 
com ConA e antígeno 
de T. gondii.   

No caso houve 
não houve 
resposta aos 
antígenos de 
Leishmania, mas 
houve resposta a 
estimulação com 
o antigeno de T. 
godii e ConA.  

2007 Galindo-
Sevilla e 
cols(325
) 

Méxic
o  

Níveis séricos 
e positividade 
de PBMC para 
marcadores 
estudados 

LCD, 
LC e 
control
es 
saudáv
eis  

L. (L.) 
mexicana  

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

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

2007 Hernand
ez-Ruiz 
e 
cols(326
) 

Méxic
o  

Apoptose de 
monócitos 
autólogos 
infectados 
após contato 
com células 
CD8+ de 
sujeitos 
estudados  

LC e 
LCD  

Não 
reportado  

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

  

2007 Carrada 
e 
cols(327
)  

Méxic
o  

Estimulação 
de monócitos 
in vitro e 
medida de 
citocinas por 
ELISA 

LC e 
LCD  

Área 
endêmica 
para L. 
(L.) 
mexicana  

após estimulo com 
LPG de L. (L.) 
Mexicana pacientes 
com LCD não 
produziram  IL-15, IL-
18 e tenderam a 
produzir menos TNF-α 

A capacidade 
diminuída de 
produzir citocinas 
pro inflamatórias 
inatas quando 
estimuladas com 
LPG é uma 
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e IL-12 com a 
gravidade da doença. 
A expressão de CD86 
foi maior na LCD que 
na LC.  

possível causa 
de progressão da 
doença na LCD.  

2006 Diaz e 
cols(328
)  

Venez
uela  

Imuno-
histoquímica  

LC, 
LCI e 
LCD  

Não 
reportado  

Em Lesões de  LCD 
houve menor 
positividade de células 
para IL-12, IFN-γ e 
Oxido nítrico sintetase 
induzível.  

Pacientes com 
LCD apresentam 
menor 
quantidades de 
células 
expressando 
iNOS, IFN-γ e IL-
12 em suas 
lesões.  

2005 Xavier e 
cols(329
) 

Brasil Imuno-
histoquímica  

LC, 
LCD e 
CS  

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

Menor densidade de 
células de Lagerhans 
CD1a+ na LCD 
comparado com LC. 
Tendência a maior 
densidade nas formas 
causada por L. (L.) 
amazonensis que nas 
por L(V.) sp, exceto na 
forma difusa.  

LCD teve uma 
menor população 
de células de 
Langherans que 
a LC.  

2004 Convit e 
cols 
(330) 

Venez
uela  

ELISA do soro LC e 
LM  

Não 
reportado  

Após imunoterapia 
contendo 
promastigotas mortos 
de Leishmania (V.) 
braziliensis associada 
ao BCG pacientes com 
LCD que tinham IDRM 
de 0mm 
desenvolveram 
positivação da IDRM 
que foi em média de 
18.7, mas não houve 
mudança no isotipo de 
IgG anti Leishmania 
predominante 

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

2004 Silveira 
e 
cols(88) 

Brasil Imuno-
histoquímica e 
mRNA nas 
lesões 

LC, 
LCDB, 
LM 

L. (L.) 
amazonen
sis  e L. 
(V.) 
braziliensi
s 

LCD tem as menores 
quantidades de células 
T CD4+ e CD8+ 
quando comparada 
com a LC e a LCDB. 
Expressão de mRNA 
de IFN-γ também foi 
menor que nas outras 
formas, enquanto a 
expressão de IL4 foi 
maior.  

LCD leva a 
resposta 
CD4+Th2 
antígeno 
específica 
resultando em 
proliferação de 
LT CD4+ que 
produzem 
principalmente 
IL-4 e IL-10 no 
sangue periférico 
e nas lesões.  

2003 Cabrera 
e 
cols(331
) 

Venez
uela  

Mensuração 
de níveis 
séricos  

LC, 
LM, 
LCD, 
LCI, 
CS 

Não 
reportado 

Comparados com os 
CS os pacientes com 
LC, LM, LCI e LCD 
apresentavam maior 
produção de ON, 
sCD23, IgE total e IgE 
especifica para 
Leishmania. Os 
pacientes com LCD 
apresentavam maiores 
níveis de sCD23 que 
os pacientes com LC. 

Pacientes com 
LCD apresentam 
altos níveis de 
sCD23 e IgE 
total e específico.  
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2002 Diaz e 
cols(332
)  

Venez
uela  

Imuno-
histoquímica  

LCD, 
LC, 
LCI 

Não 
explicitado  

LCD apresentaram 
quantidade diminuída 
de células T CD4+ e 
CD8+ e os granulomas 
apresentavam os 
menores níveis de 
células CD69+ e CLA+ 
e também de células 
de Langherans 
epidérmicas CD1a+ e 
CD83+ 

Na LCD a 
presença de 
menores 
números de 
células ativadas 
CD69+ e CLA+ 
estando 
associado ao 
perfil tolerigênico 
desta forma.  

2002 Qadoum
i e 
cols(333
) 

Méxic
o  

Imuno-
histoquímica  

LC e 
LCD  

Endêmica 
para L. 
(L.) 
mexicana  

iNOS está presente em 
menores quantidades 
em pacientes com 
leishmaniose difusa 

Existe correlação 
entre os níveis 
de iNOS e o 
desfecho da 
doença.  

1999 Salaiza-
Suazo e 
cols(334
) 

Méxic
o  

Imuno-
histoquímica, 
análise de 
PBMC por 
citometria de 
fluxo e ELISA 

LCD L (L.) 
mexicana  

O tratamento utilizando 
IFN-γ associado a 
pentamidina e 
alopurinol foi capaz de 
aumentar IFN-γ, 
diminuir IL-6, aumentar 
os LT CD8+, CD4+ e 
NK,  normalizar a 
relação 
CD4+/CD8+(de 0.2 
para 0.96) e restaurar 
a explosão oxidativa 
de monócitos no 
sangue periférico. 
Número de células de 
Langherans também 
aumentou.  Entretanto 
este efeito foi 
temporário ocorrendo 
relapso meses após o 
tratamento 

Na LCD o 
número inicial de 
células de 
Langerhans, LT 
NK e CD8+ nas 
lesões é 
diminuído. 
Relação no 
sangue periférico 
CD4+/CD8+ 
anormalmente 
baixa. O 
tratamento 
aumenta o 
número destas 
células no tecido 
e normaliza a 
relação 
CD4+/CD8+.  

1998 Silveira 
e 
cols(335
) 

Brasil Proliferação e 
produção de 
IFN-γ (ELISA) 
após 
estimulação 
com diferentes 
antígenos 

LC e 
LCD 

Várias 
espécies 
dos 
subgênero
s 
Leishmani
a e 
Viannia, 
algumas 
L. (V.) não 
tem 
espécie 
identificad
a  

Foram testados os 
antígenos de L.(V.) 
brasiliensis, L.(L.) 
amazonensis, PPD e 
os antígenos 
GP46/M2, A2 e P8. Os 
pacientes com LCD 
proliferaram menos em 
resposta ao antígeno 
cru de L. (L.) 
amazonensis e ao 
antígeno P8 e 
produziram menos 
IFN-γ em resposta ao 
antigêno P8 se 
comparados aos 
pacientes com LC 
causada por L. (L.) 
amazonensis.  

Investigação das 
respostas aos 
antígenos A2 e 
P8 e a peptídeos 
presentes nestas 
moléculas 
deverão ser 
relevantes para o 
desenvolvimento 
e monitoramento 
de estratégias 
terapêuticas.  

1997 Osland 
e 
cols(336
) 

Etiópia  Presença de 
anticorpos no 
soro 

LC e 
LCD 

Não 
reportada  

Anticorpos da classe 
IgM contra IgG 
estavam presentes no 
soro de pacientes com 
LCD mas quase não 
foram detectados no 
soro de pacientes com 
LC. O estudo também 
mostrou a presença de 
polipeptideos que tem 

Pacientes com 
LCD tem 
anticorpos da 
classe IgM 
contra IgG no 
Soro. 
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reação cruzada com os 
anticorpos humanos 
IgG e IgM na livraria 
genômica de L. (L.) 
aetiopica do país.  

1997 Akuffo e 
cols(337
) 

Etiópia  Estimulo de 
PBMC com 
antígenos e 
mensuração 
de citocinas 
por ELISA e 
por mRNA por 
hibridização in 
situ 

LC, 
LCD e 
CS  

L (L.) 
aetiopica  

Exposição de PBMC a 
promastigotas de L. 
(L.)  aetiopica derivada 
de pacientes com LC 
preferencialmente 
induz a produção de 
mRNA para IFN-γ e 
pouco IL-10. Por outro 
lado, estimulo das 
mesmas PBMC com 
promastigotas 
derivados de pacientes 
com LCD induz a 
expressão de IL-10 ao 
invés de IFN-γ. E a 
resposta de IFN-γ 
independeu da origem 
das PBMC.   

Um fator 
parasitário que 
induziria a 
imunossupressã
o antígeno 
específica que 
ocorre na LCD.  

1997 Weinsto
ck e 
cols(338
) 

Alema
nha  

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

LCD L. (L.) 
major  

Paciente com LCD 
apresentou altos níveis 
séricos de IFN-γ, IL-2 e 
TNF-α e baixa 
expressão de HLD-DR 
em monócitos. Durante 
o tratamento com IFN-
γ os níveis de citocinas 
e de monócitos HLA-
DR+ retornaram a 
valores normais.  
mesmo apos terapia 
não foi possível induzir 
a produção de IFN-γ 
em cultura de sangue 
periférico com o uso de 
LPS de Salmonella 
typhimurium mas foi 
possível utilizando 
ConA.    

O paciente com 
LCD 
possivelmente 
tinha um defeito 
específico na 
produção de IFN-
γ estimulado pelo 
LPS bacteriano 
mas que não 
afetou outras 
vias de produção 
de IFN-γ, o qual 
estava elevado 
no soro. 

1997 Skeiky e 
cols(339
) 

Brasil Estudo 
sorológico 

LC, 
LCD, 
LM e 
CS 

Não 
especifica
do  

Foi investigada a 
reatividade do soro a 
antígenos HSP70, 
HSP83, LeIF 4 . Soro 
de LC e LM 
responderam mais a 
HSP70 e HSP83 
enquanto LCD 
produziram mais 
anticorpos para 
HSP83. A resposta da 
LCD contra HSP83 é 
dominada por IgG4.  

HSP83 foi o 
antígeno 
associado a 
subclasse IgG4 
na LCD. 

1996 Ritter e 
cols(340
) 

Méxic
o  

Imuno-
histoquímica e 
hibridização in 
sito para 
mRNA 

LC e 
LCD 

Área  
endêmica 
para L. 
(L.) 
mexicana  

Em pacientes com 
LCD a expressão de 
MCP-1 foi 
significativamente 
menor que em 
pacientes com LC, 
sendo a expressão de 
MIP-1α predominante.  

A predominância 
de MCP-1 na LC 
é benéfica, 
enquanto a maior 
expressão de 
MIP-1α na LCD 
se relaciona ao 
curso 
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progressivo da 
doença.  

1996 Rodrigu
ez e 
cols(341
) 

Venez
uela  

ELISA  LC, LM 
e LCD 

LCD: L. 
mexicana 
spp; LC e 
LM: área 
de L. (V.) 
braziliensi
s 

Comparados a 
frequência relativa dos 
4 isotipos de IgG 
contra promastigotas 
inativados e estratos 
solúveis de 
Leishmania. A LC foi 
dominada pela 
presença de IgG1, 
IgG2 e IgG3 e baixa 
IgG4. Na LM houve 
maior importância da 
IgG1. Na LCD a IgG4 
foi a mais importante, 
mas IgG1 e IgG2 
também estavam 
elevadas.  

 A LCD foi 
dominada por 
resposta IgG 4 
de forma diversa 
que a LC e LM.  

1996 Bomfim 
e 
cols(342
) 

Brasil Mensuração 
de citocinas e 
mRNA em 
PBMC após 
estimulo com 
antígenos e 
PHA 

LCD 
durant
e 
doença 
ativa, 
remiss
ão com 
tratam
ento e 
relapso 

Não 
informado  

Durante a doença ativa 
os pacientes não 
expressaram mRNA 
para IFN-γ mas 
expressaram mRNA 
para IL-2, IL-4 e IL-10. 
Durante remissão 
houve expressão de 
mRNA para IFN-γ e 
baixa expressão para 
IL-10. Após relapso 
houve diminuída 
expressão mRNA para 
IFN-γ e para IL-10  

Na remissão de 
LCD os níveis de 
IFN-γ aumentam 
e os de IL-10 
diminuem, mas 
isso não é 
suficiente para 
prevenir recaída.  

1995 Ulrich e 
cols(343
) 

Venez
uela  

ELISA  LCD, 
LV, 
MH, 
CS 

Não 
informado  

Reatividade contra 
L(L.) mexicana e PGL-
1 de diferentes isotipos 
de IgG. Ao antígeno de 
Leishmania pacientes 
com LCD produziram 
principalmente IgG4 e 
os de LV produziram 
mais IgG1, sendo a 
diferença significativa.  

A determinação 
dos isotipos de 
IgG pode ser útil 
na avaliação da 
resposta a 
possíveis 
vacinas e de 
reinfeção ou 
relapso.  

1995 Barral e 
cols(122
) 

Brasil  Proliferação 
após 
diferentes 
estímulos 

LCD L. (L.) 
amazonen
sis  

Caracterização clínica 
e proliferação de 
linfócitos de sangue 
periférico após 
estimulo com antígeno 
de Leishmania, PHA, 
ConA, PWM, Cândida 
e PPD. Ausência de 
proliferação ao 
antígeno de 
Leishmania na LCD. 
Diferença entre a 
proliferação a 
mitógenos entre as 
formas polar e 
subpolar 

LCD apresenta 
ausência de 
resposta imune 
celular in vitro 
em testes 
realizados com 
linfócitos de 
sangue 
periférico.  
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1994 Teklema
rian e 
cols(344
) 

Etiópia  Proliferação 
linfocitária e 
produção de 
citocinas in 
vitro após 
estimulo  

LCD 
antes e 
após 
tratam
ento 

L. (L.) 
aetiopica  

Nos dois pacientes 
avaliados houve 
aumento da 
proliferação linfocitária 
após o tratamento. 
Após o tratamento 
houve síntese de IL-2 
e IFN-γ em um 
paciente e IL-4 em 
outro.  

Retorno das 
funções de célula 
T após o 
tratamento da 
LCD.  

1994 Akuffo e 
cols(345
) 

Etiópia  Proliferação 
celular de 
monócitos de 
CS e de linha 
CTLL, ELISA 
no soro 

LCD, 
LCD 
curada, 
LC e 
LV 

Não 
especifica
do  

O soro de pacientes 
com LCD tinha altos 
níveis de sIL-2R, mas 
não foi capaz de inibir 
a proliferação de 
PBMC aos antígenos 
de L. (L.) aetiopica, 
PHA ou PPD. Também 
não foi capaz de inibir 
a proliferação da 
linhagem CTLL após 
estimulo com IL-2.  

O sIL-2 não está 
associado a 
imunossupressã
o na LCD.  

1994 Tapia e 
cols(346
)  

Venez
uela  

Imuno-
histoquímica  

LCD, 
LM e 
LC 

Não 
informado  

Lesões de pacientes 
com LCD expressavam 
menos ICAM-1 e HLA-
DR que lesões de LC e 
LM.  

O granuloma 
macrofágico da 
LCD poderia 
estar relacionado 
a defeito de 
sinalização da 
epiderme que 
promoveria a 
migração de 
células T virgens 
e Th2.  

1993 Tapia e 
cols(347
)  

Venez
uela  

Imuno-
histoquímica e 
expressão de 
mRNA nas 
lesões  

LCD, 
LC, LM  

Não 
especifica
do  

Na LCD os LT γ δ 
presentes em menor 
quantidade que na LC 
mas em maior 
quantidade que na LM. 
Os LT α/β estavam 
menos presentes na 
LCD. A razão LFA-
1β/LFA-1α foi menor 
na LCD que na LC e 
LM. O mRNA de IL-4 
foi mais expresso na 
LCD que na LM e LC. 
A LCD teve maior 
expressão de mRNA 
de IL-10 e IL-5 que a 
LC.  

A baixa razão 
LFA-1β/LFA-1α 
sugere um 
defeito na 
adesão celular 
nos granulomas 
de LCD. E as 
lesões de LCD 
apresentaram 
predomínio de 
citocinas Th2 IL-
4, IL-5 e IL-10 

1993 Caceres
-Dittmar 
e 
cols(348
)  

Venez
uela  

Expressão de 
mRNA nas 
lesões por 
PCR  

LC, 
LCD e 
LM  

Não 
especifica
do  

Lesões de LCD 
apresentaram 
preponderância de IL-
4, IL5 e IL-10 e baixa 
ou nenhuma 
expressão de IL-6, 
TNF-α e IL-1β, 
enquanto a LC 
apresentava altos 
níveis de IFN-α, IL-1β, 
TNF-α, lL-6, IL-8, TNF-
β e IL-2  mas baixa de 
IL-4, IL5 e IL-10.  

Lesões de LCD 
apresentavam 
um perfil de 
citocinas Th2 
com a presença 
de IL-4, IL-5 e IL-
10.  

Continua  

Continuação  
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1993 El-Mogy 
e 
cols(349
) 

Egito  Teste de micro 
gotas de HLA 

LC, 
LCD e 
CS  

Não 
especifica
do  

Relação estatística 
positiva entre os HLA-
A11, HLA-B5 e HLA-
B7 e a LCD com risco 
relativo a CS de 7.400, 
4.328 e 3002 
respectivamente. Não 
foi encontrada relação 
significativa com a LC.  

Associação entre 
LCD e HLA-A11, 
HLA-B7 e HLA-
B5.  

1993 Convit e 
cols(302
)  

Venez
uela  

ELISA, IDRM 
e 
transformação 
linfocitária ao 
antígeno de 
Leishmania  

LC, 
LM, 
LCD e 
CS 

Não 
especifica
do  

Pacientes com LCD 
tiveram IDRM menor e 
menor positividade no 
teste de transformação 
linfocitária ao antígeno 
de Leishmania. Os 
títulos de anticorpos 
contra Leishmania 
nestes pacientes são 
altos, com muitos 
acima de 1/4800.  

A LCD apresenta 
diminuição da 
imunidade 
celular e altos 
níveis de 
anticorpos.  

1992 Akuffo e 
cols(350
) 

Etiópia  Proliferação 
linfocitária 
após estimulo 
e ensaio CTLL 

LCD, 
LCD 
inicial, 
LCD 
em 
remiss
ão e 
LC.  

Não 
especifica
do  

A proliferação in vitro 
de linfócitos em 
resposta a 
promastigotas vivos foi 
menor em pacientes 
com LCD tanto inicial 
como tardia, quando 
comparada a pacientes 
com LC. A adição de 
IL2 em altas 
concentrações a 
cultura de células 
permitiu que os 
linfócitos dos pacientes 
com LCD 
proliferassem em 
resposta ao estimulo 
com promastigotas 
vivos 

A gênese das 
lesões na LCD 
se relaciona em 
parte a falta de 
IL-2 mas não em 
sua utilização.  

1991 Martinez
-Arends 
e 
cols(351
) 

Venez
uela  

Imuno-
histoquímica 

LC, 
LCD e 
LM  

Não 
especifica
do  

LCD tenderam a ter 
maior proporção de 
células com o fenótipo 
CD45RO+, CD45RA+ 
e CD4+CD45RA+. Da 
mesma forma 
Granulomas de LCD 
tenderam a ter um 
aumento de células T 
virgens 
CD4+CD45RA+ e 
baixos números de 
células CD4+CD45RA-
. 

Nas lesões de 
LCD existe uma 
menor razão 
entre de células 
T de 
memória/virgens 
que na LC e na 
LM.  

1990 Pisa e 
cols(352
) 

Etiópia  ELISA  LC, 
LCD, 
MH, 
CS 

Não 
especifica
do  

O soro de pacientes 
com LCD e MH 
apresentavam altos 
títulos de TNF-α 
estatisticamente 
maiores de os do CS. 
Na LC não foi possível 
observar níveis dede 
TNF-α maior que os 
CS.  

Os níveis séricos 
de TNF-α são 
maiores em 
formas de 
leishmaniose que 
não apresentam 
resposta imune 
celular.  

Continua  
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1990 Avila e 
cols(353
)  

Venez
uela  

ELISA LCD, 
LC, 
LM, 
CS,  
infecçã
o por 
T. 
Cruzi e 
T. 
rangeli 
e 
doença
s 
inflama
tórias  

Não 
especifica
do  

É descrito método para 
confecção de ELISA 
contra o epítopo 
Galactose α1-3-
manose de 
glicofosfolipídios de 
L(L.) mexicana e L.(V.) 
braziliensis. É positivo 
em 83% dos soros de 
LC, 69% na LM e em 
89% na LCD mas 
também é positivo nas 
infecções por T. cruzi e 
T. rangeli  

Sugere a 
presença comum 
de 
oligossacarídeo 
altamente 
imunogênico em 
membros da 
família 
Trypanosomatida
.  

1990 Mengist
u e 
cols(354
)  

Etiópia  Imunobloting  LC e 
LCD 

L. (L.) 
aetiopica  

O soro dos pacientes 
reagiu com antigênos 
provenientes de L.(L.) 
aetiopica cultivado de 
suas lesões. Pacientes 
com LCD reagiam a 
antigênos entre 18 e 
50 kilodaltons e na LC 
houve baixa 
reatividade abaixo de 
50kD. Parasitas 
derivados dos 
diferentes pacientes 
tinham padrões de 
expressão dos 
antígenos.  

Padrões de 
antígenos 
reconhecidos 
pela LC e pela 
LCD foram 
diferentes e este 
padrão não foi 
explicado por 
expressão 
diferentes 
antígenos pelos 
promastigodas 
das diferentes 
formas.  

1989 Melby e 
cols(355
)  

Vários 
países  

Proliferação e 
produção de 
IFN-γ por 
diferentes 
antígenos, 
ELISA, 
Imunobloting 
de duas 
dimensões 

LC em 
melhor
a ou 
curada, 
LM, 
LCD, 
CS e 
expost
os a L. 
(L.) 
donova
ni  

L. (V.) 
panamens
is, L. (L.) 
mexicana, 
L. (V.) 
brasiliensi
s, L.(L.) 
major, 
L.(L.) 
donovani 

Após estímulos por 
antígenos de L. (L.) 
donovani separados 
por Imunobloting em 
duas dimensões foi 
medida a proliferação 
celular e a produção 
de IFN-γ. Na LC 
curada e na LM houve 
boa produção de IFN-γ 
e proliferação celular a 
uma variedade de 
antígenos. Na LCD a 
produção de IFN-γ e a 
proliferação foram 
ausentes ou limitadas 
a alguns antígenos.   

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

1988 Akuffo e 
cols(356
) 

Etiópia  Proliferação 
linfocitária 
após estímulo 
com 
promastigotas 
(PROM-LC, 
PROM-LCD ou 
uma mistura 
dos dois) 

LCD 
inicial, 
LCD 
de 
longa 
evoluç
ão, 
LCD 
em 
remiss
ão e 
LCL 

L. (L.) 
aetiopica  

Os pacientes com LCD 
de longa evolução 
respondiam menos a 
ambos os 
promastigotas. A 
resposta aos antígenos 
foi PROM-
LCD<mistura<PROM-
LC. Pacientes com 
LCD em remissão 
responderam de forma 
semelhante a 
pacientes com LC. 
Pacientes com LCD 
tiveram alguma 
resposta a antígenos 
derivados de pacientes 
com LC.  

Não parece 
haver uma 
inabilidade inata 
a responder ao 
antígeno de 
Leishmania, mas 
uma não 
responsividade 
prolongada mas 
transitória que 
está associada 
ao processo 
patológico.  

Continua  

Continuação  
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1988 Castes e 
cols(357
)  

Venez
uela  

Proliferação 
linfocitária, 
ensaios para a 
produção de 
IL-2, IFN-γ e 
imunomarcaçã
o de PBMC 
para CD2, 
CD4, CD8 e 
CD20. Após 
estimulo com 
antígeno de L. 
(L.) mexicana 
ou PHA 

LC, 
LM, 
LCD e 
CS 

Não 
reportado  

No grupo de LCD 
houve menor 
proliferação linfocitária 
que na LC ao 
antígeno, mas não a 
PHA. Menor expressão 
de IL-2r na LCD que 
nos grupos de LC, LM 
e CS e de IL-2 que na 
LC e LM. Menor 
quantidade de células 
da linhagem 
Macrófago-monócito 
na LCD. Somente dois 
pacientes estudados 
para a produção de 
IFN-γ, mas com níveis 
muito baixos.  

Linfócitos de 
pacientes com 
LCD proliferam 
menos em 
resposta ao 
antígeno de 
Leishmania e 
produzem menos 
IL-2 além de 
expressar menor 
IL-2r em suas 
PBMC.  

1987 Akuffo e 
cols(358
)  

Etiópia  Proliferação 
linfocitária, 
ensaios para 
IL-2 e IFN-γ 
após SLA-LC, 
SLA-DCL e 
PHA 

LCD, 
LCD 
tratada
, LC e 
control
e 

Endêmica 
para L. 
(L.) 
aetiopica  

Todos os doentes 
responderam aos 
antígenos com 
produção de IFN-γ e 
IL-2 após estímulo 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.   

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

1987 Castes e 
cols(359
)  

Venez
uela  

Proliferação 
linfocitária ao 
antígeno de 
L(L.) pifanoi, a 
ConA, PHA  

LC, 
LM, 
LCD e 
CS 

Não 
reportado  

A adição de 
indometacina 
aumentou a resposta 
mitogênica a PHA, 
mas não ao antigêno 
de Leishmania.  

A anergia 
observada na 
LCD não é 
decorrente do 
envolvimento de 
prostaglandinas  

1987 Nilsen e 
cols(360
) 

Etiópia  Imuno-
histoquímica  

LCD e 
LC  

Endêmica 
para L. 
(L.) 
aetiopica  

Tanto linfócitos 
supressores/citotóxicos 
(Leu2a+), como T 
auxiliares (Leu3a+b) 
estiveram mais 
presentes na LC que 
na LCD. HLA-DR 
estava presente nos 
queratinocitos 
epidermicos acima de 
lesões de LC mas não 
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.  

O defeito 
imunológico na 
LCD estaria 
relacionado a 
vários 
mecanismos e 
não só á falta de 
IL-2. O padrão 
de expressão IL-
2r foi diferente 
entre a LCD na 
Etiópia e 
americana. 

1987 Rada e 
Cols(36
1)  

Venez
uela  

Proliferação 
linfocitária e 
produção de 
IFN-γ após 
estimulo por 
promastigotas 

LC, 
LCD e 
LM  

Não 
reportado  

Baixa produção de 
IFN-γ e baixa 
proliferação linfocitária 
após estimulo 
antigênico em paciente 
com LCD.  

A produção de 
IFN-γ e a 
proliferação 
linfocitária são 
diminuídas da na 
LCD.  

Continua  

Continuação  
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mortos   

1985 Modlin e 
cols(362
) 

Venez
uela  

Imuno-
histoquímica  

LC, 
LCD e 
CS  

Não 
reportada  

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

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

1984 Peterse
n e 
cols(363
)  

Repúb
lica 
Domini
cana 

Proliferação 
linfocitária 
após  PHA, 
ConA ou SLA 

LCD e 
CS 
com 
IDRM-
neg e 
CS 
com 
IDRM-
pos 

Não 
reportada  

Linfócitos de pacientes 
DCL foram co-
cutivados monócitos 
de CS e linfócitos de 
CS foram cocultivados 
com monócitos de 
pacientes com LCD. A 
proliferação linfocitária 
ao SLA foi maior em 
CS IDRM+ que em CS 
IDRM- e que na DCL. 
A proliferação apos 
ConA e PHA foi 
semelhante entre os 
grupos. Linfócitos de 
pacientes com DCL 
com monócitos de CS 
proliferaram em 
resposta ao SLA. Já 
Linfócitos de CS 
IDRM+ com monócitos 
de DCL não 
proliferaram após SLA.  

A proliferação 
linfocitária ao 
antígeno de 
Leishmania é 
abolida quando a 
origem dos 
monócitos é de 
pacientes com 
LCD.  

1984 Castes e 
cols(364
) 

Venez
uela  

Proliferação 
linfocitária 
após estimulo 
com o 
antígeno de L. 
(V.) 
braziliensis em 
diferentes 
condições. 
Medida dos 
complexos 
imunes 
circulantes   

LC, 
LM, 
LCD, 
CS  

Não 
reportada  

Pacientes com LCD 
tiveram menor índice 
de proliferação quando 
comparados a 
pacientes com LM. O 
antígeno de L. (L.) 
braziliensis induziu a 
supressão da 
proliferação mais 
intensamente nos 
pacientes com LCD 
que nos LM e CS. Na 
LCD existiu maior 
quantidade de 
complexos imunes que 
nos CS.   

Pacientes com 
LCD tiveram 
menor resposta 
proliferativa 
linfocitária e 
tiveram suas 
respostas 
diminuídas pelo 
antígeno LBY. 
Além disso 
tiveram maior 
quantidade de 
complexos 
imunes 
circulantes.  

1983 Castes e 
cols(115
) 

Venez
uela  

Proliferação 
linfocitária 
após PHA, 
ConA, 
antígenos de 
Leishmania e 
T cruzi.  

LC, 
LM, 
LCD e 
CS 

Não 
reportada  

Na LCD a proliferação 
a ConA e PHA não 
estava diminuída. A 
proliferação após 
antígenos de 
Leishmania foi menor 
na LCD que na LC e 
na LM. A proliferação 

Na LCD existe 
defeito na 
resposta ao 
antígeno de 
Leishmania in 
vitro.  

Continua  

Continuação  
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após estimulo com 
antígeno de T cruzi 
também foi menor na 
LCD que na LM.  

1982 Peterse
n e 
cols(365
)  

Repúb
lica 
Domini
cana  

Proliferação 
linfocitária a 
estímulos após 
estímulos 
antes e após 
passagem por 
lã de Náilon ou 
adição de 
indometacina 

LC, 
LCD e 
CS  

L. (V.) 
panamens
is, L. (L.) 
major e 
alguns 
não 
reportados 

Em PBMC não 
fracionadas a resposta 
ao antígeno de 
Leishmania foi 
diminuída na LCD, 
mas estava preservada 
após PHA e ConA.  
Após passagem por lã 
de Náilon ou adição de 
indometacina a 
resposta ao antígeno 
de Leishmania foi 
elevada na LCD.  

Prostaglandinas 
e a presença de 
células 
aderentes 
supressoras 
pode estar 
envolvida na 
anergia antígeno 
específica na 
LCD.  

1970 Bryceso
n(366)  

Etiópia  Níveis 
plasmáticos de 
imunoglobulina
s, DHT após 
transferência 
de leucócitos 

LC, 
LCD 
ativa, 
LCD 
curada 
e CS 

Não 
reportada, 
área de L. 
(L.) 
aetiopica 

Os níveis plasmáticos 
normais de IG na LCD, 
embora alguns tiveram 
aumento de IgA. Os 
sujeitos tiveram teste 
tuberculínico, 
lepromanínico e Kvein 
negativos. A 
transferência de 
leucócitos de doadores 
sensíveis ao antígeno 
de Leishmania foi 
capaz de positivar 
temporariamente a 
IDRM.  

Na LCD a 
hiporresponsivid
ade imune 
parece ser 
antígeno 
específica e 
restrita a 
imunidade 
mediada por 
células.   
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5 DISCUSSÃO 

5.1 PRINCIPAIS ALTERAÇÕES IMUNOLÓGICAS DA LCD ENCONTRADAS NA 

LITERATURA  

O parasito tem grande importância do desenvolvimento da LCD, sendo que, 

apesar de diversas espécies poderem causar a doença, como já dito apenas 4 

espécies são responsáveis pela grande maioria dos casos reportados(36). Além 

disso, mesmo em espécies tipicamente causadoras da LCD algumas tem maior 

propensão a desenvolver esta forma. Em estudo de área endêmica 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 após 

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-γ quando estimuladas com promastigotas derivadas de 

pacientes com LC (PROM-LC). Surpreendentemente, mais mRNA de IFN-γ foi 

produzido em resposta a PROM-LC que a PROM-LCD independente se as PBMC 

foram derivadas de pacientes com LCD, LC ou controles saudáveis(CS)(337). Em 

outro estudo, Osland mostrou que polipeptídios de L. (L.) aetiopica tem reação 

cruzada contra anticorpos da classe IgG e IgM, sendo que pacientes com LCD 

produziram anticorpos da classe IgM contra IgG, mas que estes quase não foram 

detectados no soro de pacientes com LC(336).  

Entretanto, existem evidências de que fatores ligados ao hospedeiro tem 

também importância no desenvolvimento da doença. Uma destas está na relação 

entre a doença e o antígeno leucocitário 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 não foi observada relação entre LC e o HLA 

neste estudo(349).  

Além disso, pacientes com LCD parecem responder a diferentes antígenos do 

parasito que pacientes com outras formas da doença. Mengistu e colaboradores 

utilizando antígenos derivados dos próprios pacientes mostraram, que pacientes 

com LCD responderam a antígenos entre 18-50kd, enquanto pacientes com LC 
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responderam pouco a antígenos com menos de 50kd(354).   Em outro estudo foi 

demonstrado que o soro de pacientes com LCD tinha anticorpos predominantemente 

contra o antígeno parasitário hsp83, já 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 

antígeno cru de L.(L.) amazonensis e produziam menos IFN-γ em resposta ao 

antígeno P8 quando comparado a pacientes com LC(367).  Outro estudo utilizando 

antígenos de L. (L.) donovani separados por eletroforese bidimensional mostrou que 

pacientes com LCD além da baixa resposta aos antígenos, respondem a uma menor 

variedade de antígenos que pacientes com LC ou LM(368).   

A pesar de a LCD ter sido relatada em situações de imunossupressão como 

doenças e uso de medicações(38, 41, 43, 46, 136), estudos experimentais tem 

mostrado que na LCD existe uma diminuição da resposta imune que é específica ao 

antígeno de Leishmania. Em estudo clássico, Bryceson mostrou que pacientes com 

LCD tem níveis  IgG semelhantes a outras formas da doença e a controles 

saudáveis, embora houvesse elevação de IgA. No mesmo estudo estes pacientes 

responderam normalmente aos antígenos tuberculínico e da hanseníase, e 

apresentavam teste de Kvein negativo(369).   

A proliferação linfocitária aos mitógenos como ConA e Fitohemaglutinina 

(PHA)  também não se mostrou diminuída na LCD em um estudo, embora a 

proliferação a antígenos de Leishmania e ao antígeno de T. cruzi estivesse 

diminuída(115). Da mesma forma Barral e colaboradores mostram que os linfócitos 

de todos os pacientes com LCD proliferaram em resposta aos mitógenos PHA e 

Mitogêno de Pokeweed (PWM), embora a proliferação de pacientes com LCD polar 

tenha sido menor(122).  Entretanto, a proliferação não ocorreu em resposta aos 

antígenos de Leishmania(122).  Em consonância com estes achados Coutinho e 

colaboradores mostraram que PBMC de paciente com LCD proliferavam e 

produziam IFN-γ após estimulação com ConA e antígeno de T. gondii mas não o 

faziam após a estimulação com antígenos de L. (L.) amazonensis ou L. (L.) 

brasiliensis(324).  

Outra característica que se discute na LCD se refere a reversibilidade da 

disfunção celular. Isso foi sugerido por Akuffo e colaboradores quando mostraram, 

que pacientes com LCD em remissão respondiam com proliferação linfocitária ao 
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estímulo com PROM-LC e PROM-LCD de forma semelhante a pacientes com 

LC(356). Uma das conclusões dos autores é que não parece haver uma inabilidade 

inata para responder ao antígeno de Leishmania, mas sim uma não responsividade 

prolongada mas transitória que está associada com o processo patológico, sendo 

esta “anergia” presente na LCD modificável(356). Tratamento já se mostrou capaz 

de positivar a IDRM na LC(330, 370) e também causar o retorno das funções do LT 

com proliferação linfocitária e produção de IL-2, IFN-γ em um paciente e IL-4 no 

outro(344).   

A composição do infiltrado inflamatório é também alterada na LCD. Em estudo 

brasileiro, Xavier e colaboradores demonstraram, que pacientes com LCD apresenta 

menor número de células de Langerhans CD1a+ que pacientes com LC(329), isso 

também foi observado em outro estudo na Venezuela(332). As células CD1a+ 

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 áreas 

inflamatórias residuais(334).  Células CD8+ e NK também tem distribuição difusa na 

LCD sendo que passam a se localizar em regiões de inflamação com o 

tratamento(334).  Mesmo autor mostrou relação anormalmente baixa entre LT 

CD4+/CD8+ no sangue periférico que aumentou após 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 superfície CD8+ e CD4+(224). Entretanto a partir do trabalho de 

Parish foi demonstrada uma relação inversa entre a imunidade mediada por células, 

representada pela reação de hipersensibilidade retardada a um antígeno aplicado 

intradermicamente, e a humoral, representada pelos títulos de anticorpos específicos 

contra o antígeno(225). Posteriormente foram identificadas duas subpopulações de 

LT CD4+: Th1 e Th2. Os linfócitos Th1 seriam induzidos pela expressão de IL-12 e 

IFN-γ, com produção de IFN-γ e IL-2 tendo função importante na imunidade contra 

patógenos intracelulares como a Leishmania(224). Já os LT Th2 seriam induzidos 

primariamente pela IL-4 com a produção de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 estando 

relacionados a imunidade contra helmintos e ao desenvolvimento de condições 

atópicas ou alérgicas(224).    
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Além da característica diminuição da resposta imune celular com negatividade 

da IDRM, pacientes com LCD apresentam altos títulos de anticorpos específicos 

contra Leishmania, frequentemente acima de 1/4800(371). Caceres-Dittmar 

mostraram que pacientes com LCD tem preponderância das citocinas  IL-4, IL5 e IL-

10 nas lesões, enquanto apresentam baixa ou nenhuma expressão de IL-6, TNF-α e 

IL-1β(230). Em estudo brasileiro Bomfim e colaboradores mostraram após estímulo 

com o antígeno de Leishmania, PBMC de pacientes com LCD expressavam 

principalmente IL-2, IL-4 e IL-10, mas não expressavam IFN-γ. Após tratamento com 

remissão temporária houve aumento de IFN-γ e baixa produção de IL-10. Após o 

relapso, apesar de haver diminuição na produção de IFN-γ os níveis de IL-10 

mantiveram-se baixos(342).  Silveira e colaboradores também mostraram que 

pacientes com LCD apresentam maior expressão de IL4 e IL-10 nas lesões e em 

sangue periférico(88). Os níveis de IgE total e IgE específica também se mostraram 

elevados na LCD, o que poderia estar relacionada a uma estimulação da resposta 

imune Th2(331).   

Das citocinas Th1 uma das mais estudadas na LCD é o IFN-γ, sendo sua 

expressão baixa em PBMC após estímulo com antígeno de Leishmania(325, 342). O 

surgimento desta forma de LTA já foi associado a presença de um defeito específico 

na produção de IFN-γ em resposta a antígeno, mesmo que os níveis desta citocina 

encontrassem-se sistemicamente elevados no caso estudado(338).  Da mesma 

forma a produção de IFN-γ a estímulo antigênico tem sido relacionada a remissão da 

doença em diferentes estudos(334, 342, 344).  

Outra citocina relacionada a resposta Th1 estudada na LCD é a IL-2. Em 

estudo utilizando imuno-histoquímica, Nilsen e colaboradores mostraram que 

receptores de IL-2 estavam presentes em menor quantidade nas lesões de LCD que 

na LC(360). Em estudo posterior, Akuffo e colaboradores mostraram, que a adição 

de IL-2 em altas concentrações a cultura de linfócitos de pacientes com LCD foi 

capaz de permitir que estes respondessem ao estímulo com promastigotas 

vivos(350). O mesmo autor sugeriu que a capacidade de produzir IL-2 ao SLA-LCD 

teve relação causal com a cura de um paciente com a doença(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 qualitativamente diferente que a observada na LC. Em humanos as 

imunoglobulinas G podem ser divididas em quatro isoformas. IgG1 e IgG3 são 

efetivas contra vírus, a IgG2 é mais efetiva contra bactérias encapsuladas já a IgG4 

e IgE são 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 presença das diferentes isoformas de IgG contra 

Promastigotas inativados e estratos solúveis de Leishmania, mostrando que a LC foi 

dominada pela presença de IgG1, IgG2 e IgG3 e já na LCD a IgG4 foi predominante, 

mas IgG1 e IgG2 também estavam elevadas(341). Na LCD a resposta ao antígeno 

HSP83 também é dominada pela IgG4(339).  

O tráfico leucocitário também tem sido estudado para explicar o 

desenvolvimento da LCD. O tráfico de leucócitos entre o sangue e os tecidos é 

fundamental para resposta imune normal e depende, entre outras coisas, da 

expressão de quimioatractantes nos tecidos, como as quimiocinas (373). As 

quimiocinas expressas nos tecidos tem importância fisiológica devido a sua 

especificidade: os membros da família de quimiocinas recrutam subtipos bem 

definidos de leucócitos e seus receptores são expressos de forma diferenciada nos 

diferentes tipos de leucócitos(374). Ritter e colaboradores mostraram que pacientes 

com LCD tem menor expressão local de (MCP-1/CCL2), sendo que predominava 

MIP-1α(CCL3). O Autor argumenta que a expressão de CCL2 seria benéfica, 

enquanto a expressão de CCL3 estaria relacionada ao curso prolongado da doença. 

Tanto CCL2 como CCL3 atraem monócitos e macrófagos para o sítio de 

inflamação(375), entretendo CCL3 também está envolvido na migração de células 

NK e na interação célula T/ célula dendrítica(374). Outro estudo mostrou CCL11, 

classicamente associada a resposta imune Th2, está aumentada nas lesões de LCD 

quando comparada a lesões de LC(315).   

Em outro estudo Campanelli e colaboradores, utilizado imuno-histoquímica, 

mostraram que pacientes com LCD tiveram menor expressão de CCR5, CCR4, 

CCR3, CCL17 que pacientes com LC, mas tinham expressão aumentada de CCL7. 

Os autores levantam a hipótese que embora o número de LT fosse escasso, é 

possível que CCL7 fosse responsável por atrair linfócitos Th2 para a lesão(320). 
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Utilizando a mesma metodologia, Dias e colaboradores mostraram que lesões de 

pacientes com LCD tinham expressão diminuída de CD69+ e CLA+(332). O CD69 é 

um receptor de membrana presente em diversas populações de LT que foi 

relacionado a migração linfocitária e na promoção de retenção de LT nos 

tecidos(376). O CLA está presente na superfície de LT, sendo relacionado também a 

migração 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 não 

dependente de antígeno(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+ é importante para a cura(379), mas também foi 

associada a lesão tecidual com ulceração(380).  Em estudo in vitro linfócitos T CD8+ 

de pacientes com LCD tiveram citotoxicidade significativamente diminuída quando 

comparado a  LT CD8+  de pacientes com LC(319).  

O sistema imunológico Inato tem importante função no controle da 

Leishmaniose, sendo que modelos murinos tem mostrado que os receptores toll like- 

TLR (TLR2, TLR3, TLR4 e TLR9) estão associados com a produção precoce de IFN-

γ e IL-12 fundamental para o controle da Leishmaniose(313). Os TLR são sensores 

capazes de reconhecer padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) 

como DNA de dupla hélice não metilado, Lipoproteínas, 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 doença causada exclusivamente por L. (L.) amazonensis, pacientes 

com LDC tinham menor expressão tecidual de TLR2 que pacientes com LC(309).  

Em outro estudo a estimulação de TLR2 com LPG ou Pam3Cys foi capaz de 

recuperar a citotoxicidade, proliferação e produção de IFN-γ em LT disfuncionais de 

pacientes com LDC(319).  

Por outro lado, a proteína 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 adição de IFN-α a macrófagos murinos infectados com L. 

(L.) amazonensis esteve relacionada ao aumento da carga parasitária(318).  O autor 
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argumenta que os receptores reconhecedores de padrão como TLR2 e TLR4 

contribuem para a ativação do PKR e que a sinalização do PKR leva a expressão de 

IFNs do tipo 1, e que, ativação dos IFN do tipo um estaria associada a maior carga 

parasitária contribuindo para a doença causada por L. (L.) amazonensis(318). A 

expressão de IFN I já foi associada a sinalização por TLR2 e TLR4 em outros 

estudos(382). Desta forma ainda não é possível definir com segurança o papel 

destes receptores na patogênese da LCD.  

Uma das primeiras células do sistema imune inato capaz de produzir IFN-γ e 

TNF-α em doenças causadas por protozoários é a célula NK(313). Aumento de 

células NK CD16+CD56+ no sangue periférico após o tratamento bem-sucedido de 

LCD foi reportado por Pereira e colaboradores e veio associado a aumento e 

monócitos proinflamatórios CD14+CD16+. Linfócitos CD56+ também foram 

encontrados em lesões em processo de cura, o que sugeriu a infiltração de células 

NK nestas lesões(322).   Carrada e colaboradores também mostraram que a IL-18, 

que está associada conjuntamente a IL-12 na atividade de células NK, foi produzida 

em menor quantidade na LCD após estímulo com LPS(327). A IL-15, que é citocina 

ponte entre os sistemas imunes adaptativo e inato, também se mostrou diminuída na 

LCD(327).    

Os células do sistema fagocítico mononuclear (SFM), originalmente descritas 

como um subgrupo de leucócitos derivados de células mieloides da medula óssea 

que circulam no sangue e povoam os tecidos como macrófagos durante a 

inflamação(383), também parecem ser importantes na fisiopatogênese da LCD. A 

ativação da Óxido nítrico sintetase (iNOS ou NOS2) com a produção de óxido nítrico 

por macrófagos durante o processo de fagocitose se mostrou importante na 

erradicação de parasitas intracelulares em modelos murinos. Diversos estudos tem 

mostrado a presença de iNOS em lesões de LC(384). Em estudo utilizando imuno-

histoquímica Qadoumi e colaboradores mostraram que a expressão de iNOS é 

intensa em lesões de pacientes com LC, mas que apenas uma pequena quantidade 

de células foram positivas para esta proteína na LCD(333). Em estudo venezuelano, 

Diaz e colaboradores mostraram que a Óxido nítrico sintetase induzível é 

significativamente menos expressa em granulomas de LCD que dos de LC(328).  

Células do SFM estão envolvidas no início e controle da resposta imune na 

LCD.  Petersen e colaboradores, em estudo clássico, mostraram que a passagem de 
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PBMC por lã de Náilon, foi capaz de restaurar a resposta proliferativa ao antígeno de 

Leishmania(365). O autor argumenta que as células depletadas com este 

procedimento são monócitos,  embora outras populações possam ser afetadas(365). 

Mesmo autor mostrou que linfócitos de pacientes com LCD foram capazes de 

apresentar resposta proliferativa ao antígeno de Leishmania quando seus próprios 

monócitos foram substituídos por monócitos de controles saudáveis. Por outro lado, 

linfócitos de sujeitos expostos com IDRM positiva perderam a capacidade 

proliferativa quando expostos a monócitos de pacientes com DCL(363).  

Este papel no controle da diferenciação de LT pode ser explicado pela ação 

de moléculas co-estimulatórias expressas em células do SFM, de acordo com 

modelo já explicado na introdução. Em estudo de polimorfismos no gene do CTLA-4, 

pacientes com LCD tiveram maior frequência o genótipo A/G+49, enquanto 

pacientes com LC apresentavam com maior frequência o genótipo A/A+49(323). Em 

outro estudo a presença da molécula co-estimulatória CD86 foi maior em monócitos 

CD14+ de sangue periférico de pacientes com LCD que em pacientes com LC(327). 

O autor argumenta que a expressão de CD86 estaria associada a resposta imune 

Th2, não sendo possível entretanto definir se alteração é causa ou consequência da 

mesma(327). Em outro estudo linfócitos CD8+ de pacientes com LCD a reversão de 

quadro de disfunção celular esteve associada a diminuição da expressão de PD-

1(319).    

A disfunção celular na LCD também foi atribuída a aumento no número de 

células T regulatórias FoxP3+ nas lesões(321). A proporção de células T virgens 

CD4+CD45RA+ em relação a células T de memória CD4+CD45RA- também se 

mostrou aumentada em pacientes com LCD de acordo com estudo utilizando imuno-

histoquímica realizado na Venezuela(351). Tapia e colaboradores levanta a hipótese 

de que este relativo aumento de células T virgens e possivelmente de LT Th2 

poderiam estar associados a alterações em moléculas de adesão como ICAM1(346).   
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Quadro 6 -  Principais alterações Imunológicas da Leishmaniose difusa.   

Alterações  referências  

Pacientes com LCD respondem a diferentes antígenos que pacientes 

com outras formas da doença  

(335, 339, 354, 

368) 

A disfunção imune na LCD é antígeno específica sendo que linfócitos 

dos pacientes proliferam e resposta a mitógenos.   

(115, 324, 366, 

385) 

A Disfunção imune da LCD parece ser transitória e associada ao 

processo patológico 

(344, 356, 370, 

386) 

Pacientes com LCD apresentam atividade Th2 com altos níveis de 

anticorpos específicos circulantes, elevação dos níveis de IgE específica 

e produção predominante de anticorpos específicos da classe IgG4. 

Citocinas Th2(IL-4 e IL-10) tanto sistemicamente como nas lesões.  

(88, 230, 302, 

342, 387) 

Existe baixa produção de IFN-γ em resposta ao antígeno na LCD. A cura 

da LCD está relacionada a produção de citocinas Th1 como IFN-γ e IL-2.  

(325, 334, 338, 

342, 358, 360, 

388) 

Nas lesões de LCD moléculas e receptores quimiotáxicos CCL3, CCL11 

e CCL7  estão aumentados, enquanto CCL2, CCR5, CCR4, CCR3 e 

CCL17  estão diminuídas.  

(315, 320, 389) 

Linfócitos T CD8+ de pacientes com LCD apresentam menor 

citotoxicidade in vitro que os de pacientes com LC.  

(390) 

Pacientes com LCD tem menor expressão tecidual de TLR2 e sua 

estimulação com Pam3Cys ou LPG foi capaz de recuperar as funções 

efetoras de LT CD8+.  

(309, 390) 

Citocinas relacionadas ao sistema imune inato IL-18 e IL-15 foram 

produzidas menor quantidade na LCD.  

(327) 

A óxido nítrico sintetase induzível (iNOS) é menos produzida em 

pacientes com LCD.   

(328, 333) 

A molécula co-estimulatória CD86 é mais expressa em pacientes com 

LCD . Aumento da expressão de PD-1 e polimorfismos no gene de 

CTLA4, também estão possivelmente envolvidos na imunopatogênese 

da LCD.  

(319, 323, 327) 

Na LCD existe aumento relativo de células T regulatórias FoxP3+ e LT 

CD4+ virgens.  

(351, 391) 

Mediadores lipídicos estão envolvidos na patogênese sendo que na LCD 

existe maior expressão de Receptor 2 de prostaglandina E a resolvina 

D1 está aumentada no plasma.  

(310, 311) 
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Finalmente o balanço de mediadores lipídicos pró-inflamatórios e anti-

inflamatórios também são estudados como possível fator que influencia no desfecho 

de doenças infecciosas(392). As Resolvinas são um grupo de mediadores lipídicos 

endógenos que tem papel na resolução da inflamação(393). Outro grupo de 

mediadores lipídicos, as prostaglandinas podem diminuir respostas imune-

inflamatórias causando persistência de infecção ou ainda influenciar respostas 

protetivas em infecções como a hanseníase, por exemplo(392). Em estudo clássico, 

Petersen e colaboradores mostraram que PBMC de pacientes com LCD tiveram 

resposta proliferativa ao antígeno de Leishmania restaurada após a adição de 

indometacina(365), o que não foi confirmador por estudo posterior(359). A 

indometacina é droga que é inibidora da Cicloxigenase, enzima responsável pela 

síntese de prostaglandinas a partir do ácido araquidônico(394). Recentemente, 

França e Costa mostraram que mRNA do “receptor 2 de prostaglandina E” é mais 

expresso em lesões 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 antiflamatório presentes na 

LCD(310).    

As principais alterações imunológicas da Leishmaniose difusa encontradas 

nos estudos estão demonstradas na tabela 8.  

 

5.2 A FORMA CLÍNICA DE LEISHMANIOSE   

Nosso paciente apresentava placa eritematosa não ulcerada de crescimento 

progressivo em região de dorso nasal a qual surgiu um mês após viajem a região 

amazônica.   

A morfologia e distribuição das lesões é o principal fator na classificação das 

formas clínicas de Leishmaniose tegumentar. A pesar de muitas infecções serem 

subclínicas, o primeiro sinal da infecção é tipicamente uma pequena mácula 

eritematosa que se desenvolve um tempo variável após a picada do vetor e evolui 

para uma pápula e então para um nódulo e finalmente para uma úlcera, que se 

desenvolve na lesão característica da LC(15).  
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A LDS por sua vez é caracterizada por múltiplas lesões acneiformes, 

papulares, nodulares e ulceradas em duas ou mais regiões do corpo(91, 93) e que 

se disseminam rapidamente(em algumas semanas)(122). No caso do sujeito do 

estudo, observamos uma lesão não ulcerada o que é um aspecto que fala contra LC. 

A apresentação clínica observada não é compatível com LDS já que além de a lesão 

ser localizada, a lesão em placa não está entre as morfologias descritas na LDS. 

 A forma difusa é caracterizada por placas e nódulos infiltrados não ulcerados 

que ao longo do tempo podem atingir grandes áreas da pele(122-124, 371) e podem 

ser localizados na fase inicial da doença(8). A Lesão clínica é, portanto, compatível 

com um caso inicial de Leishmaniose difusa tanto pela morfologia da lesão, placa 

eritematosa não ulcerada, como pela história de lenta evolução.  

Em nosso caso pudemos identificar a Leishmania (L.) amazonensis. A 

depender da espécie de Leishmania responsável pela infeção, o paciente terá maior 

ou menor possibilidade de desenvolver uma determinada forma clínica. 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 identificação da espécie de Leishmania pode 

ser feita com alta sensibilidade e especificidade através de reação em cadeia da 

polimerase, já que  a avaliação microscópica não pode definir a espécie com 

segurança (396, 397). A identificação no caso Leishmania (L.) amazonensis, o 

diagnóstico de LCD. 

É 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 é 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 reação 

de Montenegro negativa, embora ocasionalmente 3 dos 6 pacientes apresentassem 

alguma reação fraca(122). A negatividade da reação ao antígeno de Montenegro em 

nosso paciente, portanto, reforça o diagnóstico de Leishmaniose difusa.    

A IFI de nosso paciente foi negativa. Assim como outros testes sorológicos  a 

IFI e o ELISA tem relação com os níveis de anticorpos no sangue do paciente(173). 

Entretanto, existe grande variação de acurácia diagnóstica a depender da técnica 
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utilizada(7). A espécie causadora da doença também parece ser um aspecto 

importante a ser considerado(179). Estudo com Leishmania (L.) amazonensis 

mostrou autos títulos de anticorpos quanto medidos por Imunofluorescência 

indireta(88) e elevados títulos 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 Imunofluorescência indireta foi 

negativa em todos os acometidos(173).  Em estudo utilizando o antígeno de 

Leishmania (L.) amazonensis para teste de imunofluorescência indireta, foi 

demonstrado que pacientes com infecção por Leishmania (V.) braziliensis 

apresentam títulos de anticorpos mais elevados do que aqueles infectados com 

Leishmania (V.) guyanensis(179). O autor discute que é possível que o fato de não 

se utilizar antígenos homólogos a espécie pode estar influenciando o desempenho 

diferente do teste a depender da espécie infectante(179).  

As diferentes propriedades do teste a depender do antígeno também é um 

tópico discutido em outro estudo, sendo que testes que utilizam o antígeno de 

Leishmania (V.) braziliensis tiveram sensibilidade de até 95% e que o antígeno de 

Leishmania (L.) amazonensis apresenta grande número de reações cruzadas 

principalmente com a doença de Chagas e a Paracoccidioidomicose(178).  

Aparentemente a resposta imune Th2 é importante na Leishmaniose causada 

por Leishmania  (L.) amazonensis, com a produção de com a produção 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 rápido de 

Leishmaniose visceral rK39(94). Este teste sorológico, 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, questões 

intrínsecas aos métodos sorológicos utilizados parecem estar relacionadas aos 

achados encontrados na literatura com relação a positividade dos testes sorológicos 

na forma difusa da doença,  como descritos por Silveira 2004 e Kar 1995(88, 173). 

Desta forma a negatividade da imunofluorescência indireta no caso não reforça e 

nem afasta a hipótese de Leishmaniose difusa.     
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Os histopatológicos da lesão mostraram a presença de infiltrado histiocitário 

que se estendia da derme papilar até a derme profunda, em um dos exames foi 

ainda observado focos espaços de infiltrado linfoplasmocitário que se adensaram no 

limite profundo da lesão. Estes achados histopatológicos são compatíveis com a 

reação exsudativa celular de acordo com o descrito por Magalhães e cols.(400), ou a 

resposta macrofágica intacta na classificação de Riddley e cols.(217). A ausência de 

células gigantes multinucleadas também reforça o diagnóstico de LCD no caso 

assim como descrito por Bittencourt(221). A ausência de necrose favorece a 

classificação do caso como LCD polar(221, 385), entretanto, há que se discutir a 

intensidade do infiltrado linfocitário que é mínimo na LCD(222), mas pode ser 

moderada(221) ou até mesmo apreciável(220). Desta forma, o histopatológico 

reforça o diagnóstico de LCD, embora é necessária a correlação com os dados 

clínicos e imunológicos para a correta classificação(221).          

A evolução clínica do sujeito do estudo com necessidade de múltiplos cursos 

de tratamento além da associação de drogas para atingir remissão é típica de um 

caso de Leishmaniose difusa.  A relação entre o tratamento e a forma clínica da 

Leishmaniose(75). A recorrência da Leishmaniose após o tratamento é 

classicamente chamada de Leishmaniose recidiva cútis(401), também sendo referida 

como metaleishmaniose, Leishmaniose lupoide e Leishmaniose cutânea tardia(402). 

Estudo brasileiro mostrou que o desenvolvimento desta forma tem sido 

primariamente associado a falha terapêutica, podendo seu desenvolvimento ser 

prevenido pelo tratamento com antimonial pentavalente(401). A forma cutânea 

localizada pode em alguns casos curar sem tratamento, já a forma mucosa da 

doença é de difícil tratamento raramente curando espontaneamente(15). A 

Leishmaniose cutâneo difusa, entretanto, está tipicamente associada a uma baixa 

resposta ao tratamento tradicional com relapsos frequentes(94). Em nosso paciente 

é possível que o tratamento precoce tenha permitido a remissão completa da doença 

por longo período, sendo que na data da confecção desta dissertação em janeiro de 

2019, não havia recidiva da doença. Entretanto, é ainda possível que o relapso 

venha a ocorrer, sendo descrito relapso da doença muitos meses após interrupção 

do tratamento com diferentes drogas(334, 403, 404).  
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5.3 ANÁLISE 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 

clássico, o desenvolvimento de doença estaria relacionado a um perfil de citocinas 

Th2 e cura a um perfil Th1(406).  Entretanto, em humanos e em infecções 

experimentais com Leishmania (L.) amazonensis, este paradigma não é suficiente 

para explicar a patogênese da doença(405, 407). Em um estudo com camundongos 

BALB/c mostrou que diferentemente do que ocorre com a Leishmania (L.) major, a 

infecção por Leishmania (L.) amazonensis tem uma resposta mista Th1/Th2 com 

produção de IL-2, IFN-γ e TNF-α 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 está relacionada mais a uma ausência de uma 

resposta Th1 do que a presença de uma resposta Th2(408). Este  argumento que 

tem sido corroborado por estudos em diferentes cepas de camundongos  mostrando 

que a patogenia da doença não requer a presença de IL-4(409, 410). Jones e cols. 

em um de seus trabalhos argumentam que,  no caso de doença causada por 

Leishmania (L.) amazonensis, não e a IL-4 a responsável pela ausência de resposta 

da IL-12 (citocina classicamente chave para o surgimento de resposta imune TH1) 

atribuindo este fenômeno a fatores mediados pelo patógeno)(409). Estudo 

experimental propõe que a Leishmania (L.) amazonensis induziria um estado 

“Semiativado” de células dendríticas, o que seria responsável por um fenótipo Th1 

símile(411). A Leishmania (L.) amazoensis também é capaz de alterar da 

diferenciação de célula dendríticas humanas a partir de monócitos o que resulta em 

produção diminuída de IFN-γ e sobrevivência do parasito in vitro(412).  

A literatura prévia, portanto, mostra claros indícios de que o paradigma 

Th1/Th2 é insuficiente para explicar a patogênese da Leishmaniose difusa, sendo 

necessários mais estudos para o melhor esclarecimento dos aspectos imunológicos 

envolvidos. Estes estudos em humanos são, entretanto, limitados pela raridade da 

doença e nós tivemos a oportunidade de estudar as moléculas intracelulares e de 

superfície que estão possivelmente envolvidas na gênese da Leishmaniose difusa.     

No presente estudo, após a estimulação com o SLA, nós observamos um 

decréscimo em linfócitos T CD4+IFN-γ+ e CD8+IFN-γ+. O IFN-γ, uma citocina Th1 

clássica, tem funções e padrões de expressão 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 níveis de IFN-γ+ 

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-γ+ em células 

CD4+CD44+ linfonodais após a reestimulação com o antígeno de Leishmania, e que 

esta positividade esteve relacionada a cura neste modelo(413).     

Em humanos,  o antígeno de Leishmania (L.) amazonensis é um fraco indutor 

da produção de IFN-γ por linfócitos T CD4+  quando comparado ao antígeno de 

Leishmania (V.) braziliensis in vitro(414). Linfócitos T  CD8+ também tiveram 

produção deficiente de IFN-γ em camundongos BALB/c infectados com Leishmania 

(L.) amazonensis (415).    

A produção in vitro de  IFN-γ por células mononucleares de sangue periférico 

(PBMC) é o melhor indicador de imunogênicidade contra L. (L.) amazonensis em 

macacos(416) e tem se mostrado uma boa indicadora de resposta vacinal contra 

espécies dermotrópicas de Leishmania em humanos(417). Entretanto, o IFN-γ tem 

papel paradoxal durante a infecção por L.(L.) amazonensis. Sua produção favorece 

a apresentação de antígeno e serve como indutor de mecanismos efetores, 

particularmente através da expressão da óxido nítrico sintetase induzível. Entretanto, 

esta citocina também induz a produção de quimiocinas que levam a migração de 

linfócitos T CD4+ e macrófagos para a lesão, passo importante na patogênese da 

doença(407). Consistente com a hipótese de que a produção de IFN-γ pode ter 

papel patogênico, o tratamento com IFN-γ aumentou a carga parasitária em 

macrófagos murinos infectados com L.(L.) amazonensis, e este aumento foi atribuído 

a uma maior replicação de amastigotas intracelulares(418).  Da mesma forma, em 

camundongos B6 (suscetíveis) e deficientes de RAG(resistentes), a transferência 

prévia de linfócitos T regulatórios CD4+CD25+ foi cepas de inibir a produção de IFN-

γ por células linfonodais e diminuiu a carga parasitária durante a infecção por L.(L.) 

amazonensis(419).      

Os achados aparentemente contraditórios podem ser explicados pela 

cronologia da produção desta citocina no curso da doença e pelas espécies de 

Leishmania estudadas. Estudo em humanos em uma área de L. (V.) braziliensis 
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mostrou que apesar da produção baixa ou ausente de IFN-γ no início da doença,  as 

PBMC de todos os pacientes com mais de 60 dias do surgimento da úlcera 

produziam altos níveis IFN-γ após estimulação antigênica(420).   

 Experimento in vitro com L.(L.) amazonensis também mostrou que PBMC de 

voluntários não expostos apresentam alta produção de IFN-γ 120h após exposição a 

formas promastigotas, a pesar de a produção desta citocina ter sido baixa no início, 

12hs após a exposição(421). Da mesma forma camundongos C57BL/c IFN-γ-

Knockout são tão resistentes a Leishmania (L.) amazonensis como ratos selvagens 

nas primeiras duas semanas, entretanto, eles tem piores desfechos após este 

período(422).  De forma similar, estudo mostrou que a produção precoce de IFN-γ foi 

associada com o recrutamento de linfócitos T CD4+ e contribuiu para o 

desenvolvimento da lesão(407). Estudos também mostraram que, apesar da maior 

produção de espécies reativas de oxigênio, os ratos selvagens apresentavam 

número de parasitas nas lesões e tamanho de lesões semelhantes aos ratos IFN-γ-

Knockout até 8 semanas de infecção(407).  

A influência do tratamento na produção de IFN-γ por PBMC é ainda 

controversa. Apesar de um estudo mostrar tendência a maiores produção após o 

tratamento(423) e outro mostrar tendência de decréscimo(420), relatos mais 

recentes não foram capazes de mostrar diferenças significativas entre os períodos 

de doença ativa e após o tratamento(233, 424).  

Conjuntamente estes resultados sugerem que o IFN-γ é uma molécula 

importante nos estágios tardios da infecção por Leishmania e que está presente 

após o tratamento. Em nosso paciente, contrário ao resultado esperado após o 

período de um ano início de doença e mesmo com uma completa resposta ao 

tratamento, nós observamos uma diminuição de linfócitos TCD4+IFN-γ+ e CD8+IFN-

γ+ após o estímulo com o antígeno de Leishmania.  

Apesar de a produção de IFN-γ+ por células CD8+ ser protetora, é sugerido 

que sua atividade citotóxica está associada a processos patológicos(425). A 

citotoxicidade é mediada por dois mecanismos: interação de receptores de morte 

celular e exocitose de grânulos(378). Estudo in vitro com PBMC de pacientes com 

Leishmaniose cutânea localizada e Leishmaniose cutâneo difusa sugeriu que nestas 

apresentações de LTA a citotoxicidade é mediada por grânulos estando associada a 

expressão de Granzima B(319). A Granzima B liberada por PBMC também foi 
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associada a atividade citotóxica em ensaio que utilizou a liberação de 51Cr(426). A 

produção de Granzima B parece ser parte da resposta imune especifica contra 

Leishmania(426), e esta tem maior expressão em lesões cutâneas tardias do que em 

iniciais(427). Portanto, é surpreendente que nosso paciente apresente com 

diminuição da expressão de Granzima B em resposta a estimulação do antígeno de 

Leishmania mesmo em fases tardias da doença e sem lesões ativas no momento.   

Os fagócitos mononucleares tem papel central no desfecho da infecção por 

Leishmania(428). É dentro destas células que a Leishmania se multiplica e pode 

sobreviver por longos períodos de tempo(428), e é a interação destas células 

apresentadoras de antígenos com linfócitos T que leva finalmente a produção de 

citocinas responsáveis pela resposta imune Th1 protetora(428, 429). 

 A ativação de células CD4+ e CD8+ depende de sua interação com o 

complexo maior de histocompatibilidade(MHC) associado ao antígeno, mas também 

é necessária a presença de moléculas coestimulatórias(430-432). Na ausência de 

moléculas coestimulatórias, os linfócitos não são capazes de responder efetivamente 

e se tornam anérgicos (433). Classicamente, tem-se assumido que a coestimulação 

produzida pela ligação do CD28 de células T com os CD80 ou CD86 das células 

apresentadoras de antígenos é passo necessário e suficiente para superar a 

anergia, entretanto, a via CD40/CD40L também parece ser importante(434). 

Moléculas coestimulatórias, como CD40 e CD86 , estão elevadas e parecem 

ser importantes na resistência contra a L.(L.) major e  a L.(L.) infantum(435-437). A 

Leishmania (L.) amazonensis, entretanto, é capaz de inibir a maturação de células 

dendríticas com a expressão diminuída de células coestimulatórias(438, 439), com a 

consequente inibição da proliferação linfocitária(412, 438). Em nosso estudo, a 

expressão de CD40 e CD86 em monócitos após a estimulação com o SLA foi similar 

a encontrada no controle negativo. Desta forma, é improvável que a inibição destas 

vias coestimulatórias seja a explicação primária para a disfunção antígeno específica 

encontrada em nosso paciente.      

Por outro lado, a expressão de PD-L1 em monócitos foi diferente entre cultura 

estimulada com SLA e o controle negativo. A proteína de morte programada 1 (PD-

1) é um receptor inibitório que está primariamente presente na superfície de células 

T ativadas(440), ao passo que seus ligantes(PD-L1 e PD-L2) estão presentes em 

uma variedade de tipos celulares incluindo células apresentadores de antígenos e 
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muitas células de linhagem não hematopoiéticas(441). A PD-1 age como um 

receptor co-inibitório durante a interação entre o a complexo antígeno/MHC e o 

receptor de célula T(TCR)(440, 441). Além de seu papel fisiologicamente importante 

na autotolerância, a PD-1 também já foi implicada em disfunção antígeno específica 

de linfócitos T CD8+ e CD4+ em doenças infecciosas e parasitárias crônicas, sendo 

este processo chamado exaustão celular(440, 442).   A exaustão pode levar a perda 

da função efetora por afetar a produção de IL-2, IFN-γ+, TNF-α de linfócitos T, além 

de afetar a atividade citolítica e a degranulação de células T CD8+(270, 440). De 

forma diferente do que ocorre com a anergia, que é rapidamente induzida durante o 

primeiro encontro com o antígeno, a exaustão e progressiva ao longo do tempo 

(294). Além disso, na exaustão  a produção de  IFN-γ e a capacidade de 

degranulação são perdidas posteriormente, quando o processo está avançado(294, 

443). No presente estudo, após a reestimulação com o SLA, nós observamos uma 

diminuição da expressão de   IFN-γ nos linfócitos T CD4+ e CD8+ e de granzima B 

nos linfócitos T CD8+. Por outro lado, a expressão do PD-L1 aumentou na presença 

do SLA.     

A exaustão de linfócitos T CD8+ já foi sugerida em pacientes com 

Leishmaniose difusa causada por Leishmania(L.) mexicana(390). A diminuição da 

produção de IFN-γ e da proliferação em resposta ao antígeno de Leishmania (L.) 

infantum também já foi mostrada em linfócitos T CD8+ e CD4+ de cães 

diagnosticados com Leishmaniose causada por L. (L.) infantum. Essa exaustão foi 

revertida com o uso de anticorpos anti-PD-1, levando a um aumento da produção de 

espécies reativas de oxigênio em fagócitos co-cultivados com estes linfócitos(442).       

Em outro estudo com camundongos que não expressavam a molécula PD-

L1(PD-L1-Knockout) que foram infectados com a Leishmania (L.) mexicana, estes 

mostraram menor carga parasitária e desenvolveram lesões cutâneas de tamanho 

menor, quando comparados com camundongos selvagens. Além disso, apesar de os 

camundongos terem produzido quantidades semelhantes de  IFN-γ , o grupo PD-L1-

Knockout demonstrou produção menor de IL-4 quando comparado com os 

selvagens(444). Células dendríticas de camundongos PD-L1-Knockout estimuladas 

com Ovalbunina também mostraram um aumento na secreção de citocinas(445).  

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

reconhecimento da polyI:C TLR3 em uma interação CD40/CD40L de uma maneira 
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dependente de NFκB(446). Apesar do TLR3 ser um receptor que reconhece RNA de 

dupla hélice(dsRNA), muitos estudos identificaram a presença de um RNA vírus em 

várias 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 presença do 

LVR1 na Leishmania tem sido associada a falha terapêutica. Em recente estudo com 

76 pacientes, sujeitos infectados com L. (V.) guyanensis que carregavam o LVR, não 

responderam ao tratamento, enquanto sujeitos com Leishmania mas sem o vírus 

responderam(449). Falha terapêutica também foi observada durante infeção por 

L.(V.) braziliensis associada ao LVR1(448). Um estudo realizado em Rondônia 

mostrou uma associação entre Leishmaniose mucosa e a presença do RNA vírus de 

Leishmania(450). A maioria dos estudos prospectivos que identificaram a presença 

do LRV são da região amazônica(451). O paciente deste estudo esteve no estado 

do amazonas antes do início das lesões cutâneas e experimentos in vitro mostraram 

um aumento da expressão de PD-L1 associado à exaustão de linfócitos T CD8+ e 

CD4+ após estimulação com o SLA. Uma hipótese que foi formulada para explicar 

estas alterações é de que a presença do LVR na Leishmania (L.) amazonensis que 

reconhecida pelo TLR3 levaria ao aumento da expressão de PD-L1 com a exaustão 

de células T, o que foi evidenciado pela diminuição na expressão de IFN-γ e 

Granzima B.  

Sugerimos que o aumento na expressão de PD-L1 observada em nosso 

trabalho pode ser um mecanismo que os parasitas exploram para evadir a resposta 

imunitária. Nossos achados levantam a hipótese que a expressão de PD-L1 em 

monócitos pode ter papel importante na disfunção de linfócitos T CD8+ e T CD4+ 

observada na LCD. Surpreendentemente, essa disfunção foi observada meses após 

o início do tratamento da Leishmaniose e se manteve mesmo com o aumento de 

moléculas co-estimulatórias que ocorreu após estimulação com o antígeno solúvel 

de Leishmania e resultou em diminuição da expressão de IFN-γ em linfócitos CD8+ 

e CD4+, e de Granzima B em linfócitos CD8+. Em seu conjunto os dados nos 

permitem assumir que, como uma consequência da exposição antigênica crônica, 

este paciente apresentou-se com exaustão de linfócitos T que persistiu apesar da 

cura clínica. Esta evolução está de acordo com o conceito presente na literatura de 

que a exaustão desenvolve-se em um período de 2 a 5 semanas  e afeta tanto as 



116 

 

funções T auxiliares como as citotóxicas, e de que, células exaustas não recuperam 

sua função, mesmo com a retirada do estímulo antigênico(296, 443).      

A Leishmaniose difusa uma infecção crônica e de difícil manejo clínico(94). O 

bloqueio do receptor PD-1 utilizando anticorpos monoclonais está atualmente em 

investigação para o tratamento de outras doenças infecciosas crônicas e tem 

mostrado resultados promissores(452). Desta forma, estudar a atividade deste 

receptor na LCD  é um caminho lógico a se seguir para o desenvolvimento de 

melhores estratégias terapêuticas. Um diagnóstico e tratamento precoces são 

cruciais para atingir um desfecho clínico satisfatório. Como mostramos em nossos 

resultados, apesar do tratamento e da ausência de lesões ao tempo da avaliação 

imunológica, o estado de exaustão antígeno específico após estimulação com o SLA 

pode persistir e este estado foi provavelmente causado pela via inibitória PD-1/PD-

L1. 

 

5.4 LIMITAÇÕES  

Entretanto, o estudo apresenta diversas limitações. Com reação a revisão 

bibliográfica uma limitação importante se refere a avaliação de qualidade dos 

estudos, sendo que não existe critério avaliativo validado para estudos in vitro. Outra 

limitação se refere a quantidade de bases utilizadas na procura, sendo utilizada 

apenas a base Pubmed. Da mesma forma, a análise dos estudos foi feita por 

apenas um avaliador, sendo que é preconizado a avaliação por no mínimo dois ou 

três revisores, segundo diferentes fontes bibliográficas(453, 454). Devido à 

dificuldade de obter artigos, muitos deles antigos, também é possível que algum dos 

artigos não avaliados possa ter sido incluído na revisão caso disponível.  

Por último, e talvez a mais importante limitação da revisão seja a 

heterogeneidade dos estudos. Devido as mudanças dos conceitos e técnicas de 

estudo da imunologia ao longo dos anos e também da amplitude do próprio tema, é 

difícil obter dados que possam ser sintetizados de forma objetiva. Optou-se por uma 

revisão mais ampla, entretanto, entendendo que apesar de diferentes, os variados 

marcadores e vias imunológicas se conectam e passam a ter sentido quando 

avaliados como um todo, e não apenas uma determinada via ou marcador 

específico. Isso se fez possível devido a raridade da LCD, sendo que uma busca 

com o nome da doença foi capaz de recuperar apenas 501 trabalhos.      
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Com relação ao estudo in vitro a principal limitação se refere ao fato de ter-se 

incluído apenas um paciente com a doença. Isso se deve em parte a raridade da 

doença, que dificulta que um só centro tenha em um pequeno período de tempo e 

muitos pacientes para realizar o estudo. Desta forma é temeroso extrapolar as 

conclusões retiradas no caso para todos os pacientes com esta forma de doença.  

Outra limitação se refere a relação causal entre a atividade da via PD-1/PD-L1 

e a diminuição das funções efetoras. Como já exposto na discussão, em diversos 

outros contextos esta relação já foi demonstrada, mas não podemos descartar que 

no caso específico da LCD exista um terceiro fator que explique a alta expressão de 

PD-L1 na superfície de monócitos derivados de PBMC e a diminuição das funções 

efetoras, sem que as alterações tivessem relação de causa e efeito. Em nosso 

estudo, fomos capazes de parcialmente superar esta limitação analisando múltiplas 

moléculas de superfície de linfócitos e monócitos que já estiveram relacionadas a 

fisiopatologia da LTA de acordo com estudos anteriores, sendo que nenhuma das 

alterações encontradas parece explicar a disfunção celular em tela.  

Como já discutido, a relação entre a via PD-1/PDL-1, exaustão celular e o 

desfecho clínico já se mostrou importante em diversas condições patológicas, como 

neoplasias. Entanto, é possível que, mesmo que alterada, esta via não seja 

clinicamente importante na LCD e que outros fatores sejam mais determinantes na 

fisiopatologia da doença.  

5.5 PERSPECTIVAS  

Para confirmar, que estes achados não são limitados a apenas um sujeito 

com a doença uma das estratégias a ser adotada em futuros estudos incluem 

realizar estudos multicêntricos ou transportar pacientes de múltiplas localidades de 

forma a realizar os experimentos realizados neste estudo em vários sujeitos e 

comparar estes achados com sujeitos com outras formas da doença. O recrutamento 

de pacientes para realização deste estudo já está sendo realizado, sendo que os 

processos para o diagnóstico de mais um caso de LCD já foram completados. 

Para confirmar a associação causal entre as alterações na via co-inibitória 

estudada e as alterações nas funções efetoras poderíamos adicionar uma quarta 

condição em que, além de estimular as PBMC com o SLA, fizéssemos o bloqueio da 

via PD-1/PD-L1. Poderíamos então comparar a cultura de células em que o bloqueio 
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foi realizado e a cultura em que este não foi realizado. Este estudo está em 

andamento, sendo que a compra dos insumos para sua realização já foi realizada. 

Para a confirmação da hipótese de que as alterações imunes da LCD 

estariam ligadas a presença de LRV1 de Leishmania poderia ser feito em conjunto 

com o estudo imunológico a pesquisa do vírus nas Leishmania dos sujeitos do 

estudo. Isso poderia ser correlacionado com os achados do estudo in vitro e com os 

parâmetros clínico laboratoriais dos pacientes. A Universidade de Brasília tem a 

capacidade técnica para a realização deste estudo, sendo necessário apenas a 

compra de materiais de consumo específico.    

Uma maneira de avaliar se as alterações encontradas têm realmente 

relevância clínica seria utilizar um bloqueador da via para tratamento de pacientes 

com LCD, como já explicado anteriormente.  Apesar de a doença ser rara, esta 

estratégia é factível, já que como trata-se de uma doença de difícil tratamento, é 

possível que existam pacientes com longo tempo de doença sem resposta 

terapêutica que possam ser incluídos no estudo. O recrutamento de pacientes de 

várias regiões do país através de contato com centros de referência no tratamento 

de LTA é uma estratégia a ser adotada. O contato com os centros de referência já 

está sendo realizado e já foi possível entrar em contato com um paciente com 30 

anos de doença que é possível candidato a entrar no estudo.   
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6 CONCLUSÃO  

1. Quando comparado aos controles, a expressão de PD-L1 em monócitos 

derivados de PBMC após 48hs de estímulo com o antígeno de Leishmania 

esteve elevada, estando esta associada a menor expressão de IFN-γ e 

Granzyma B na superfície de linfócitos. Estas alterações nas moléculas 

em Linfócitos, não parecem ser explicadas por alterações significativas de 

CD44, HLA-DR, CD86, CD80 e CD40  na superfície de monócitos.  

2. Na análise ex vivo Monócitos (CD14+) do sujeito apresentavam alta 

expressão de CD40, CD44, HLA-DR e CD86, mas baixa expressão de 

CD80 e PD-L1. Estavam presentas em maior número de LT CD3+CD8+ 

que de LT CD3+CD8+, e maiores números de LT CD8+CD45RO que de 

LT  regulatórios CD4+CD25+ ou LT CD8+CD45RA.  

3. Após estímulo com o SLA a expressão in vitro de CD44, HLA-DR, CD86, 

CD80 e CD40 em monócitos foram semelhantes entre as células 

estimuladas com o SLA e os controles negativos.  

4. A revisão da literatura mostrou que existe uma mudança no paradigma na 

imunopatogênese da LCD que leva em conta além do paradigma clássico 

Th1/Th2 outros fatores, entre eles a presença de mediadores inibitórios, o 

que foi corroborado pelos achados deste estudo. 
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