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Imunopatogénese da Leishmaniose Tegumentar

Immunopathogenesis of Tegumentary Leishmaniasis

Lucas P. Carvalho, Sara T. Passos, Amélia Ribeiro Jesus

Universidade Federal da Bahia, Salvador, BA, Brasil

A resposta imune tem um papel importante na patogénese da leishmaniose tegumentar. Na
leishmaniose cutanea e naleishmaniose mucosa, umaintensarespostatipo 1, com alta producao
delFN-yeTNF-a, éobservada. Essetipoderespostainflamatéria, apesar deestar associadaao
controledamultiplicagdo edisseminacio do par asta, sendo modulada, podecausar danotecidual.
Por outrolado, adiminuicdo ou ausénciaderespostatipo 1 epresencadecitocinasregulatorias
como | L-10, obser vada em individuos com leishmaniose disseminada eleishmaniose cutanea
difusa, favoreceamultiplicagdo edisseminagdo do par asita. I ndividuoscom infecgao assintomatica
por L. brazliensisapr esentam umarespostaimune modulada, quené&o si controla o parasitismo
comotambém previneodanotecidual.
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The immune response plays an important role in the pathogenesis of tegumentary leishmaniasis.
Patients with cutaneous and mucosal leishmaniasis have an exacerbated type 1 immune response
with high secretion of IFN-yand TNF-a. Theseimmune responses, although is associated with the
control of the parasitemultiplication and dissemination, if not modulated, can causetissuedamage.
On the other hand, the decrease or absence of type 1 immune response and presence of regulatory
cytokines such as|L-10, observed in diffuse and disseminated leishmaniasis, allows parasite multi-
plication and dissemination. I ndividuals with asymptomatic L. brazliensis infection have a modu-
lated immune response, which not only controls the parasitism but also preventstissue damage.
Key words: Leishmaniasis, cytokines, immunopathogenesis.
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A leishmaniose tegumentar americana (LTA) se
apresenta clinicamente sob 4 formas distintas da
doenca: |eishmaniose cuténea, |eishmaniose mucosa,
leishmaniose disseminada e |leishmaniose cuténea
difusa. A leishmaniose cuténes, aleishmaniose mucosa
ealeishmaniose disseminadano Nordeste brasileiro
S80 causadas, principalmente, pelal. brazlienss, ea
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leishmaniosedifusa, pelaL. amazonensis. Além disso,
cerca de 10% dos individuos residentes em érea
endémicaapresentam testede hipersengbilidadetardia
aantigeno delei shmaniapositivo endo desenvolvema
doenca, caracterizando umaformasubclinicade LTA
19, Por ser um organismointracelular obrigatorio, 0
principa mecanismo dedefesacontraaleishmaniaéa
producdo de IFN-y, necesséria para ativacdo de
macrofagos e sintese de derivados do O, aexemplo
do éxido nitrico (NO) e o perdxido de hidrogénio
(H,0,) ®%31,_ Edudosem model os experimentaisde
leishmaniosedemonstraram quearespostaThl outipo
1, associada a producdo de IL-2, IFN-y e TNF-a,
observadaem camundongos C57BI-6, estaligadaa
resisténciaao patdgeno e curaespontaneadaleso,
enquanto que aresposta tipo 2, caracterizada pela
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producéo delL-4 elL-5, observadaem camundongos
BAL B/c, estdassociadaasusceptibilidade ainfeccéo
eproliferacdo do parasita®?. No homem, também
o controledainfeccdo contraaleishmaniaémediado
por células. No entanto, os estudos que serdo aqui
revistose mostradosrevelam quearespostaimunena
|eishmani ose é complexa. Enquanto queadeficiéncia
darespostaimune protetoraestarelacionadacom a
multiplicagdo do parasita, umaforte respostatipo 1
pode também estar associada com alesdo tecidual .
Nesse contexto, asemelhancadahanseniase, aLTA
apresentaformas polaresdadoenca. Nalei shmaniose
cutanea e leishmaniose mucosa, existe uma forte
resposta tipo 1, o que controla a multiplicacéo do
parasita, porém halesdo tecidual ?®. Enquanto que,
nale shmaniosedisseminadaenale shmaniosecutanea
difusa, adiminuigdo ou ausénciaderespostatipo 1
favoreceamulltiplicacéo edisseminacéo daleishmania
1039 A exemplo do que ocorre em outras doencas
infecciosas e parasitérias, 0 estudo darespostaimune
emindividuos que montam respostaainfeccéo e ndo
desenvolvem adoencaaparente cons steem umaboa
formade entender os mecani smosimunol égicosde
protecdo contra a infeccdo. Follador et al. 19,
comparando a resposta imune de individuos sem
histéria de doenca e com teste cutaneo de
hipersensibilidade tardia positivo a antigeno de
lei shmania (infeccdo sub-clinica) com arespostade
individuos com el shmaniose cuténea, demonstraram
queessesindividuostem umarespodtatipo 1 emnivels
bem menoresdo queaguel escom e shmaniosecutanes,
sugerindo que a resposta tipo 1 modulada com
concentragoes menoresde | FN-y pode ser suficiente
para a protecdo contra 0 parasita sem induzir a
inflamag@otecidud.

Imunopatogéneseda L eishmaniose Cutanea

Paci entes com | el shmani ose cutanea apresentam,
namaioriadasvezes, umaou maislesdesul ceradasde
fundo granuloso e bordas elevadas. A anélise
histopatol 6gi cadalesdo mostrainfiltrado mononuclear
nas lesdes desses pacientes ®. Pacientes com

|eishmani ose cuténeagpresentam testeintradérmico de
Montenegro positivo edtarespostalinfoproliferativa
paraantigeno sollvel deleishmania(SLA). Células
mononucleares do sangue periférico (CMSP) de
pacientes com |el shmaniose cuténea secretam altos
niveis de IFN-y e TNF-a. e baixos niveisde IL-5 e
IL-10 quando estimuladascom SLA ©, sendoacdula
CDA4+ otipo celular que contribui comamaior parte
da producéo de IFN-y tanto no sangue periférico
guanto anivel tecidual, emborahajaparticipacdo de
células CD8+ naproducgdo dessacitocina@ (Figura
1A, 1B). Nalesio de pacientes com |leishmaniose
cutanea, é observada uma predominancia de RNA
mensageiro decitocinastipo 1 comoallL-2, IFN-ye
TNF-o @, Da-Cruz et a. *® mostraram que arazéo
de células CD4/CD8 é maior em individuos com
doencaativae que o nimero dessascélulastendease
igualar aposterapéuticacom antimonial pentavaente,
sendo sugerido um papel dacélulaCD8+ nacurada
lesdo. No entanto, evidéncias de gque a resposta
inflamatériaéresponsavel pelo aparecimentodalicera
na el shmaniose cutanea tem sido acumulada: 1) o
tratamento de pacientescomlesdoinicia ndo previne
0 aparecimento de Ulcera@®); 2) as concentragdesde
IFN-y € TNF-a diminuem ap0s tratamento ?®; 3)
individuos com teste de M ontenegro positivo, quenéo
desenvolvem lesdo (formasubclinicadainfeccdo por
L. braziliensis), apresentam niveis mais baixos de
IFN-y e TNF-o do que pacientes com |ei shmaniose
cuténea™. Machado et a. *® demonstraram ndo s6
gue o tratamento precoce dalei shmaniose cuténea (<
20 diasdelesan) ndo previne o crescimento daulcera
cuténea, como também nessasituacao cercade 50%
dos pacientes apresentam pior respostaao tratamento,
adém dedemongtrar apresencade vasculiteemarcador
decitotoxicidade (Tia-1) nessaslesbesiniciais @,
Esses dados sugerem que arespostainflamatoriaé
importante parao desenvol vimento da Ul cera. A razéo
pelaqual, apesar de haver umaforterespostatipo 1,
masnao existir umacompletadestruicéo de parasitas,
ndo é completamente entendida. Em modelo
experimental, por exemplo, foi demonstrado o papel
decdulasT regulatérias CD4+CD25+ produtorasde
IL-10 naperssténciado parasita, nolocal dainfecgéo,
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Figura 1. Frequéncia de células CD4+ ou CD8+ positivas para | FN-y. Céulas foram isoladas de sangue
periférico ou extraidas delesdo de paci entescom leishmaniose cuténea (A) elei shmaniose mucosa(B), estimuladas
com SLA (10ug/mL). A frequénciade céulas positivas paral FN-y foi determinadapor citometriadefluxo.
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com curadalesdo . Esse poderiaser ummecanismo
evolutivo de adaptacéo do parasita ao hospedeiro
mamifero, umavez que favorece apersisténciasem
produzir lesdo, ab mesmo tempo em que essa
persisténciaprotege o hospedeiro dareinfecgdo. De
fato, alguns componentes antigénicos do parasito so
capazesdeinduzir aumarespostaimunediferenciada,
ndo sO no tipo de reposta imunol 6gica observada
nesses pacientes, como também no tipo de célula
aivada Algunsantigenosrecombinantesdeleishmania

induzem reposta tipo 1 enquanto outros induzem
resposta regulatoria. O H2A e o H3 induzem,
principamente, producdo de IFN-y em células de
individuoscom|eishmaniosecuténea®™ . O LelFinduz
a producdo de IL-12 233, O LACK e o KMP11
induzem, principalmente, asecrecdo delL-10, que
regulanegativamentearespostaimune. A tentativade
modular a producéo de | FN-y desses pacientes em
resposta ao SLA foi feita com a adicdo desses
antigenos, sendo observado quetanto o LACK como
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0 KMPL11 séo capazes de suprimir a producdo de
IFN-y in vitro induzida por SLA nesses pacientes
(Figura2) @9 A principal cdulaativadapor LACK
ou KMP11 é o macrofago; porém, acédlulaT CD8+
também produz I L-10 apds estimulagéo in vitro com
essesantigenos®. Alémdisso, aneutralizacgoinvitro
de citocinas envolvidas na ativacéo e proliferacéo
celular (IL-2 elL-15) étambém capaz de suprimir a
producao del FN-yinduzidapor SLA nessespacientes.
Tem sido mostrado que, nas formas iniciais da
lei shmaniose cuténea, pode ser observadaa producéo
de citocinas tipo 2 no tecido e uma modulacéo da
respostatipo 1 mediadapor IL-10®@), Todavia, essas
alteracBes sdo transitérias e, com a evolucéo da
doenca, umaintensarespostainflamatdriamediadapor
IFN-y e TNF-o € observada

I munopatogénese da L eishmaniose M ucosa

A leishmaniose mucosa € umadas formas mais
agressivas de leishmaniose tegumentar. A doenca
acomete principa mente a mucosa nasal, mas pode
haver também envolvimento do paato, faringeelaringe.
A importanciadalei shmaniose mucosaé devidando
S0 a0 intenso processo inflamatério queacompanhaa
doenca, levando a destruicdo do septo nasal e
aparecimento de lesdes desfigurantes, mastambém
pelo ato indice derefratariedade ao tratamento com
antimonia. Assim como nale shmaniose cutanea, o
papd darespostaimune napatogénesedale shmaniose
mucosa é bem caracterizado. As CM SPde pacientes
com |eishmaniose mucosa secretam concentragoes
ainda mais elevadas de IFN-y e TNF-o. quando
estimuladas com SLA do que as observadas nos
pacientes com lei shmaniose cuténea. A célulaCD4+ é
responsavel pelamaior parte daproducdo de IFN-y,
tanto em sangue periférico como notecido lesado dos
paci entes com |eishmaniose mucosa(Figural). Os
linfécitostambém representam cercade 60 a90% das
células produtoras de TNF-a, seguidos por
macrofagos® . Além disso, essarespostainflamatéria
exacerbadando é devidamente modulada, jaque as
CM SP desses pacientes secretam baixos niveisdel L -

10 quando estimuladas com SLA. Além disso,
diferente dos pacientes com |ei shmaniose cutanea, a
adicdo de IL-10 exbdgena ou de antigenos
recombinantes queinduzem aproducdo delL-10em
culturas de células mononucl eares estimul adas com
SLA, ndo é capaz de modular aproducéo de |FN-y
em pacientes com lel shmaniose mucosa (Figura 2).
Outro aspecto importante équeaneutralizacdoin vitro
de citocinas envolvidas na ativagdo ou proliferacéo
ceular (IL-2,1L-12elL-15) ndotem efeito S gnificativo
namodulacdo daproducdo del FN-y de pacientescom
le shmaniosemucosa(Figura3). Contribui também para
essaintensarespostatipo 1 o fato deque pacientescom
|ei shmani ose mucosagpresentam um maior nimerode
células T CD4+ ativadas (CD4+CD28-,
CD4+CD62L -, CD4+CD69+) do que pacientescom
leishmaniose cuténea, o que explica também a
incapacidade de modulacdo da resposta observada
nessespacientes. A nive tecidud, arespostaimunol égica
observadaem pacientescomleishmaniosemucosadifere
daquelaencontradano sangue periférico. Nalesdo de
pacientescom leishmaniose mucosa, observou-seRNA
mensageiro tanto paracitocinas do tipo 1, quanto do
tipo 2@, E possivel queaproduczo tecidud deditocines
Th2 s5jaumatentativade modular umaintensaresposta
Th1. O papd do TNF-o. napatogénesedaleishmaniose
mucosa é sugerido pelo fato de que pacientes com
|ei shmaniose mucosaapresentam grandes quanti dades
daformasolvel de TNF-o biologicamente ativo e
deletério”. Além dos estudosimunol égicos, ensaios
clinicos com énfase nainibicao de citocinas como o
TNF-o tém contribuido para o entendimento da
imunopatogénese na leishmaniose mucosa. O
tratamento daleishmaniose cominibidor de TNF-o.
(pentoxifilina), associado ao antimonial pentaval ente,
diminui o tempo de cura de pacientes virgens de
tratamento e é eficaz no tratamento de individuos
refratériosao antimonia .

I munopatogéneseda L eishmaniose Disseminada

A leishmaniose disseminada € uma forma de
leishmaniose emergente no Nordeste do Brasil,
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Figura 2. Efeito daadicdo de KMP11 ou LACK naproducdo de IFN-y em culturas de PBM C de pacientes
com|eishmaniose cutanea (L C) elei shmaniose mucosa(LM) estimuladascom SLA (10ug/mL).
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Figura 3. Efeito daneutralizacdo delL-2 ou IL-15 naproducéo de | FN-y em culturas de PBM C de pacientes
comleishmaniose cuténea (L C) eleishmaniose mucosa(LM) estimuladascom SLA (10ug/mL).
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causada, namaioria das vezes, por L. brazliensis.
Paci entes com | ei shmani ose dissemi nadaapresentam
multi plaslesdesem maisde umaparte do corpo. Essas
lesbes podem ser acneiformesnodulares ou ul ceradas.
Os pacientes habitual mente apresentam umalesdo,
seguidade umahistériade febre com aparecimento

demultiplaslesbesdistribuidasemtodo o corpo, num
guadro gue sugere disseminacdo hematogénica. O
acometimento da mucosa nasal aparece com mais
freqiéncia em individuos com |eishmaniose
disseminada. Alguns estudos prévios confundiam a
| el shmani ose disseminada com | el shmani ose cuténea
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difusa, descrevendo asdteragbesimunol ogicas desses
pacientes como as encontradas na leishmaniose
cutaneadifusa, (ausénciaderespostatipo 1 comalta
expressdo de IL-10). Mais recentemente, a
leishmaniose disseminada foi clinicamente e
imunol ogicamente diferenciadadaformadifusa. Do
ponto devistahistopatol 6gico, € observadoinfiltrado
mononuclear com presencadelinfécitosemacréfagos
e poucos parasitas™. Individuos com leishmaniose
disseminadapodem ter o testede M ontenegro positivo
ou negativo etém baixarespostalinfoproliferativaao
SLA ®. Na leishmaniose disseminada, ha uma
producdo de IFN-y e TNF-a por células
mononucleares apos estimulo com SLA, porém,
guando comparada as encontradas nalei shmaniose
cuténea, essas concentragdes sdo mais baixas e,
guando comparada as encontradas nalei shmaniose
cutanea difusa, essas concentragdes sdo bem mais
elevadas. A avdiacdo de 8 pacientescom lelshmaniose
disseminadademonstrou diminui¢do de contagem de
célulasCD4+ em 4 deles, sendo queem 2 delesfaha
terapéuticafoi observada®. A diminuicdo deresposta
tipo 1 em pacientes com | el shmani ose disseminada
favoreceamultiplicacdo e predispde adisseminacéo
dadoenca. No entanto, a presenca de umaresposta
tipo 1 favorece o controle da multiplicagdo dos
parasitas nas lesdes, sendo essa forma clinica
intermediéria entre a leishmaniose cutanea e a
leishmaniosecuténeadifusa

I munopatogénesedal eishmanioseCuténeaDifusa

A leishmaniose cuténeadifusaéumaformaclinica
rarade leishmaniose, tendo como agente causal no
Brasil aL. amazonensis. A auséncia de resposta ao
tratamento ou recidivaagpisaterapéuticaé um achado
comum nos paci entes portadores dessaenfermidade.
As lesbes de pacientes com |eishmaniose cuténea
difusa sdo, na sua maioria, nodulares, em grande
ndmero, e disseminadas ao longo do corpo. Existea
presenca de macréfagos parasitados 12,
Imunol ogicamente, alel shmaniose cutaneadifusatem
agpectossemd hantesaleishmanioseviscerd. Pacientes

com leishmaniose cutanea difusa apresentam
negatividade do teste de Montenegro, baixa ou
auséncia de resposta linfoproliferativa e baixa ou
auséncia de producdo de IFN-y para antigeno de
leishmania. A avaliagdo da expressdo de RNA
mensageiro para citocinas demonstrou que células
mononucl eares de pacientescom lelshmani ose cuténea
difusaexpressam grandesquantidadesdelL-10elL-
4 e baixas quantidadesde | FN-y durante afase ativa
dadoenca. Apdsaterapéutica e atenuacdo das|esdes,
aexpressio delL-10diminui enquanto queaexpressao
de|FN-y aumenta®. ConcentragBeselevadasdel L -
10 foram encontradas em sobrenadantes de culturas
de CM SP de pacientes com leishmaniose cutanea
difusa, estimuladas com antigeno deleishmania. Esses
dadosmostram queaprincipa deficiénciaimunol 6gica
nale shmaniose cuténeadifusa é aincapacidade de
producéo del FN-y equealL-10tem papel importante
nessamodulagdo negativa

Discussao

A importanciadarespostaimune napatogénese das
doencastem sido evidenciadaem vériasenfermidades
infecciosas, entre asquais, hanseniase, tubercul ose,
esquistossomose e candidiase @442, Naleishmaniose,
estudos experimentai se no homem tém demonstrando
gue a producdo de IFN-y € fundamental para o
controledainfecgéo. A avaliagdo darespostaimunee
osachadoshistopatol 6gicos observadosnosindividuos
com |eishmaniose cuténeadifusacorroboram com os
dados em model os experimentais, mostrando que a
resposta Thl é fundamental para a ativacdo de
macrofagos e sintese de produtos que sdo tdxicospara
aleishmaniacomo o peréxido de hidrogénio e o 6xido
nitrico. Nesse caso, apresencade grandes quantidades
decitocinasregulatdriaseaausénciaou diminuicdo da
concentracdo de IFN-y contribuem para a
disseminagdo do parasito ©. Por outro lado, niveis
elevados de citocinas pré-inflamatérias, como os
observados naleishmaniose cutdneaenale shmaniose
MUCOSa, SA0 responsavel spor ativacdo macrofégicae
destruicdo da leishmania, mas também podem
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contribuir parao dano tecidual observado 5%, As
principaisevidénciasde quearespostaimunetipo 1
estdassociadacom alesdo tecidua naleishmaniose
cutanea e na leishmaniose mucosa séo: 1)
desproporcao entre 0 nimero de parasitas e leséo
tecidud; 2) incapacidade do tratamento com antimonia
na fase pré-ulcerativa no intuito de prevenir o
gparecimento de Ul cera®; 3) capaci dade de moléculas
como 0 GM-CSF eapentoxifilinaem reduzir o tempo
de cura de pacientes com |leishmaniose cuténea e
paci entes com | el shmaniose cuténea el ei shmaniose
mucosa®?, Outro agpecto importante éaobservacéo

dequeindividuosresidentes em areade transmissao
delL. brazliensisque apresentam sorologiaetestede
Montenegro positivo, masndo desenvol vem doenca,
tém um tipo derespostaimune ndo polarizada (tipo 1
etipo 2). Essesindividuoscominfeccdo subclinicapor
L. brazliensistém umarespostaimune modulada, a
qua écapaz de controlar amultiplicacéo parasitariae
ndo causar danos ao hospedeiro®. O Diagrama 1
propde um modelo de imunopatogénese da
leishmani osetegumentar. Néo est8o aindaesclarecidos
fatores do hospedeiro que influenciem naresposta
imuneeque possam estar contribuindo parao espectro

Diagrama 1. Model o esquematico do efeito dadiferenciacdo Thl e Th2 e producéo decitocinas nalei shmaniose
tegumentar americana. L C, leishmaniose cutanea; LM, |eishmaniose mucosa; LD, |el shmaniose disseminada;

LCD, leishmaniose cutaneadifusa
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clinico diverso dasleishmanioses. Recentemente, tem
sido demonstrada a influéncia de polimorfismos
genéticos em genes que regulam arespostaimune
na magnitude da resposta imune. E possivel que
esses polimorfismos expliquem variagdes nas
respostas dosindividuos ao parasita, resultando em
uma resposta imune diferenciada e conseguente
diversidade deformasclinicas. Por outrolado, o
parasitadeve também exercer um papel importante
narespostaimune e contribuir paraaexacerbacéo
da doenca, como vem sendo demonstrado em
alguns estudos. Estes mostram a associagéo entre
formas diversas de leishmaniose e espécies ou
mesmo entre parasitas da mesma espécie com
diferencas genéticas .
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