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RESUMO 
 

 

CORREIA, Jorge Antonio Santos. Análise comparativa do reconhecimento celular de 
antígenos dos subgêneros de Leishmania na leishmaniose tegumentar americana. 
2009. 51 f. Dissertação (Mestrado em Ciências Médicas) – Faculdade de Ciências 
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009. 

 

 

Células Mononucleares do sangue periférico (CMSP) oriundas de 28 
pacientes que residem em áreas endêmicas para Leishmania braziliensis foram 
estudados. Destes, 10 encontravam-se na fase ativa da doença e 18 curados 
clinicamente para as lesões de leishmaniose. As células foram cultivadas frente à 
antígenos de 6 espécies de Leishmania: Leishmania: L. (V.) braziliensis (LbAg), L. 
(V.) guyanensis (LgAg), L. (V.) lainsoni (LlAg), L. (V.) naiffi (LnAg), L. (L.) 
amazonensis (LaAg), L. (L.) chagasi (LcAg) e antígeno de concanavalina A como 
mitógeno. Os resultados foram expressos em índices de estimulação (IE). Temendo 
uma possível degradação protéica, os antígenos foram preparados com PBS e com 
PBS tampão antiproteolítico e o perfil eletroforético foi analisado através de SDS-
PAGE. Os sobrenadantes das culturas foram estocados para os ensaios de ELISA 
para detecção de IFN-γ. A análise do perfil eletroforético dos antígenos de diferentes 
espécies de Leishmania demonstrou um padrão distinto e heterogêneo e 
aparentemente, não foi observada degradação assim que os antígenos foram 
preparados e 10 meses de estoque. Entretanto bandas parecem ser compartilhadas 
entre as espécies, que podem estar associadas a uma conservação de antígenos 
entre as espécies de Leishmania. A resposta proliferativa dos linfócitos (RPL) dos 
pacientes da forma ativa foi mais intensa para LbAg (17±10,3), seguido de LnAg 
(17±7,6), LaAg (16,8±9,8) e LlAg (14±10,1), e menos intenso para LgAg (11,4±6,6). 
Quando os IE obtidos para LbAg foram comparadas com outras espécies observou-
se diferenças para LgAg (p<0.004) e LlAg (p<0.03). Não foram encontrados 
diferenças no perfil protéico dos extratos antigênicos produzidos com e sem 
inibidores de protease. Os estímulos obtidos de CMSP de indivíduos curados 
clinicamente não demonstraram diferenças quando comparados com aqueles da 
fase ativa da doença. O índice de estimulação (média±desvio padrão) frente 
estímulos antigênicos pouco variou entre as espécies: LbAg - 22,2±22,2, LnAg - 
15,9±11,5, LgAg - 20,7±20,6, LlAg - 14,7±10,1, LaAg - 15,11±14,5 e L. chagasi - 
13,7±8). A produção de IFN-γ quantificada nos sobrenadantes das culturas frente 
aos antígenos totais e solúvel mostrou níveis da citocina mais elevados quando 
utilizou-se antígenos total de L. guyanensis (568,1±544,5; mediana: 518,5 pg/mL) 
quando comparadas às outras espécies analisadas. Porém quando analisadas o 
antígeno solúvel, podemos observar que tanto para os antígenos da espécie L. 
braziliensis quanto para L. naiffi, a fração total obteve os maiores índices de 
estímulos quando comparadas com a fração solúvel. Estes estudos sugerem que há 
uma reatividade cruzada entre as espécies dos subgêneros Viannia e Leishmania.  

 
Palavras-chave: Leishmania. Resposta celular. Reatividade cruzada. 

 



ABSTRACT 
 

 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from twenty-eight (28) from 
endemic areas by specie L. Braziliensis were studied. Ten (10) patients with active 
fase and eighten (18) clinic cured were studied. The cells were cultured with six 
antigens from Leishmania species: Leishmania: L. (V.) braziliensis (LbAg), L. 
(V.) guyanensis (LgAg), L. (V.) lainsoni (LlAg), L. (V.) naiffi (LnAg), L. (L.) 
amazonensis (LaAg), L. (L.) chagasi (LcAg) and concanavalina A antigen as mitogen. 
The results were expresed on stimulation index (SI). Waiting for the possibility of a ou 
Working with a possible protein degradation, the antigens were prepared with PBS 
and antiproteolitic PBS and profile electrophoretic were analised through SDS-PAGE.  
The supernatants that cultures were stored for cytokine detection (IFN-γ). The profile 
electrophoretic analysis by antigens from diferents Leishmania species showed a 
different pattern and an heterogeneous and, in addition, it was not observed protein 
degradation when prepared after the10 months. However, similar bands to be shared 
between the species, can be the antigens conservation among Leishmania species. 
The Sis of Lynphocyte proliferation response (LPR) LPR from active forms was 
significantly higher from LbAg (17±10,3), as well as LnAg (17±7,6), LaAg (16,8±9,8) 
and LlAg (14±10,1) species and lower from Lg (11,4±6,6) antigens. The SI from Lb 
antigens was compared with other species, showed other possibilities from LgAg 
(p<0.004) and LlAg (p<0.03). Antigens with inhibitor or without inhibitor induced 
similar SI and  not showed regardless of the proteic profile.The SIs of LPR from clinic 
cured clinic do not seemed differences when it was compared with SIs from patients 
with active fase. The SI (median±standard desviation) was significantly higher in 
cultures stimulated with LbAg - 22,2±22,2, as well as LnAg - 15,9±11,5, LgAg - 
20,7±20,6, LlAg - 14,7±10,1, LaAg - 15,11±14,5 e L. chagasi - 13,7±8). The IFN-γ 
level from supernatants with total antigen was higher from L. guyanensis 
(568,1±544,5; median: 518,5 pg/mL) specie when compared with other species. In 
the other hand, the soluble antigen showed to be lower than total antigens to both 
species (L. braziliensis and L. naiffi).  These data suggest there are the cross 
reativity between species from subgeneras Leishmania.     

 
Keywords: Leishmania. Celular response. Cross reativity. 
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INTRODUÇÃO 
 

 

O gênero Leishmania e as leishmanioses 
 

 

O gênero Leishmania compreende protozoários flagelados da família 

Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida que apresentam durante seu ciclo de vida 

duas formas com aspecto morfológico distinto – amastigota e promastigota. 

Muitas espécies do gênero Leishmania causam doença no homem. Admite-se a 

divisão destas espécies em complexos fenotípicos devido ao caráter biológico, 

patogênico e epidemiológico distintos entre elas. Atualmente pela classificação 

proposta por Lainson & Shaw (1987), as espécies de Leishmania são divididas em dois 

subgêneros: Viannia e Leishmania, onde pelo menos 13 espécies estão associadas à 

doença humana (Lainson, 1983; Grimaldi et al., 1989; Grimaldi & Tesh, 1993).  

As leishmanioses são doenças que acometem o sistema fagocítico mononuclear, 

mas em vista dos órgãos que se localizam são agrupadas em dois tipos: visceral e 

tegumentar. As espécies viscerotrópicas de Leishmania localizam-se em órgãos como 

fígado, medula óssea, baço e gânglios linfáticos enquanto que as espécies 

dermotrópicas caracterizam-se por desenvolverem lesões cutâneas ou mucosas. As 

espécies que vêm sendo associadas à infecção tegumentar em humanos são 

produzidas são principalmente Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (L.) 

amazonensis e Leishmania (V.) guyanensis (revisto em Da-Cruz & Pirmez, 2005); 

porem outras espécies têm sido isoladas de casos humanos como: L. (Viannia) lainsoni, 

L. (V.) shawi, L. (V.) naiffi (Grimaldi et al., 1989) e L. (V.) lindenbergi (Silveira et al., 

2002) 

No Brasil, a leishmaniose tegumentar americana (LTA) é historicamente 

endêmica e merece atenção especial, uma vez que o risco de deformidades produzidas 

no ser humano envolve fatores psicológicos que refletem nos campo social e 

profissional, visto que, na maioria dos casos, ela pode ser considerada doença 

ocupacional. A doença é amplamente distribuída pelas cinco regiões brasileiras e atinge 
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números que oscilam entre 22 e 35 mil novos casos/ano nos últimos oito anos 

(Ministério da Saúde, 2007). Este aumento, assim como em todo o mundo, está 

principalmente relacionado a mudanças ambientais que potencializam a exposição 

humana à picada do vetor flebotomíneo e também a riscos individuais que facilitam a 

evolução da infecção para a doença propriamente dita (Desjeux, 2004). Além disso, a 

doença é considerada uma enfermidade rural, devido ao fato de muitos indivíduos 

sujeitos à infecção ou acometidos habitarem as áreas não urbanizadas e de circulação 

de vetores e parasitos. Entretanto, o atual perfil epidemiológico da LTA no Brasil 

apresenta duas formas distintas: silvestre, doméstico e peridoméstico. A primeira, 

comumente vista na região Norte, se caracteriza como uma zoonose, onde vetores e 

reservatórios silvestres mantêm o ciclo, e o homem apresenta-se como hospedeiro 

ocasional (Lainson, 1983). Na segunda, a infecção apresenta-se como focos endêmicos 

em antigas áreas florestais que foram devastadas e ocupadas pelo homem (Oliveira-

Neto et al., 2000). Estas podem estar localizadas próximas ou em grandes centros 

urbanos de diferentes regiões do país, onde os reservatórios silvestres são substituídos 

por animais domésticos. 

A transmissão da Leishmania ocorre por meio de insetos (Díptera) da subfamília 

Phlebotominae, destacando-se o gênero Phlebotomus (no Velho Mundo) e o gênero 

Lutzomyia (nas Américas) (Shaw & Lainson, 1987; Killick-Kendrick, 1990a). Ao picar o 

hospedeiro vertebrado infectado pela Leishmania, as fêmeas hematófagas ingerem 

macrófagos habitados por formas amastigotas no vacúolo lisossomal. No intestino do 

inseto as amastigotas são liberadas, transformam-se em promastigotas e sofrem 

intensa multiplicação. Nesta fase, o parasito sofre modificações passando para um 

estágio de promastigota procíclico, a qual invade a parede do intestino médio, passa a 

promastigota metacíclico que é capaz de invadir o intestino médio e migrar em seguida 

para a probóscida (Walters et al., 1989; Killick-Kendrick, 1990b; Pimenta et al., 1992; 

Mahoney et al., 1999), onde as formas metacíclicas são transmitidas ao hospedeiro, 

durante um novo repasto sangüíneo. 
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Aspectos da resposta Imune na leishmaniose tegumentar 
 

 

As formas clínicas da LTA apresentam variações intimamente dependentes de 

fatores como: espécie e cepa do parasito, hábitos do vetor, resposta imune do 

hospedeiro e interação parasito-hospedeiro. As manifestações clínicas incluem a forma 

mais freqüente e causada por todas as espécies dermotrópicas, a leishmaniose 

cutânea (LC), caracterizada inicialmente por uma pápula no local da picada do inseto, 

progredindo para o desenvolvimento de lesão ulcerada única, indolor, ovóide e com 

fundo granuloso (revisto por Da-Cruz & Pirmez, 2005). O curso da LC é benigno, 

podendo progredir para a cura espontânea (Costa et al., 1987) ou após terapêutica. Os 

casos de lesões múltiplas ou disseminadas são raros e produzidos freqüentemente pela 

L. guyanensis, devido ao ataque coletivo e numeroso de seus vetores (Lainson, 1983). 

A leishmaniose mucosa (LM) é causada principalmente pela L. braziliensis, onde 

3 a 5 % evoluíram de casos de LC, aparente ou não (Coutinho et al., 1987), embora a 

L. amazonensis e a L. guyanensis já tenham sido isoladas de formas mucosas (Grimaldi 

& Tesh, 1993). A LM é secundária e metastática demorando anos para aparecer 

(Marsden, 1986). A progressão da doença leva à destruição do septo nasal, região 

supralabial e cavidades como laringe e traquéia (Marsden & Nonata, 1975; Marsden, 

1986). Esta forma clínica é associada a uma reposta imune exacerbada aos antígenos 

de Leishmania que leva à destruição tecidual mesmo na vigência de parasitismo 

escasso. A doença tende a ser mais grave com mais resistências ao tratamento e 

episódios freqüentes de recidivas. Além disso, formas associadas da leishmaniose 

cutânea e mucosa concomitante são observadas, denominada leishmaniose 

mucocutânea (LMC), onde pode haver um comprometimento de mucosa pela 

contiguidade das lesões de pele na face ou mesmo pela inoculação direta do parasito 

(Marzochi, 1992). A leishmaniose cutânea-difusa (LCD) é uma forma clínica rara da 

leishmaniose e, no Brasil, é causada pela L. amazonensis (Lainson, 1983; Coutinho et 

al., 1987; Marzochi, 1992; Grimaldi & Tesh, 1993). A LCD é caracterizada pela 

depressão da resposta imune específica aos antígenos de Leishmania levando ao 

desenvolvimento de um quadro grave da doença (Coutinho et al., 1987; Azulay & 
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Azulay, 1995) apresentado por numerosos nódulos de infiltração cutânea-difusa sem 

ulcerações ou acometimento mucoso, mas ricos em parasitos (Da-Cruz & Pirmez, 

2005). 

A resposta imune mediada por células tem grande importância nos mecanismos 

envolvidos no curso clínico da LTA. Pacientes infectados com Leishmania são capazes 

de expandir linfócitos T quando estimulados com antígenos específicos e apresentam 

uma reação de hipersensibilidade tardia aos antígenos de Leishmania (IDRM) positiva 

(Carvalho et al., 1985; Coutinho et al., 1987). A patogênese da LTA está ligada à função 

de células T, e à produção de citocinas, que estão relacionadas com a cura da doença 

(Da-Cruz et al., 1994; Bonfim et al., 1996), ou ainda, a quadros mais graves da doença, 

como na forma de mucosa (Carvalho et al., 1985; Coutinho et al., 1987). 

As células T CD4+ que produzem citocinas como IL-2 e IFN-γ são denominadas 

Th1 ou tipo 1, ativam macrófagos e inibem o crescimento do patógeno; enquanto que 

citocinas Th2 ou tipo 2 (IL-4, IL-5 e IL-10) inibem a resposta imune mediada por células 

e propiciam a disseminação da Leishmania (Almeida et al., 2007) 

Os estudos de caracterização dos linfócitos T circulantes reativos para 

Leishmania realizados em pacientes de LC vêm associando a doença ativa à indução 

preferencial de células T CD4+, enquanto um aumento da proporção de células T CD8+ 

é verificado durante o processo de cura (Da-Cruz et al., 1994). A expressão de RNA 

mensageiro nas lesões e o padrão de citocinas produzidos por células T reativas à 

Leishmania claramente evidencia um perfil misto tipo 1 (IFN-γ) e tipo 2 (IL-4, IL-5) 

durante a fase ativa da LTA (Pirmez et al., 1993; Coutinho et al., 1996; Da-Cruz et al., 

2002). Embora ocorra a produção de IFN-γ, citocina importante para a ativação de 

macrófagos e destruição de parasitos, a presença de um ambiente do tipo 2 

aparentemente anularia o efeito leishmanicida de citocinas do tipo 1. Por outro lado, a 

evolução para cura está associada à indução de citocinas do tipo 1 e ausência de IL-4 

(Coutinho et al., 1996). Estes resultados sugerem que a diminuição de citocinas do tipo 

2 e o aumento de células T CD8+ poderiam contribuir para a resolução das lesões, 

através do aumento da atividade citotóxica específica sobre macrófagos parasitados ou 

de mecanismos relacionados à maior ativação de macrófagos pelo IFN-γ. 
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A LM desenvolve uma resposta celular intensa, estando este fator muito 

provavelmente associado à gravidade das manifestações clínicas. Os indivíduos na 

fase ativa da doença induzem um percentual maior de células T CD4+ reativas a 

antígenos de Leishmania em relação T CD8+, porém o equilíbrio de linfócitos T 

CD4+/CD8+ é observado tardiamente, ou seja, acima de um ano após a cura clínica das 

lesões mucosa (Da-Cruz et al., 2002). A atividade citotóxica intensa sobre macrófagos 

infectados foi observada nesta forma clínica, o que além de promover a destruição do 

parasito também pode estar associada com a destruição do tecido mucoso e 

contribuindo para a formação das lesões (Brodskyn et al., 1997). Os pacientes com LM 

também apresentam altos níveis de IFN-γ e IL-4 (Carvalho et al., 1985; Pirmez et al., 

1993; Da-Cruz et al., 2002), assim como TNF-α, (Da-Cruz et al., 1996) em relação aos 

pacientes de LC. Além disso, vem sendo demonstrado que a deficiência da produção 

de IL-10 contribuiria para o aumento da atividade citotóxica e manutenção de níveis 

elevados de IFN-γ e TNF-α, citocinas que em níveis não balanceados, levam à lesão 

tecidual (Brodskyn et al., 1997; Ribeiro-de-Jesus et al., 1998; Bacellar et al., 2002, 

Gomes-Silva et al., 2007). A hiper-reatividade observada na LM apresenta lacunas no 

seu entendimento. Ainda que componentes genéticos dos hospedeiros ou do parasito e 

até a auto imunidade, assim como a convivência por longos períodos de tempo com 

antígenos de Leishmania tenham sido considerados (Carvalho et al., 1985; Convit et al., 

1993), a compreensão dos mecanismos envolvidos na patogênese da LM ainda não 

está esclarecida. 

 

 

Estratégias de proteção nas leishmanioses 
 

 

A leishmaniose representa um grande problema na saúde da população mundial. 

A doença está presente em quatro continentes, principalmente em áreas quentes, onde 

cerca de 350 milhões de pessoas vivem sob o risco eminente de infecção com cerca de 

1 a 1,5 milhão de novos casos/ano (WHO, 2009). É considerada pela Organização 

Mundial da Saúde (OMS), como uma das seis mais importantes doenças infecciosas, 
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pelo seu alto coeficiente de detecção e capacidade de produzir deformidades. Diante 

disso, o desenvolvimento de uma vacina protetora e efetiva contra a Leishmania pode 

representar um significativo avanço na saúde pública das populações atingidas. 

Os estudos com vacinas aplicadas em ensaios clínicos foram inicialmente 

desenvolvidos no Brasil com uma vacina composta por lisados de cinco espécies de 

Leishmania (Leishvacin®, Biobrás Bioquímica do Brasil, Montes Claros, Minas Gerais – 

Brasil). Um dos problemas apresentados por essa vacina é a complexidade de sua 

composição e a necessidade de inclusão de novas espécies de Leishmania que 

dificultam sua padronização e identificação de componentes responsáveis pela 

resposta imune específica em indivíduos vacinados (Mayrink et al., 2002). Esta versão 

teve sua imunogenicidade comprovada ao apresentar reação de hipersensibilidade 

tardia aos antígenos do parasito, que pôde ser avaliado através da IDRM e de ensaios 

de resposta proliferativa de linfócitos. O perfil de resposta imune induzida nestes casos 

é aparentemente protetor, posto que é similar àquele observado em indivíduos curados 

clinicamente de leishmaniose (células T CD8+ e produção de IFN-γ, na ausência de IL-

4) (Coutinho et al., 1996; De Luca et al., 1999). 

Outra versão simplificada da vacina contendo uma cepa de L. amazonensis 

associada ao Bacilo de Calmette-Guérin (BCG) como adjuvante foi testada em 

populações da América Latina, especificamente em áreas endêmicas para espécies do 

subgênero Viannia do Equador, levando à conversão dos testes intradérmicos com 

antígenos de Leishmania (Armijos et al., 2004). Entretanto, os indivíduos vacinados 

apresentaram níveis de infecção similares aos que utilizaram placebo, o que fez estes 

autores sugerirem que a vacinação com antígenos desta espécie pode não proteger 

contra infecção por outras espécies diferentes de Leishmania. Resultados semelhantes 

foram observados por Vélez et al. (2005) na Colômbia. O fato de um composto vacinal 

não induzir proteção cruzada contra as diferentes espécies dermotrópicas que causam 

a doença gera um problema operacional em países onde há ocorrência de 

leishmaniose por várias espécies do parasito, posto que seriam necessários diferentes 

compostos vacinais para se obter uma cobertura adequada. Estes dados mostram que 

até a atualidade ainda não há uma vacina eficaz contra leishmaniose que possa ser 

utilizada de fato em imunizações em massa. Entretanto, vários compostos tem 
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apresentado algum grau de imunogenicidade (Ghosh & Bandyopadhyay, 2003). 

Moléculas de superfície como a lipofosfoglicano (LPG) e a glicoproteína 63 (gp 63) de 

L. braziliensis e L. mexicana (Mendonça et al., 1991), proteínas de L. pifanoi (A-2/P-2, 

P-4 e P-8) (Coutinho et al., 1996; Haberer et al., 1998), e outras como a p36/LACK 

(Mougneau et al., 1995), assim como vacina de DNA (Mendez et al., 2001) vêm sendo 

propostas como candidatos. 

O grau de indução de proteção observado em humanos associado a antígenos 

de diferentes espécies de Leishmania permanece ainda desconhecido. Alguns autores 

têm inferido que um alto nível de polimorfismo pode existir entre espécies parasitos de 

diferentes regiões geográficas (Victoir et al., 1998; Guerbouj et al., 2001 Cupolilllo et al., 

2003), além de moléculas capazes de conferir virulência a algumas espécies de 

Leishmania poderem não apresentar a mesma função em outras (Turco et al., 2001). 

Com isso, a busca de novos antígenos candidatos a vacinas é necessária, uma vez 

que, moléculas com potencial imunogênico e relativa proteção de uma espécie de 

Leishmania contra a LTA podem não proteger indivíduos de área endêmica de outras 

espécies. Entretanto, a reatividade cruzada é observada para algumas espécies de 

Leishmania. Estudos utilizando macacos Rhesus descreveram uma significativa 

proteção para L. amazonensis e L. guyanensis quando os mesmos são vacinados com 

antígenos de L. major (Porrozzi et al., 2004).  

Embora todas as espécies de Leishmania sejam capazes de produzir lesão 

cutânea, existem particularidades clínico-laboratoriais que parecem, de certo modo, 

estarem diretamente associadas à infecção por determinada espécie. Estudos prévios 

de nosso laboratório mostraram que pacientes de áreas endêmicas de L. guyanensis 

apresentam tanto níveis de IDRM quanto índices de resposta proliferativa de linfócitos a 

antígenos de Leishmania inferiores aos observados em pacientes infectados por 

L. braziliensis. Os anticorpos oriundos destes pacientes também reconheceram um 

número relativamente inferior de bandas derivadas de frações antigênicas de 

Leishmania (Matta et al., 2009). Resultados similares foram observados em pacientes 

de áreas endêmicas de L. amazonensis (Silveira et al., 1998). Esses dados sugerem 

que frações antigênicas L. guyanensis e de L. amazonensis tenham uma antigenicidade 

inferior à L. braziliensis. Dentro deste pensamento, podemos especular que a ausência 
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de proteção observada com a Leishvacin (Armijos et al., 2004) se deva a uma indução 

de resposta imune mal modulada ou insuficiente para conter a infecção por 

L. braziliensis. Tendo em vista que antígenos de L. braziliensis não são recomendados 

como vacinas, por potencialmente conterem epítopos associados à hiper-reatividade e 

ao desenvolvimento de lesões mucosas, seria desejável a utilização de proteínas 

contendo epítopos comuns a diferentes espécies dos subgêneros Viannia e 

Leishmania. Este raciocínio pode ser uma abordagem interessante para se chegar a 

moléculas indutoras de resposta imune protetora, uma vez que formas cutâneas da 

leishmaniose causadas por algumas espécies como L. lainsoni, suas lesões têm um 

curso evolutivo bastante benigno e considerando, ainda, que pacientes clinicamente 

curados, residentes em áreas endêmicas são capazes controlar a reinfecção ou a 

reativação da Leishmania, é provável que moléculas associadas a estas espécies 

possam manter de alguma forma, mecanismos efetores responsáveis pela destruição 

do parasito.  

Estes dados nos levam a hipotetizar que antígenos espécie-específicos do 

parasito podem induzir clones de linfócitos envolvidos na indução de mecanismos 

imunopatológicos diferenciados e que a identificação destes antígenos que são 

reconhecidos por estas células ou anticorpos pode indicar qual (is) deles são capazes 

de induzir uma resposta protetora de longa duração na leishmaniose. 
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1 OBJETIVOS 
 
 
1.1 Objetivo geral 

 

 

Avaliar a reatividade de linfócitos T específicos oriundos de pacientes infectados 

com Leishmania braziliensis a preparações antigênicas de espécies dermotrópicas dos 

subgêneros Viannia e Leishmania. 

 
 

1.2 Objetivos específicos 
 

 

 Determinar diferenças biológicas e antigênicas entre espécies de Leishmania 

que causam leishmaniose na América. 

 Determinar o grau de reatividade cruzada entre antígenos de diferentes 

espécies de Leishmania pertencentes aos subgêneros Viannia e Leishmania frente a 

linfócitos oriundos de pacientes com história de infecção por L. braziliensis. 

 Avaliar se há diferenças na produção de interferon-gama (IFN-γ) frente a 

antígenos de diferentes espécies de Leishmania. 
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2 CASUÍSTICA 
 

 

Foram estudados 28 pacientes com história de LC que residem em áreas 

endêmicas de L. braziliensis no estado do Rio de Janeiro. Dos 28 pacientes, 10 

indivíduos encontravam-se na fase ativa da doença e 18 indivíduos estavam curados 

clinicamente através de terapêutica específica ou espontaneamente, segundo 

informações do Hospital Evandro Chagas. O grupo de pacientes ativos foi composto por 

oito indivíduos do sexo masculino e dois do sexo feminino e apresentavam entre 16 e 

49 anos de idade. O grupo de pacientes curados foi composto por 14 indivíduos do 

sexo masculino e 4 do sexo feminino com idade que variam de 15 até 73 anos. Os 

indivíduos participantes são voluntários e a sua inclusão no estudo firmou-se mediante 

a autorização através de um termo de consentimento livre e esclarecido, redigido de 

acordo com as normas da Resolução 196/96 do Conselho Nacional de Saúde, MS. Este 

estudo está vinculado ao projeto “Avaliação da imunogenicidade de moléculas 

candidatas à vacina contra leishmaniose e de adjuvantes em humanos” e foi aprovado 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa da FIOCRUZ (protocolo 208/03).  

De cada indivíduo participante foi coletado um volume máximo de 40 mL de 

sangue periférico em tubos contendo heparina, de onde são obtidos plasma e células 

mononucleares.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Obtenção de parasitos para preparação de antígenos 
 

 

Foram utilizadas seis espécies de Leishmania de ambos subgêneros Viannia e 

Leishmania fornecidas pelo Laboratório de Pesquisas em Leishmaniose do Instituto 

Oswaldo Cruz (Coleção de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz – CLIOC – WDCM 

731). Os parasitos (Tabela 1) selecionados pertencem a cinco espécies dermotrópicas 

e uma viscerotrópica. Os parasitos foram cultivados em garrafas plásticas (Tissue 

Culture Flask - TPP®, Switzerland) e meio de cultura Schneider (Sigma - St Louis, MO, 

EUA) suplementado com antibiótico (200 IU de penicilina/mL e 200 µg de 

estreptomicina/mL), L-glutamina (1,5 µM), 20% de soro fetal bovino (Fundação BIO-

RIO, RJ, Brasil) e 2% de urina estéril de humano do sexo masculino. As culturas foram 

mantidas em estufa incubadora (B.O.D. Fanem, SP, Brasil) a 25ºC. 

Com objetivo de determinar o início da fase estacionária foram realizadas curvas 

de crescimento para cada espécie. Para a curva de crescimento, 2,5 x 106 de formas 

promastigotas foram acondicionadas em 5 mL meio de cultura Schneider 

suplementado, e mantidas sob as condições descritas acima por 11 dias ininterruptos. 

As culturas foram mantidas em triplicatas e a quantificação foi realizada diariamente. 

Para tal, 10 µl do meio de cultura contendo os parasitos, eram diluídos na proporção 

1:100 e 1:1000 em azul de trypan (Sigma - St Louis, MO, EUA). As formas viáveis dos 

parasitos foram quantificadas através de câmara de Neubauer (Boeco/Germany) e os 

resultados eram expressos em número de parasitos por mL. Foi considerado como 

início da fase estacionária o ponto que houve o pico máximo de parasitos viáveis/mL. 

 A preparação dos antígenos era realizada no dia de maior número de formas 

promastigotas para cada espécie determinada pela curva de crescimento. 
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Tabela 1. Espécies de Leishmania e cepas utilizadas na preparação de antígeno. 

ESPÉCIE CEPA/REFERÊNCIA * 

L.(Viannia) braziliensis  MHOM/BR/1975/M2903 

L.(Viannia) guyanensis MHOM/BR/1975/M4147 

L.(Viannia) lainsoni MHOM/BR/1981/M6426 

L.(Viannia) naiffi MDAS/BR/1979/M5533 

L.(Leishmania) amazonensis IFLA/BR/1967/PH8 

L.(Leishmania) chagasi MHOM/BR/1974/PP75 

* cepas referência banco de dados da Organização Mundial de Saúde. 
 

 

3.2 Quantificação de formas promastigotas metacíclicas 
 

 

Para avaliar a proporção de parasitos infectantes para o hospedeiro mamífero foi 

determinado o percentual de formas metacíclicas na cultura de promastigotas. A 

quantificação das formas promastigotas metacíclicas foi realizada para as espécies 

L. braziliensis, L. guyanensis e L. naiffi, através da metodologia descrita por Almeida et 

al., (1993). A coleta das formas promastigotas foi realizada no dia que houve o maior 

número de formas promastigotas viáveis, conforme estabelecido na curva de 

crescimento. 

 
 
3.3 Preparação dos antígenos 

 

 

Para a preparação dos antígenos, os parasitos foram cultivados sob as mesmas 

condições de crescimento estabelecidas na curva de crescimento. A coleta dos 

parasitos ocorreu no início da fase estacionária de cada espécie em particular 

determinada pela curva de crescimento. As promastigotas obtidas foram submetidas ao 

rompimento por 10 ciclos de congelamento (-80oC) e aquecimento (60oC), e 
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posteriormente a 15 minutos de ultra-som (Lab-line Ultratip, Labsonic System, Lab-Line 

Instruments, Melrose Park, IL, EUA). Esse extrato constitui-se extrato antigênico total 

(AgT).  

Para a produção do antígeno solúvel das espécies de L. braziliensis e L. naiffi, os 

parasitos foram produzidos sob as mesmas condições já descritas (item 3.1). Deste 

extrato protéico, procedeu-se a ultracentrifugação (100.000g rotor 32Ti – 24.100 rpm) 

por 30 minutos a 4ºC (Ultracentrífuga Beckman Optima L100XP). O sobrenadante foi 

separado (antígeno solúvel) vertendo-o de uma única vez em um tubo e estocadas a -

70º. 

A concentração de proteínas foi determinada pelo método de Lowry, 1951 e a 

absorbância foi determinada em espectrofotômetro (Spectronic 21, Milton Roy 

Company-AS) na densidade óptica (DO) de 660 nm. Foi realizada uma curva padrão de 

concentração com albumina sérica bovina. As preparações antigênicas foram ajustadas 

para a concentração de 1 mg de proteína por mL em salina estéril tamponada PBS 

estéril. As alíquotas foram estocadas a – 70ºC em um volume de trabalho de 100 µL até 

o momento do uso. As amostras só foram descongeladas uma vez, sendo que o 

volume não utilizado foi descartado. 

Tendo em vista a possibilidade de haver degradação protéica por enzimas 

devido à longa estocagem dos antígenos para posterior utilização nos ensaios, parte 

destes antígenos foi preparado com a adição de inibidores de proteases (0.1 mM 

Fluoreto de fenilmetilsulfonila, 0.01% (p/v) leupeptina, 0.2 mg/mL inibidor de tripsina e 1 

mM benzamidina – Sigma - St Louis, MO, EUA). 

 
 

3.4 Análise do perfil protéico dos antígenos das diferentes espécies de 
Leishmania 

 

 

Foi realizada eletroforese para avaliar o perfil protéico logo depois do preparo 

dos antígenos totais das diferentes espécies e após 10 meses das amostras 

congeladas. A avaliação foi feita em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio 
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(SDS) a uma concentração de 12 % para o gel de corrida e 4% para o gel de 

empacotamento. Para a corrida eletroforética, 200 µg de cada fração foi diluído em 

tampão de amostra e aquecidos a 95 ºC por 5 minutos para desnaturação protéica. As 

amostras e o padrão de peso molecular contendo proteínas entre 113 kDa e 20.8 kDa 

(Prestained SDS-PAGE standards, Low, BIO-RAD laboratories, Hércules, CA, EUA) 

foram aplicadas em gel preparado em sistema eletroforético (Mini-Protein II, BIO-RAD 

laboratories, Hércules, CA, EUA). A condição de corrida foi em uma diferença de 

potencial de 220V por 50 minutos (PowerPac, BIO-RAD laboratories, Hércules, CA, 

EUA). 

 

 

3.5 Ensaios de proliferação de linfócitos frente a estímulos com antígenos de 

Leishmania 
 

 

As células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram separadas por 

gradiente de Ficoll-Hypaque (Hystopaque 1077; Sigma - St Louis, MO, EUA) e 

cultivadas in vitro em placa de microtitulação de 96 poços de fundo em U (Nunc, 

RosKilde, Denmark) sob atmosfera úmida de CO2, 37oC (Napco®Automatic CO2, 

Incubator, Precision Scientific Inc., Chicago, IL, EUA) por 5 dias. As células (3 x 

105/poço) foram cultivadas na presença de 10 µg do antígeno das diferentes espécies 

de Leishmania (descrito na Tabela 1). Como controle foram utilizados antígenos de 

Toxoplasma gondii (2 x 106 taquizoítos destruídos/poço), e o mitógeno Concanavalina A 

– Canavalia ensiformis (4 µg/poço, Sigma, EUA). A proliferação celular foi avaliada 

através da incorporação de Timidina triciada (3H) (Amershan Pharmacia Biotech Inc., 

Piscataway, NJ, EUA), adicionada (1 µCi/poço) à cultura 16 horas antes do término dos 

cinco dias de cultivo. As células foram coletadas em papel filtro (Filter Mat 11.731-size 

102+ 206 mm - England) utilizando multicoletor de células (Skatron Instruments AS, 

Flow Laboratories, Rockville, Md, EUA). A intensidade de incorporação de timidina foi 

medida em um contador emissão beta (TRI-CARB® Liquid Scintilator Analyser, Packard 

Instrument Company, Downer Gloves, IL, EUA). Os resultados foram expressos por 
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contagem por minuto (cpm) e índices de estimulação (médias de cpm dos poços 

estimulados/média de cpm dos poços não estimulados), sendo considerados positivos 

índices de estimulação (IE) igual ou superior a 2.5. 

 

 

3.6 Quantificação da produção de IFN-γ por mononucleares frente a estímulos 
com antígenos de Leishmania 

 

 

Os sobrenadantes das culturas de CMSP estimuladas in vitro com antígenos de 

Leishmania foram coletados com 120 horas de cultura. As amostras foram estocadas 

para detecção de IFN-γ e quantificadas em duplicata pela técnica de ELISA. Os 

anticorpos monoclonais (Pharmigen, San Diego, CA, EUA) e o protocolo foi realizado de 

acordo com o fabricante do Kit para detecção (Duo Set IFN-γ R&D, Minneapolis, MN, 

EUA). A concentração foi analisada pelo software SOFTmax Pro 4.0 (Life Sciences 

Edition; Molecular Devices Downingtown, PA). Os resultados foram mostrados em 

picogramas por mililitro (pg/mL). 

 

 

3.7 Análise estatística 
 

 

A análise dos resultados foi realizada pelo teste one way ANOVA e o Dunn's 

Multiple Comparison e Man-Whitney como pós teste e para as correlações o teste de 

correlação de Spearman. O software utilizado foi o GraphPad Prism versão 4.0 

(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). 
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4 RESULTADOS 
 

 

4.1 Diferenças do comportamento biológico de diferentes espécies de Leishmania 
através da avaliação da curva de crescimento em meio axênico 
 
 

Todas as espécies de Leishmania demonstraram crescimento satisfatório em 

meio de cultura Schneider. Entretanto, a intensidade de formas promastigotas foi 

superior para as espécies do subgênero Viannia do que as do subgênero Leishmania 

(Figura 1 e 2). 

As espécies L. amazonensis e L. chagasi apresentaram o pico de crescimento e 

observação de formas promastigotas viáveis no terceiro e quarto dias de cultura (Figura 

1). Entretanto, L. lainsoni apresentou seu pico de crescimento de viabilidade das formas 

promastigotas no terceiro dia de cultura, L. braziliensis, L. naiffi no quarto dia e L. 

guyanensis observado no quinto dia (Figura 2). Em todas as espécies cultivadas o dia 

de maior crescimento e viabilidade celular foi utilizada para determinar a fase 

estacionária. A exceção se deu para as espécies L. guyanensis e L. naiffi (Figura 2), 

que apresentou uma quantidade de parasitas no oitavo e sétimo dia, respectivamente, 

de cultura superior a todos os outros dias, porém a viabilidade das formas 

promastigotas foi baixa.  

O percentual de formas promastigotas metacíclicas encontradas no dia de maior 

encontro de formas promastigotas viáveis apontados na curva foi de 18% para L. 

guyanensis, seguido de 12,5% para L. naiffi e 8% para a espécie L braziliensis. Para as 

outras espécies de não foi avaliada a metaciclogênese. 

A massa de formas promastigotas foi coletada no início da fase estacionária, que 

corresponde ao período de maior densidade de parasitos viáveis. 
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Figura 1. Curva de crescimento em meio de cultura Schneider de promastigotas de 
Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Leishmania) chagasi. O pico de 
formas promastigotas viáveis encontradas é marcada pelo círculo preto. 
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Figura 2. Curva de crescimento em meio de cultura Schneider de promastigotas de 
Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia) 
guyanensis e Leishmania (Viannia) lainsoni. O pico de formas promastigotas viáveis 
encontradas é marcada pelo círculo preto. 
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4.2 Caracterização do perfil protéico dos extratos de diferentes espécies de 
Leishmania avaliado por SDS-PAGE 
 
 

A massa de formas promastigotas a ser utilizada nos experimentos de 

estimulação de linfócitos foi coletada no início da fase estacionária, que corresponde ao 

período de maior densidade de parasitos viáveis. A partir deste concentrado de 

parasitos foram realizadas a preparação dos antígenos e a quantificação da 

concentração de proteínas, conforme descrito anteriormente, em seguida à análise 

eletroforética dos extratos protéicos através do SDS-PAGE (Figuras 3 e 4). 

Aparentemente não foi observada uma degradação protéica através visualização do 

perfil eletroforético para os extratos preparados com inibidores de protease e sem os 

mesmos assim que foram processados (Figura 3) e após 10 meses de estocagem do 

antígeno nas condições previamente descritas na metodologia (Figura 4). A análise 

eletroforética dos extratos antigênicos totais das espécies de Leishmania demonstrou 

perfis protéicos distintos e heterogêneos para as espécies analisadas. Porém, as 

mesmas parecem compartilhar bandas que em relação à quantidade de proteínas se 

mostram mais evidentes que outras. 

As bandas com peso molecular em torno de 104 kDa (marcadas no gel com 

seta) aparentemente demonstram ser compartilhadas entre as diferentes espécies, visto 

que são observadas em todos os extratos. E estas demonstram certa conservação 

quando analisadas 10 meses após o preparo. Este dado pode ser um indicativo de 

proteínas conservadas entre as espécies dos diferentes subgêneros de Leishmania. 
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Figura 3. Análise eletroforética dos antígenos totais de promastigotas de Leishmania 
(V.) guyanensis (LG), Leishmania (V.) braziliensis (LB), Leishmania (V.) naiffi (LN), 
Leishmania (L.) amazonensis (LA), Leishmania (V.) lainsoni (LL) e Leishmania (L.) 
chagasi (LC) por SDS-PAGE. Os extratos totais preparados, respectivamente com 
inibidores (Ci) e sem inibidores de protease (Si) logo após seu processamento. As 
proteínas foram visualizadas por nitrato de prata. 

Figura 4. Análise eletroforética dos antígenos totais de promastigotas de Leishmania 
(V.) guyanensis (LG), Leishmania (V.) braziliensis (LB), Leishmania (V.) naiffi (LN), 
Leishmania (L.) amazonensis (LA), Leishmania (V.) lainsoni (LL) e Leishmania (L.) 
chagasi (LC) por SDS-PAGE. Os extratos totais preparados, respectivamente com 
inibidores (Ci) e sem inibidores de protease (Si) 10 meses após seu preparo. As 
proteínas foram visualizadas por nitrato de prata. 
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4.3 Análise da reatividade de linfóctos T frente a antígenos de espécies de 
Leishmania dos subgêneros Viannia e Leishmania 

 

 

Para avaliar a reatividade dos linfócitos T aos antígenos de Leishmania foram 

estudados 10 pacientes com lesões ativas de LC. O tempo de evolução da doença 

variou entre 45 dias a 3 meses. A IDRM foi positiva com todos os pacientes estudados. 

A média e desvio padrão do tamanho da enduração da lesão foi de 22,3 ± 9,9mm. Para 

os indivíduos curados clinicamente, seja espontaneamente ou após a terapêutica, o 

tempo de cura observado variou de 1 mês a 18 meses. 

A RPL dos pacientes foi realizada utilizando-se antígenos das frações totais de 

cada espécie com objetivo de comparar os índices de estimulação entre indivíduos na 

fase ativa da doença e após a cura clínica. Os antígenos de todas as espécies 

estudadas foram capazes de induzir respostas proliferativas de linfócitos em pacientes 

durante a fase ativa da doença. A intensidade de resposta variou entre os indivíduos e 

estas diferenças foram observadas com antígenos de todas as espécies de Leishmania. 

O índice de estimulação foi maior (média±desvio padrão) para L. braziliensis (17±10,3), 

seguido dos antígenos de L. naiffi (17±7,6), L. amazonensis (16,8±9,8) e L. lainsoni 

(14±10,1). A resposta de linfócitos para os antígenos de L. guyanensis (11,4±6,6) foi 

menor, assim como para L. chagasi (8,3±3,4) que demonstrou os menores índices de 

estímulos entre as espécies estudadas. 

Quando comparados os índices de estímulo obtidos com os antígenos de 

L. braziliensis com os de outras espécies analisadas, foram encontradas diferenças 

significativas com relação ao estímulo com L. lainsoni (p<0,03), assim como para os 

antígenos de L. guyanensis (p<0,004). Entretanto para outras espécies como 

L. amazonensis, L. naiffi e L. chagasi não foram encontradas diferenças significativas 

na intensidade de RPL (Figura 5). 
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Figura 5. Resposta proliferativa de células mononucleares estimuladas em cultura com 
antígenos totais de promastigotas de diferentes espécies de Leishmania: L. (V.) 
braziliensis (LB), L. (V.) naiffi (LN), L. (V.) guyanensis (LG), L. (V.) lainsoni (LL), L. (L.) 
amazonensis (LA) e L. (L.) chagasi (LC). Os dados representam índices de estimulação 
de pacientes com leishmaniose cutânea na fase ativa da doença. As barras horizontais 
representam as médias e a tracejada o valor mínimo considerado positivo para a 
estimulação celular. * p<0,004 e ** p<0,03. 

 

 

A comparação dos índices de estímulo obtidos com antígenos preparados com 

inibidores de proteases e sem inibidores mostrou que não houve diferença entre a 

intensidade de RPL observados com ambas as preparações. Para todas as espécies 

avaliadas houve uma correlação positiva (coeficientes de correlação variando entre 

0,73 e 0,91) entre os índices de estimulação obtidos com as preparações contendo 

inibidor e sem inibidor (Figura 6), exceto para a espécie L. chagasi que não foi 

observada. Portanto, como não foram encontradas diferenças significativas (p<0.05) 

entre os índices de estimulação obtidos a partir dos extratos antigênicos com inibidores 

de proteases e sem inibidores entre as mesmas espécies, optou-se por utilizar os dados 

dos estímulos sem inibidores de proteases uma vez que estes representam apenas 

proteínas de Leishmania sem adição de qualquer composto protéico externo. 
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Figura 6. Comparação de resposta proliferativa de células mononucleares estimuladas 
em cultura com antígenos totais de promastigotas de diferentes espécies de 
Leishmania: L. (V.) braziliensis (LB), L. (V.) naiffi (LN), L. (V.) guyanensis (LG), L. (V.) 
lainsoni (LL), L. (L.) amazonensis (LA) e L. (L.) chagasi (LC) preparadas com inibidores 
de protease (CI) e sem inibidores (SI). Os dados representam índices de estimulação 
de pacientes com leishmaniose cutânea. Valores de r representam os índices de 
correlação entre os extratos antigênicos com inibidores de proteases (CI) e sem 
inibidores (SI). As barras horizontais representam as médias e a tracejada o valor 
mínimo considerado positivo para a estimulação celular. 

 

 

As CMSP de 18 pacientes curados espontaneamente ou após a terapêutica da 

infecção por L. braziliensis demonstraram, numa média geral, índices de estimulação 

positivos para todos os antígenos. O índice de estimulação (média±desvio padrão) 

frente estímulos antigênicos pouco variou entre as espécies: L. braziliensis - 22,2±22,2, 

L. naiffi - 15,9±11,5, L. guyanensis - 20,7±20,6, L. lainsoni - 14,7±10,1, L. amazonensis - 

15,11±14,5 e L. chagasi - 13,7±8). Entretanto, quando comparados os índices de 

estímulos entre as espécies não foram encontradas diferenças significativas (p<0.05) 

(Figura 7).  

Os resultados dos índices de estimulação obtidos a partir antígenos utilizados e 

realizados durante a fase ativa da doença e após a cura clínica ou com terapêutica não 

demonstraram diferenças estatísticamente significativas (p>0.05).  
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Figura 7. Resposta proliferativa de células mononucleares estimuladas em cultura com 
antígenos totais de promastigotas de diferentes espécies de Leishmania: L. (V.) 
braziliensis (LB), L. (V.) naiffi (LN), L. (V.) guyanensis (LG), L. (V.) lainsoni (LL), L. (L.) 
amazonensis (LA) e L. (L.) chagasi (LC). Os dados representam índices de estimulação 
de pacientes com leishmaniose cutânea curados espontaneamente ou após 
terapêutica. As barras horizontais representam as médias e a tracejada o valor mínimo 
considerado positivo para a estimulação celular. 
 

 

4.4 Produção de IFN-γ por mononucleares frente a antígenos de espécies de 

Leishmania dos subgêneros Viannia e Leishmania 
 

 

A produção de IFN-γ foi quantificada nos sobrenandantes de culturas das células 

estimuladas com os diferentes antígenos totais das diferentes espécies do gênero 

Leishmania. Os níveis da citocina foram mais elevados quando utilizou-se antígenos de 

L. guyanensis (568,1±544,5; mediana: 518,5 pg/mL) quando comparadas às outras 

espécies analisadas. (Figura 8). Os antígenos de L. lainsoni induziram os mais baixos 

níveis da citocina (107,9±263,8; mediana 0pg/mL). O IFN-γ não foi detectado nas 

culturas estimuladas com L. amazonensis em sete dos onze pacientes estudados. 

Entretanto não houve associação entre a resposta proliferativa frente aos antígenos e 

os níveis de IFN-γ. 
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Figura 8. Produção de IFN-γ por células de pacientes curados estimulados em cultura 
com antígenos totais de promastigotas de diferentes espécies de Leishmania: L. (V.) 
braziliensis (LB), L. (V.) naiffi (LN), L. (V.) guyanensis (LG), L. (V.) lainsoni (LL), L. (L.) 
amazonensis (LA) e L. (L.) chagasi (LC). O background (BG) foram as culturas onde 
não foram adicionacionados estímulos. O IFN-γ foi quantificado do sobrenadante da 
cultura pelo ELISA. As barras horizontais representam as médias. 
 
 
4.5 Comparação da capacidade de ativar linfócitos de antígenos totais e de 
frações solúveis de duas espécies de Leishmania do subgênero Viannia 

 

 

Com o objetivo de avaliar se há diferenças quanto à ativação celular por 

antígenos totais e solúvel das espécies L. braziliensis e L. naiffi, as CMSP dos 

pacientes curados espontaneamente ou após a terapêutica da infecção por 

L. braziliensis, foram avaliadas quanto à resposta proliferativa e a produção de IFN-γ.  

A RPL (média±desvio padrão) frente à L. braziliensis foi mais elevada quanto 

estimulou-se as CMSP com a fração total (IE = 22,2±22,2) do que a fração solúvel (IE = 

8,1±5,5). Já para a L. naiffi não observou diferenças entre a fração total (IE - 15,9±11,5) 

e solúvel (IE - 14,4±9,1).  Contudo, não foram observadas diferenças significativas 

(p>0.05) nos índices de estímulos com os antígenos das espécies estudadas (Figura 9). 

Entretanto na produção de IFN-γ há diferenças significativas e importantes, tanto para 
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os níveis produzidos pela espécie L. braziliensis quanto para a L. naiffi onde observou-

se níveis maiores quando utilizada a fração total com relação a solúvel (Figura 10). Esta 

última demonstrou ainda, a evidência de pacientes altamente produtores de IFN-γ e 

aqueles que apresentaram níveis baixos ou ainda não produtores, este último grupo 

observado para as frações solúveis de ambas as espécies (Figura 10).  
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Figura 9. Resposta proliferativa de células mononucleares estimuladas em cultura com 
antígenos totais (T) e solúvel (S) de promastigotas de espécies de Leishmania: L. (V.) 
braziliensis (LB) e L. (V.) naiffi (LN). Os dados representam índices de estimulação de 
pacientes com leishmaniose cutânea curados espontaneamente ou após terapêutica. 
As barras horizontais representam as médias.  
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Figura 10. Produção de IFN-γ por células de pacientes curados estimulados em cultura 
com antígenos totais e solúveis de promastigotas das espécies L. (V.) braziliensis (A) e 
L. (V.) naiffi (B). IFN-γ foi quantificado do sobrenadante da cultura pelo ELISA. As 
barras horizontais representam as médias. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

A variabilidade biológica da infectividade das subespécies de L. braziliensis e a 

influência de passagens em cultura, assim como fatores relacionados à 

metaciclogênese renderam estudos baseados principalmente em formas de fase 

estacionária (Rey et al., 1990). A expressão de carboidratos de promastigotas do 

subgênero Viannia claramente varia com a fase de crescimento e as espécies 

estudadas. Muskus et al., 1997, demonstraram que a expressão de lectinas de 

L. guyanensis, L. panamensis e L. braziliensis são heterogêneas durante suas fases de 

crescimento logarítmica e estacionária. Com os nossos resultados de metaciclogênese, 

observamos um baixo percentual de formas promastigotas no início da fase 

estacionária para a espécie L. braziliensis, embora não tenham sido avaliados durante 

toda a curva de crescimento do parasito, outros autores têm descrito que a infectividade 

é maior em parasitos obtidos de fases mais tardias de cultura (Sacks & Perkins, 1984; 

Sacks & Perkins, 1985), o que explicaria a baixa taxa de metacíclicas observadas no 

início da fase estacionária. Com relação aos resultados obtidos para L. guyanensis, a 

ocorrência de um o maior percentual de formas metacíclicas pode ser associado ao fato 

desta espécie demonstrar muito pouca variabilidade, sugerindo assim uma maior 

conservação de moléculas da superfície celular (Romero et al.; 2001). O máximo de 

parasitos viáveis foi encontrado no quarto dia cultura para L. braziliensis e L. naiffi, este 

corrobora com Rey et al., 1990, que encontrou para as espécies do subgênero Viannia 

L. guyanensis, L. panamensis e L. braziliensis o mesmo dia de multiplicação máxima 

dos parasitos, o que pode indicar uma boa adaptabilidade de espécies deste subgênero 

em meios de cultura. 

Embora exista uma heterogeneidade de moléculas expressas na superfície 

celular de Leishmania mantidas em cultura, há uma necessidade de investigação da 

resposta imune que estas moléculas são capazes de desencadear no hospedeiro 

vertebrado. A associação de moléculas relacionadas à infectividade como futuros 

peptídeos viáveis para o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a leishmaniose 

gera um custo operacional muito alto. Este custo poderia ser minimizado com a 
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pesquisa de peptídeos comuns entre as espécies que não necessariamente estejam 

associados à infectividade. Experimentos de imunidade cruzada entre diferentes 

espécies de Leishmania têm mostrado vestígios importantes de parasitas apropriados 

para o uso de antígenos protetores contra a doença (Porrozzi et al., 2004). As vacinas 

baseadas em formas viáveis do parasito têm sido avaliadas no controle da 

leishmaniose cutânea (Greenblatt, 1985; Grimaldi, 1995). 

Muitos estudos têm identificado antígenos espécie-específicos usando a técnica 

de Western Blotting de soro de pacientes com leishmaniose visceral, cutânea e mucosa 

(Reed et al., 1987; Evans et al., 1989; Valli et al., 1999). Entretanto, temendo uma 

possível degradação protéica dos extratos, utilizamos em nossos estudos extratos 

antigênicos preparados com e sem inibidores de proteases com objetivo de comparar 

em períodos distintos do processo uma possível modificação no perfil protéico dos 

extratos, assim como nos estímulos produzidos por estes. Outros autores têm utilizado 

tampões antiproteolíticos durante a preparação de antígenos de Leishmania (Cuba 

Cuba et al., 2001; Garg et al., 2006) e não evidenciaram mudanças significativas nos 

ensaios de proliferação, embora o perfil de reconhecimento durante o processo de cura 

de pacientes LC tenha sido menor e esta associação estaria ligada as características 

do processo imunopatológico das formas clínicas da leishmaniose tegumentar (Cuba 

Cuba et al., 2001). Em nossos estudos não avaliamos ainda, o reconhecimento das 

frações protéicas por anticorpos dos pacientes estudados, mas aparentemente os 

extratos preparados com inibidores e sem os mesmos inibidores de protease 

demonstraram um bom estado de conservação de bandas, visto que a atividade 

proteolítica não foi observada em nossos extratos antigênicos. Além disso, nos estudos 

de RPL não foram encontradas diferenças significativas entre os índices de estímulos 

obtidos dos antígenos com e sem inibidores, sugerindo então, que os procedimentos de 

acondicionamento das amostras parece ser satisfatório. Com relação à banda em torno 

de 104 kDa observada no trabalho, parece se tratar de proteínas compartilhadas entre 

as espécies dos subgêneros Viannia e Leishmania. Este compartilhamento seria uma 

ferramenta interessante se estas moléculas se mostrassem imunogênicas e capazes de 

proteger para ambos os subgêneros, entretanto, sua possível imunogenicidade 
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depende de estudos futuros de reconhecimento humoral e serão avaliados 

posteriormente. 

A leishmaniose cutânea, apresentação clínica mais comum da forma tegumentar 

da doença apresenta-se por uma ou várias lesões ulceradas, nesta predomina um 

infiltrado inflamatório caracterizado por linfócitos e poucos parasitos. Além disso, dados 

destes pacientes apontam que uma boa resposta proliferativa in vitro, produção de 

citocinas tipo 1 e uma IDRM positiva (Castés et al., 1983; Reed & Scott, 1993; Melby et 

al., 1994). Entretanto, a evolução da doença e sua possível cura dependem de fatores 

relacionados ao parasito e à resposta imune do hospedeiro, que somados podem 

desenvolver uma resposta não somente protetora, como também duradoura. 

Diferentes estratégias têm sido avaliadas para identificar moléculas 

imunogênicas e potencialmente capazes de serem usadas nos estudos sobre vacinas. 

Uma delas é o reconhecimento de antígenos por CMSP e soro de pacientes ou animais 

que se recuperaram da infecção por Leishmania (Garg et al., 2006). Além disso, o fato 

de muitos indivíduos de áreas endêmicas terem evoluído para a cura espontânea, ou 

ainda, apresentarem infecção subclínica, desenvolverem uma resposta imune refratária 

a reinfecções, nos leva a pensar que antígenos espécie-específicos podem estar 

relacionados ao desenvolvimento de uma resposta protetora ou serem associados ao 

agravamento da doença. 

O desenvolvimento de uma vacina para leishmaniose depende da capacidade do 

peptídeo estimular uma resposta Th1 (Harberer et al., 1998). Para isso, a produção de 

IFN-γ, a resposta proliferativa de linfócitos positiva e o balanço de citocinas Th2 (IL-4 e 

IL-5 e IL-10) são usados como parâmetros desta resposta imune celular. Estudos 

utilizando peptídeos definidos no desenvolvimento de resposta imune (Coutinho et al., 

1996, Haberer et al., 1998) demonstraram um grau variável de proteção. Este tipo de 

abordagem fica prejudicado quando a quantidade de uma mesma molécula varia de 

espécie e forma evolutiva do parasito. Chang et al., 1993, mostraram que a gp63 de 

L. amazonensis é especificamente expressa durante a forma promastigota, e ao 

contrário, se verifica que em L. major (Frommel et al., 1990) e L. mexicana (Medina-

Acosta et al., 1989) que são expressas pela forma amastigota, o que poderia explicar a 

ausência de resposta de linfócitos em alguns casos. 
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Os problemas que a utilização de antígenos definidos apresenta não invalidam 

seu possível uso posterior, mas aumentam o grau de combinações antigênicas que 

associadas poderiam ser úteis na determinação de um composto eficaz. Além disso, o 

sucesso que alguns trabalhos clássicos de imunidade cruzada em humanos (Gunders, 

1987) e outros animais (Lainson & Bray, 1966) têm mostrado a possibilidade de 

utilização de um “pool” antigênico sugerindo que vários epítopos podem estar 

envolvidos na proteção. 

Acreditando que uma resposta imune protetora contra a leishmaniose pode estar 

associada a uma combinação de vários antígenos ou ainda, que estes podem ser 

encontrados em uma determinada espécie de Leishmania, este trabalho objetiva avaliar 

o reconhecimento de antígenos de espécies dos subgêneros Viannia e Leishmania de 

linfócitos oriundos de indivíduos naturalmente infectados com L. braziliensis, afim de 

verificar a reatividade cruzada entre as espécies e seus parâmetros imunológicos. 

Nossas observações iniciais com relação ao reconhecimento antigênico de 

linfócitos dos pacientes na fase ativa da doença mostraram serem mais intensos para 

as espécies L. braziliensis, L. naiffi e L. amazonensis. Entretanto, quando os índices de 

estímulos obtidos por estas espécies são comparados, não apresentam ser 

significativamente diferente, embora os antígenos de L. amazonensis possuirem a 

capacidade de indução de respostas imunes anérgicas e, por isso, levam ao 

desenvolvimento da forma difusa da leishmaniose. Por outro lado, numa outra 

observação, os indivíduos infectados com esta espécie (L. amazonensis) que são 

positivos para o IDRM desenvolvem uma reação menos intensa que os pacientes 

infectados com L. braziliensis, demonstrando que o índice de estímulo pode ser 

comparável com o que foi observado por outros autores (Mendonça et al., 1991; Kemp 

et al., 1994, Silveira et al., 1998). Além disso, foram encontradas diferenças para os 

estímulos produzidos pelos antígenos de L. guyanensis em relação aos de L. 

braziliensis (p <0.004) que demonstrou uma menor resposta proliferativa. Esta poderia 

estar associada ao desenvolvimento de uma resposta Th2, influenciada por IL-4 e IL-13 

(Bourreau et al. 2001a; Matta et al., 2009) e uma baixa produção de IL-12 por células T 

de pacientes na fase ativa da doença causada por L. guyanensis (Bourreau et al., 

2001b), sendo assim associada a um persistência da infecção. 
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Analisando as espécies do mesmo subgênero Viannia na fase ativa, foram 

encontradas diferenças com relação aos índices de estímulo para a espécies L. lainsoni 

e L. guyanensis quando comparados com aqueles obtidos com  L. braziliensis, mas não 

se observou para o L. naiffi, que faz parte do mesmo gênero. Este fato pode ser 

atribuído às evidências que este subgênero é fenotipicamente e genotipicamente 

diverso (Cupolillo et al., 1995) e com cepas híbridas intraespecificas (Belli et al., 1994). 

Além disso, tem sido visto que parasitas do subgênero Viannia oferecem proteção para 

o complexo L. mexicana (subgênero Leishmania), assim como, L. panamensis que é 

capaz de proteger contra L. mexicana, mas o contrário não se observa de acordo com 

experimentos de imunidade reversa em macacos rhesus (Lainson & Bray, 1966). Vélez 

et al., 2005, demonstraram que a vacinação com L. amazonensis não ofereceu 

proteção para indivíduos em determinada região do Nordeste da Colômbia, onde a 

espécie predominante era L. panamensis. 

Muitos estudos em humanos têm considerado os mecanismos de resistência e 

suscetibilidade da infecção pela comparação da resposta imune em pacientes que 

evoluíram para a cura espontânea ou indivíduos curados após tratamento com drogas e 

com pacientes que desenvolveram a doença (Carvalho et al., 1995; Sassi et al., 1999). 

Estes estudos têm contribuído enormemente para entender os mecanismos 

relacionados à resposta imune anti-Leishmania, uma vez que podem representar o 

perfil imunológico de indivíduos que conseguiram controlar a doença. 

A resposta proliferativa de linfócitos dos pacientes curados demonstrou ser 

similar do que aquelas observadas durante a fase ativa da doença, não sendo, inclusive 

estatisticamente significantes. Embora, Toledo et al., (2001) e Da-Cruz et al., (2002), 

tenham verificado que durante a fase ativa há um aumento dos índices de estimulação 

em relação aos obtidos após a cura, estas diferenças não foram significativas. Estes 

ainda observaram que a resolução das lesões está associada a um aumento de células 

T CD8+ em relação a CD4+ ou o equilíbrio entre elas (Da-Cruz et al., 1994; Coutinho et 

al., 1996), que estaria contribuindo para proteção contra relapsos ou reinfecções.  

Os níveis de IFN-γ produzidos pelas células no sobrenadante das culturas 

estimuladas pelos antígenos totais se mostraram bastante variados. Contudo, podemos 

observar as maiores taxas de produção desta citocina entre as espécies L. guyanensis 
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e L. naiffi. Este resultado foi observado por Matta et al., (2009) que verificaram uma 

maior produção de IFN-γ de L. guyanensis com relação aqueles produzidos pela 

espécie L. braziliensis. Sugerindo uma inabilidade de promover uma resposta imune 

específica. Esta deficiência foi provavelmente causada por uma baixa resposta 

parasita-específico de IL-12 causada pela inibição da cadeia beta do receptor de IL-12 

por IL-13 (Bourreau et. al., 2001 a,b). 

Na tentativa de potencializar a resposta imune produzida pelos antígenos, foi 

produzido uma fração solubilizada (espécies L. braziliensis e L. naiffi) onde 

possivelmente poderiam ser selecionados epítopos interessantes para uma resposta 

imune eficaz e duradoura. Embora, esta fração antigênica tenha produzido uma 

resposta proliferativa in vitro muito semelhante à fração total e suas pequenas 

diferenças não foram estatisticamente significante. Com relação à produção de IFN-γ, 

os níveis de observados para os antígenos solúveis foram menores e podem indicar 

uma perda de epítopos capazes de montar uma resposta imune in vitro eficaz. 
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6 CONCLUSÕES 
 

 

 A utilização de inibidores de proteases durante o processo de produção de antígenos 

de Leishmania proposto no trabalho parece não estar associado a uma menor atividade 

proteolítica, indicando que o seu acondicionamento de certa forma é capaz de 

conservar propriedades imunogênicas relacionadas ao reconhecimento de linfócitos (in 

vitro) de pacientes infectados com L. braziliensis durante a fase ativa da doença e após 

a cura clínica; 

 

 

 Antígenos de diferentes espécies de Leishmania são reconhecidos por linfócitos de 

pacientes infectados com L braziliensis durante a fase ativa e após a cura sugerindo 

então que há uma reatividade cruzada entre as espécies do subgênero Viannia e 

Leishmania. Entretanto não há diferenças durante a fase ativa e após a cura por 

terapêutica ou espontaneamente; 

 

 

 Antígenos produzidos a partir de frações antigênicas total e solúvel parecem não 

demonstrar diferenças na resposta proliferativa in vitro em pacientes curados, 

entretanto a produção de IFN-γ (citocina tipo I) é pouco produzida ou nula frente a 

fração solúvel para as espécies L. braziliensis e L. naiffi. Sugerindo que pode haver a 

existência de um conjunto de epítopos interessantes para uma resposta imune eficaz. 
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