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RESUMO

IN D IV ID U O S  N Ã O  E X P O S T O S  À LEISHMANIA D IF E R E M  N A  R ESPO ST A  IM U N E  IN IC IA L , IN  V IV O  

E IN  V IT R O . MARGARIDA MARIA DE LIMA POMPEU. Na leishmaniose, o estabelecimento da 

infecção depende da resposta imunoiógica do hospedeiro, principalmente dos eventos iniciais da 

interação do parasito com o hospedeiro. Na infecção humana, os eventos iniciais não podem ser 

estudados tanto por restrições éticas, como por não ser possível defmir o momento em que ocorreu 

a inoculação da Leishmania. Neste trabalho, foram avaliados os eventos iniciais da resposta imune 

humana à L.amazonensis, através da sensibilização in vitro de CMSP com promastigotas vivas de 

indivíduos sadios, sem exposição prévia à Leishmania. Os mesmos voluntários foram submetidos à 

vacinação contra L  amazonensis com uma vacina monocepa produzida pela BÍOBRAS. CMSP de 

32 voluntários de voluntários sadios foram sensibilizadas in vitro com promastigotas vivas, e, em 

diferentes momentos, foram determinadas as concentrações de citocinas nos sobrenadantes das 

culturas e o fenotipo das células. Após a vacinação, com 40 dias ou seis meses, foram avaliados a 

resposta imune e o fenotipo das subpopulações de linfócitos. Tanto na avaliação pré vacina, como 

na de 40 dias pós vacina, foi possível observar dois tipos de resposta; uma com produção de IFN-y 

em concentrações elevadas, constituída por 50% dos voluntários, e a outra com baixa ou sem 

produção de citocinas. Neste momento, a produção elevada de IFN-y, no primeiro grupo, estava 

associada a concentrações também elevadas de TNF-a e de IL-10, enquanto que, no outro grupo, a 

concentração destas citocinas eram baixas ou ausentes. Entretanto, com 6 meses pós-vacinação, 

todos os indivíduos vacinados apresentavam grande produção de IFN-y, após estimulação in vitro 

com Leishmania, em concentrações semelhantes às dos que a produziam desde o início. Ambos 

grupos apresentavam TNF-a e IL-10 em baixas concentrações e aumentaram a produção de IL-5, 

sugerindo uma modulação da resposta tipo Thl por linfócitos Th2. Foi evidenciado, também, que os 

linfócitos T CD8+ parecem exercer papel importante nos eventos iniciais, possivelmente 

contribuindo para o booster da produção inicial de IFN-y e/ou modulando a resposta, através da 

produção de IL-10. A  supressão inicial, observada nos voluntários com resposta lenta, parece ser 

multifatorial, e, aparentemente IL-10, IL-4 e TGF-P têm pouca participação nesta modulação. 

Houve uma correlação positiva significativa para todas as citocinas da resposta in vitro, com a da 

resposta pós vacina inicial, com 40 dias, sugerindo que o sistema de sensibilização in vitro, 

utilizado neste estudo, tem a capacidade de prever a resposta de sensibilização pós vacinação. Isto 

indica que este sistema de sensibilização in vitro significa um importante instrumento no estudo da 

imuno-regulação da leishmaniose e na triagem de antígenos para vacina.

PALAVRAS CHAVES; Leishmania. Leishmania amazonensis. Citocinas. Imunidade



NON EXPOSED INDIVIDUALS DIFER IN THEIR INITIAL IMMUNE RESPONSE, IN VIVO AND IN 

VIVO. MARGARIDA MARIA DE LIMA POMPEU. In leishmaniasis the outcome of infection is highly 

dependent on the host immunological response most likely determined during the initial contact of host cells 

and Leishmania. Early steps of human leishmaniasis cannot be examined in vivo due to ethical constraints. 

Herein, an in vitro priming system (PIV) was established to investigate early human immune response to 

Leishmania amazonensis, an agent of cutaneous leishmaniasis in the New World. Thirty-two healthy 

volunteer's blood were collected to priming in vitro with L amazonensis promastigotes and the same 

volunteers have been submitted to vaccination against L. amazonensis (BIOBRAS) and had their responses 

evaluated both at 40 days and 6 months post vaccination. Already at the pre-vaccine evaluation or even after 

priming in vitro or 40 days post-vaccination it is possible to distinguish two type of response: one with high 

production of IFN-y and other with low or no production. At this moment, the high amount of IFN-y was 

associated with high production of IL-10 and TNF-a, while the low IFN-y-responders produced low amount 

of these cytokines. At the 6 months post-vaccination evaluation, however, all tested individuals were 

producing similarly high levels of IFN-y upon stimulation of their PBMC with Leishmania promastigotes. 

Both groups produced low amount of IL-IO and TNF-a and inceased the production of IL-5, suggesting, a 

Th2 immuno modulation. It was shown that CD8+ cells might play an important role during the initial events. 

There was a significant correlation of primed in vitro response with the first post-vaccination evaluation. Such 

findings suggest that PIV responses are able to predict the early post-vaccination responses of tested 

volunteers, and it is an important instrument to study of initial human response against Leishmania and to 

screening antigen for vaccine. The results also indicate that all vaccinated individuals eventually mount a 

potent anti-Leishmania CMI response. The difference in vaccinated individuals is more on the pace the CMI 

response is mounted than on the level of response achieved. PIV system may be na important instrument for 

antigen screening in vaccine studies.

KEY WORDS: Leishmania. Leishmania amazonensis. Citocinas. Immunity.
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I INTRODUÇÃO

I I  O AGENTE ETIOLÓGICO E ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS DA 

LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

As leishmanioses constituem um gnipo de doenças causadas por protozoários do 

gênero Leishmania (família Irypanosomatidae, ordem Kinedoplastida). Estes protozoários 

causam doenças tegumentar ou visceral. O parasito pode ocorrer sob duas formas 

evolutivas: a promastigota e a amastigota. A forma promastigota é flagelada, vive em meio 

extracelular, no trato digestivo dos vetores, flebotomineos do gênero Phlebotomits no 

Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo (LEWIS & WARD, 1987). A forma 

amastigota é encontrada parasitando predominantemente células do sistema fagocitico 

mononuclear dos hospedeiros mamíferos (MOLYNEUX & KILLICK-KENDRICK, 1987). 

No Novo Mundo as espécies responsáveis pela leishmaniose tegumentar são; Leishmania 

braziliensis, Leishmania peruviana, Leishmania guyanensis, Leishmania lainsoni, 

Leishmania naiffi, Leishmania colomhiensis, Leishmania amazonensis e Leishmania 

mexicana (GRIMALDI & TESH, 1993). As descritas no Velho Mundo são: Leishmania 

trapica, Leishmania major e Leishmania aethiopica (ASHFORD & BETTINI, 1987),

A leishmaniose é endêmica em 88 países da África, Ásia, Europa e Américas do 

Sul e do Norte. Estima-se que 12 milhões de indivíduos estejam infectados com 

Leishmania, com a ocorrência de 1,5 a 2 milhões de casos novos/ano, e que 350 milhões de 

indivíduos correm risco de se infectar (WT-IO, 2000). No Brasil, a distribuição geográfica 

da leishmaniose tegumentar é ampla e, com exceção do Rio Grande do Sul, a doença tem 

sido registrada em todo o território nacional. Sua incidência é alta, e, em surtos 

epidêmicos, como em 1995, a ocorrência de casos novos chega a exceder 35.000 casos 

/ano, no país. Em 1998 foram notificados 12.069 casos novos, sendo aproximadamente 40



% deles situados na região nordeste, acometendo principalmente os estados do Maranhão, 

Ceará e Bahia (MS-FNS, 1998),

1.2. ASPECTOS CLÍNICOS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

Na leishmaniose tegumentar observam-se diversos quadros clínicos, com 

patogênese e prognóstico diferentes, que variam desde a cura espontánea á quadro com 

lesões muito destrutivas ou formas anérgicas, resistentes ao tratamento.

1.2.1 Infecção Assintomática e Leishmaniose Oligossintomática

São observadas em indivíduos de área endêmica de leishmaniose que apresentam 

intradermo-reação de Montenegro (IDRM) e resposta linfoproliferativa a antigenos de 

Leishmania positivas, com produção de IFNy, sem história prévia de leishmaniose 

(GUERRA e cois., 1985; MAASHO e cols., 1998; POMPEU MML, dados não 

publicados). Admite-se que ocorra infecção assintomática ou com manifestação discreta, 

que passa desapercebida, ocorrendo controle da infecção sem tratamento.

1.2.2 Leishmaniose Cutânea Localizada (LCL)

E caracterizada pela presença de lesão única, embora parte dos pacientes possa 

apresentar lesões múltiplas nas áreas expostas, decorrentes possivelmente de picadas 

múltiplas do vetor (PEARSON & SOUSA, 1995). Pode haver comprometimento de 

linfonodos regionais (BARRAL A e cols., 1995a; SOUSA e cols., 1995), levando a um 

quadro de linfadenite granulomatosa (ROCHA, 1998), que geralmente antecede a lesão 

cutânea. A lesão cutânea inicial começa no local da picada do flebótomo, com eritema,
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nodulo ou pápula, que ulcera no centro e apresenta bordas elevadas, bem delimitadas e 

com fundo granuloso. E menos freqüente a ocorrência de lesões vegetantes e verrucosas. A 

doença evolui cronicamente e tem tendência a apresentar cura espontânea (MARSDEN e 

cols., 1984; COSTA e cols., 1990; HERWALDT e cols., 1992).

1.2.3 Leishmaniose Cutâneo-Mucosa (LCM)

Aproximadamente 3% dos pacientes com infecção por L. hraziliemis evoluem 

para a forma cutâneo-mucosa. O comprometimento da mucosa está geralmente associado a 

múltiplas ou extensas lesões acometendo a parte do corpo acima da cintura, assim como ao 

tratamento inadequado. E caracterizada por lesão na mucosa nasal, que pode expandir e 

acometer palato mole e duro, úvula, faringe, gengivas e lábio superior. O intenso infiltrado 

inflamatório resulta em um exuberante aumento do nariz e do lábio superior, conferindo á 

lesão um aspecto tumoral e desfigurante. A perfuração do septo nasal é observada em torno 

de 42% dos pacientes com leishmaniose cutâneo-mucosa. A doença pode afetar a mucosa 

traqueobrônquica e esôfago. A infecção bacteriana secundária, das vias aéreas superiores, e 

pneumonite, podem levar a um curso fatal (MARSDEN, 1986; WALTON, 1987; 

PEARSON & SOUSA, 1995).

1.2.4 Leishmaniose Cutânea Disseminada

Aproximadamente 1% dos pacientes com leishmaniose cutânea apresenta 

disseminação da lesão inicial, com formação de numerosas lesões pequenas, papulares ou 

acneiformes, chegando a atingir até 800 lesões espalhadas por todo o corpo, com algumas 

úlceras pequenas. Ocorre comprometimento de mucosas em 38% dos casos. A
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disseminação rápida sem comprometimento dos linfonodos e a ocorrência de febre e 

calafrios sugerem que a disseminação seja hematogênica (COSTA e cols., 1986; 

CARVALHO e cols„ 1994),

1.2.5 Leishmaniose Cutânea Difusa (LCD)

A doença começa com lesão única, que pode ser um nódulo ou placa. A seguir 

aparecem lesões satélites da manifestação inicial, que tendem a se disseminar por todo 

tegumento, sem acometer as vísceras. As lesões da mucosa são discretas e superficiais, sem 

dano tecidual como as observadas na forma cutâneo-mucosa. A doença pode manifestar-se 

com diferentes graus de comprometimento. A forma polar, não responsiva, caracteriza-se 

por não apresentar úlcera, ter curso lento e progressivo, com resposta imune anérgica 

(CONVIT & VEGAS, 1965; BRYCESON, 1969; SILVA, 1982). A forma subpolar 

apresenta alguns sinais de resposta imune e lise de parasito, como cura espontânea de 

lesões em algumas áreas do corpo (BARRAL e cols., 1995b; COSTA e cols., 1995). 

Ambas as formas são refratárias ao tratamento.

1.3 ASPECTOS IMUNOLÓGICOS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

Os modelos de leishmaniose experimental têm contribuído muito para o 

esclarecimento da imuno-regulação da doença. Algumas linhagens de camundongos 

apresentam resistência completa ou parcial à infecção, outras são completamente 

susceptíveis. Camundongos das linhagens C3H e C56BL/6 infectados com L. major 

apresentam lesão inicial e controlam a infecção, com cura aparente. Camundongos 

BALB/c são altamente susceptíveis, neles a infecção progride rapidamente, com
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visceralização do parasito, aumento progressivo da carga oarasitana e curso fata' 

(PRESTON & DUMONDE, 1976).

O controle da infecção é mediado pela imunidade celular tipo Thl (SCOTT, 

1991), e o tipo de resposta, a ser desenvolvida, parece ser determinado pela produção 

significativa de lL-12 nos momentos iniciais da infecção, que induz a resposta Thl 

(SCOTT e cols., 1996), caracterizada pela secreção de IFN-y e TNF-a (SCOTT e cols., 

1988; SCOTT, 1991; REINER & LOCKSLEY, 1995), IFNy leva à ativação de 

mecanismos microbicidas do macrófago, através da síntese de óxido nítrico (NO) 

(MURRAY e cols., 1983; LIEW e cols., 1990 b), de radicais livres derivados do oxigênio e 

síntese de maior número e quantidade de enzimas lisossomais. O TNF-a parece estar 

envolvido na indução da ativação de macrófagos, sinergizando com IFN-y e estimulándo­

os a produzir NO (LIEW e cois., 1990 a; GREEN e cois., 1990; THEODOS e cois., 1991). 

Além disso, o TNF-a participa da modulação da resposta inflamatoria, induzindo apoptose 

de células T no sitio de infecção. Camundongos sem receptor de TNF-a p55, embora 

consigam eliminar o parasito, não conseguem resolver a inflamação, que permanece com 

infiltrado linfocitário, possivelmente decorrente do defeito na indução de apoptose 

(VIEIRA e cois., 1996)

Os animais susceptíveis apresentam síntese de IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-P, que 

inibem a proliferação de células Thl e síntese de IL-12 e de IFN-y. Assim, ocorrem 

expansão e predomínio de linfócitos Th2, com desativação do macrófago e proliferação do 

parasito (HEINZEL e cols., 1989; SCOTT e cols, 1989; LOCKLEY & SCOTT, 1991; 

BARRAL-NETTO e cols., 1992; MORRIS e cols., 1992; SCOTT, 1998).

As condições que desencadeiam a diferenciação Thl ou Th2 parecem ser 

multifatoriais. Alguns destes fatores têm sido evidenciados, trazendo mais clareza para a 

compreensão da patogênese da leishmaniose, embora ainda existam muitas lacunas no



conhecimento. A imunidade inata desempenha papel importante (revisto em KEMP, 1997; 

BOGDAN & RÔLLINGHOFF, 1998), porque no período inicial ocorrem interações 

celulares que levam à produção do microambiente que induzirá a diferenciação linfocitária, 

definindo, assim, o tipo de resposta imune que será desenvolvida.

1.3.1 Eventos iniciais da infecção por Leishmania

Durante a picada do flebótomo, promastigotas, presentes nas glândulas salivares, 

são inoculadas junto com a saliva, no lago sanguíneo produzido pelo traumatismo da 

probóscide do flebótomo, na derme do hospedeiro mamífero (RIBEIRO, 1995). A 

quantidade de promastigotas inoculadas varia de acordo com a intensidade da infecção do 

flebótomo. O número de promastigotas inoculadas parece ser importante no 

desenvolvimento da resposta imune. Camundongos BALB/c, quando infectados com 

inóculo grande, desenvolvem resposta Th2, sem controle do crescimento parasitário e 

progressão da doença. Se infectados com baixo número de parasitos, apresentam controle 

da infecção (MENON & BRETSCHER, 1996), com desenvolvimento de resposta Thl 

(DOHERTY & COFFMAN, 1996; MENON & BRETSCHER, 1998). Estima-se que os 

flebótomos podem inocular de 0 a 1000 promastigotas na derme do hospedeiro mamífero 

(WARBURG & SCHLEIN, 1986), o que possivelmente entra como um fator importante na 

variação da intensidade da infecção. Outros fatores relevantes são as substâncias presentes 

na saliva do flebótomo. (GILLESPIE e cols., 2000). Algumas delas podem interferir, 

induzindo resposta Th2 e exacerbação da lesão, mesmo em camundongos naturalmente 

resistentes (MBOW e cols., 1998; BELKAÍD e cols., 1998). Deve-se levar em conta, no 

entanto, que estes autores trabalharam com a glândula sonicada, o que acarreta na
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introdução de um pool de moléculas provenientes de organelas e de membranas celulares, 

que normalmente não estão presentes na saliva, na infecção natural.

As formas metacíclicas são muito infectantes e relativamente resistentes à ação do 

complemento. Foi demonstrado que cinases proteicas, derivadas de Leishmania, que estão 

em maior concentração na fase de crescimento estacionária e nas formas metacíclicas, 

fosforilam alguns moléculas do complemento (C3, C5, C9), com subsequente inibição da 

via clássica e alternativa (revisto em BOGDAN & RÕLLINGHOFF, 1998). Além disso, 

pode ocorrer liberação espontânea de complexos C5-C9, da superfície de formas 

metacíclicas de L. major (PUENTES e cols., 1990). Esta liberação parece estar associada 

ao alongamento da cadeia de lipofosfoglicana (LPG) da superfície do parasito (revisto em 

BOGDAN & RÕLLINGHOFF, 1998). Além disso, cinases proteicas derivadas de 

/.eishmania, que estão aumentadas nas formas metacíclicas, fosforilam vários componentes 

do complemento (C3, C5 e C9), com inibição subseqüente das vias clássica e alternativa 

(revisto em BOGDAN & RÕLLINGHOFF, 1998), constituindo, assim, importantes 

mecanismos de escape da lise mediada pelo complemento.

Uma vez na derme, as promastigotas podem penetrar em neutrófílos, eosinófilos, 

macrófagos (ROMPEU e cols., 1991; LIMA e cols., 1998 ou em células de Langerhans 

(NUTMAN e cols., 2000). Os neutrófílos e eosinófilos conseguem lisar as Leishmanias 

(POMPEU e cols., 1991; LIMA e cols., 1998). Embora elas consegam diferenciar-se em 

amastigotas e proliferar dentro de células dendríticas (NUTMAN e cols., 2000), os 

macrófagos são as células onde elas podem proliferar intensamente nos vacúolos 

parasitóforos (KONECNY e cols., 1999). Macrófagos ou células de Langerhans infectados 

migram para o linfonodo regional (MOLL e cols., 1993), mas, ainda na pele, estas células 

podem sofrer influências de quimiocinas ou citocinas liberadas por queratinócitos, 

neutrófílos, mastócitos e macrófagos presentes no sítio de inoculação. Quimiocinas e seus
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receptores participam na regulação da migração e das interações das células apresentadoras 

de antígeno (CAAg) com os linfócitos. CCR2 é importante tanto na migração de células de 

Langerhans, como na localização de células dendriticas ñas áreas T dos órgãos linfóides de 

camundongos, e conseqüentemente no desenvolvimento da resposta celular tipo Thl. 

Camundongos com ausência de CCR2, quando infectados com L. major, apresentam 

menor número de células dendriticas no baço e uma falha no seu direcionamento para as 

áreas T. Eles apresentam resposta Th2, embora tenham genotipo associado a resistência 

(SATO e cols., 2000). A IL-1, a IL-18 e o TNF-a também induzem a migração das células 

de Langerhans para o linfonodo (CUMBERBATCH e cols,, 2001), enquanto que a lL-10 e 

MlP-la inibem sua migração para o linfonodo (ARNOLDI & MOLL, 1998; WANG e 

cols., 1999a, b).

Chegando no linfonodo, as células de Langerhans transformam-se em células 

dendriticas, que têm maior potencial de sensibilização que as demais CAAg. É no 

linfonodo que vai ocorrer a sensibilização dos linfócitos pelas CAAg (MOLL e cols., 

1993). Diversas células, como as dendriticas, os macrófagos e os linfócitos B, podem 

apresentar antígeno às células T, dando início à sensibilização e expansão das células 

efetoras. A diferenciação linfocitária vai depender, entre outros fatores, do tipo de CAAg, 

das moléculas coestimulatórias expressas e das quimiocinas e citocinas que predominam 

no micro-ambiente nestes primeiros momentos da sensibilização linfocitária,

1.3.2 Diferenciação Funcional em Resposta Tipo Thl ou Th2,

Linfócitos T CD4+ virgens (ThO) transcrevem inicialmente IL-4 e IFN-y. Após 

os primeiros dias de ativação, em função das citocinas predominantes no microambiente, 

ocorre a definição da diferenciação em Thl ou Th2 (NAKAMURA e cols., 1997). Células
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NK, NK-T, da resposta inata, participam neste momento inicial, secretando quantidades 

importantes de IFN-y, que tem papel relevante na sensibilização de células Thl 

(SCHARTON-KERSTEN & SCOTT, 1995). NK-T pode induzir células NK a proliferar 

(EBERL & MACDONALD, 2000), e se elas forem estimuladas por IL-12 e IL-18 podem 

produzir IFN-y em concentrações elevadas (LAUWERYS e cols., 2000). O IFN-y 

produzido inicialmente por estas células induz a produção de IL-12 por CCAg (células 

dendriticas, macrófagos, monócitos, linfócito B) e por polimorfonucleados. A iniciação da 

produção de IL-12 pode ser desencadeada pela fagocitose de parasito, de produtos 

bacterianos ou por componentes da matriz extracelular (SUTTERWALA & MOSSER, 

1999) e amplificada pelo IFN-y. A IL-12, por sua vez, amplifica a produção de IFN-y, 

estabelecendo, assim, uma importante alça feedback positiva parácrina (BELOSEVIC e 

cols., 1989; HEINZEL e cols., 1995). A célula NK é considerada como a principal fonte de 

IFN-y (SCHARTON-KERSTEN & SCOTT, 1995), mas parecem existir outras fontes 

alternativas desta citocina, nesta fase inicial, como NK-T (LAUWERYS e cols, 2000) e 

possivelmente T CD8+, como observado em infecção bacteriana 

(LERTMEMONGKOLCHAI e cols., 2001). Camundongos depletados de células NK (NK‘ 

T ) conseguem desenvolver resposta Thl eficiente, com a produção de IL-12 e de IFN-y, 

capazes de controlar a infecção por L. major, indicando que a IL-12 pode induzir 

desenvolvimento de resposta Thl, independentemente de células NK (SATOSKAR e cols., 

1999), possivelmente pela ativação de NK-T.

A produção de IFN-y, nos primeiros três dias de infecção, é crítica para a 

diferenciação de linfócitos ThO em Thl e para inibir diferenciação em Th2 (LEIBY e cols., 

1993) e a CAAg desempenha papel crítico neste momento. A infecção de células de 

Langerhans com amastigotas, na presença de IFT̂ Í-y, induz sua ativação, ocorrendo 

aumento da expressão de moléculas do CPH classe I e II, de moléculas coestimulatórias

25



(CD40, CD54, CD80 e CD86) e de síntese de IL-12. Por outro lado, tem sido demonstrado 

que a infecção de macrófagos, tanto com amastigotas como com promastigotas, não induz 

ativação, nem secreção importante de IL-12 (REINER e cols., 1994; VON STEBUT e 

cols., 1998; MAROVICH e cols., 2000). É possível que o tipo de CAAg, se célula 

dendritica ou macrófago, predominante no linfonodo, no momento da interação inicial 

com células T virgens, seja um fator determinante no tipo de resposta. Para que ocorra 

diferenciação de linfócitos Thl, parece ser necessário que aconteça sensibilização por 

células de Langerhans.

Além de estimular a resposta imune, nesta fase inicial, induzindo a produção de 

IL-12, células NK podem também inibir sua secreção, através da produção de interferon 

tipo I (IFNo/p), num mecanismo de modulação da resposta inata (DIEFENBACH e cols.,

1998). Embora em alguns sistemas, IFN-(3 possa induzir macrófagos a produzir IL-12, 

(JIANG & DHIB-JALBUT, 1998 VAN WEYENBERGH e cols., 2001), em outros 

sistemas, ele pode influenciar a função das células dendríticas, diferenciando-as em tipo2, 

suprimindo a produção de IL-12 (BARTHOLOME e cols., 1999; MCRAE e cols., 2000; 

HUANG e cols., 2001) e induzindo a de IL-10 (HUANG e cols., 2001) e de IL-5 

(BARTHOLOME e cols., 1999), limitando a expansão de resposta tipo Thl e criando um 

ambiente permissivo para a tipo Th2. A inibição da produção de IL-12 pode ser também 

induzida por fosfoglicanas da Leishmania, como um mecanismo de escape do parasito 

(PIEDRAFITA e cols., 1999).

Outras citocinas, como TNF-a, IL-ip, IL-15 e IL-18, potenciam o efeito da IL-12 

na indução de secreção de IFNy por células NK (SHER e cols., 1993; HUNTER e cols., 

1995; FEHNIGER e cols., 1999; AKIRA, 2000), propiciando as condições necessárias 

para a proliferação das células Thl efetoras.
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Os dados aqui apresentados de modo simplificado representam apenas parte de 

uma complexa rede de interações entre citocinas, quimiocinas, seus respectivos receptores 

e moléculas co-estimulatórias, que agem induzindo a diferenciação e expansão de resposta 

Thl e inibindo a de Th2. Com a produção aumentada de IFN-y e de TNF-a, ocorre 

ativação de mecanismos microbicidas do macrófago, através da síntese de NO, de radicais 

livres derivados do oxigênio e de maior número e quantidade de enzimas lisossomais 

(NATHAN e cois., 1983; MAUEL e cois., 1991). Ocorre também a lise de macrófagos 

infectados, através de células NK ou de linfócito T CD8" dependente de Fas 

(CONCEIÇÃO-SILVA e cois., 1998). Isto implica na redução da carga parasitária e no 

controle da infecção.

Embora o fenotipo Th2, associado com a susceptibilidade à infecção, seja 

caracterizado pela alta produção de IL-4, lL-10, IL-13 e TGF-P (SCOTT P e cols, 1989; 

HEINZEL e cols., 1989; BARRAL-NETTO e cols., 1992; MORRIS e cols., 1992), ainda 

não estão bem definidas as condições que o desencadeiam. Um rápido aumento da 

expressão de RN Am de IL-4 é observado, com 16 h de infecção, no linfonodo de 

drenagem dos animais susceptiveis, que retorna a níveis basais, com 48 h, aumentando 

novamente a partir do 5” dia de infecção e permanecendo elevada ao longo da doença 

(HIMMELRICH e cols., 1999)

Diversas células podem participar na produção de IL-4 nestas primeiras horas de 

infecção, Neutrófílos (BRANDT e cols., 2000) e células T CD4^ NKl^ (VON DER WEID 

e cols., 1996; FLESCH e cols., 1997; NOBEN-TRAUTH e cols., 2000) são capazes de 

secretar lL-4 e com isso modular a resposta para diferenciação tipo Th2 (TACCHINI- 

COTTIER e cols., 2000).

A lL-4 tem a capacidade de induzir secreção de proteína quimiotática para 

monócitos (MCP-1), que atrai monócitos/macrófagos, que, se não ativados, podem ser
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células permissivas para a Leishmania, favorecendo o crescimento do parasito. A IL-4 

pode também inibir a migração de células de Langerhans para o linfonodo. Esta inibição 

ocorre através da redução da expressão de receptor de TNF-a II (TAKAYAMA e cols.,

1999). Esta ação da IL-4 é potencializada pela ação da IL-10, que também inibe a 

migração das células de Langerhans, através da supressão da produção de TL-1 e TNF-a 

(WANG e cols., 1999). Se células de Langerhans não chegam ao linfonodo, os linfócitos 

serão então sensibilizados predominantemente por macrófagos e células B. Como 

mencionado acima, macrófagos infectados, tanto com amastigotas como com 

promastigotas, não expressa adequadamente moléculas do CPH classe I e II, nem 

moléculas coestimulatórias e não são capazes de sintetizar IL-12 (VON STEBUT e cols., 

1998; MAROVICH e cols., 2000). Esta inibição pode estar relacionada ao modo de 

penetração da Leishmania no macrófago. Crosslinking de receptores de complemento 

(RC), tanto o RC3 como RCl, ou do receptor de Fc de IgG (RFcy) induz diversos 

mecanismos que favorecem a sobrevida da Leishmania, como: 1) bloqueio da produção de 

IL-12, através da inibição da transcrição gênica (SUTTERWALA e cols., 1999); 2) 

inibição da explosão respiratória em monócitos, impedindo a formação de radicais livres 

derivados do oxigênio (BOGDAN & RÔLLINGHOFF, 1998); 3) indução da produção do 

macrófago de grande quantidade de IL-10, que suprime também sua atividade 

coestimulatória, através da inibição da expressão de B7 (DING e cols., 1993). Tem sido 

documentado também que a IL-10 induz o bloqueio da secreção de IL-1 e TNF-a 

(BOGDAN e cols., 1992), levando, dessa forma, à desativação do macrófago e inibição da 

produção de IFN-y (KANE & MOSSER, 2000).

A IL-13 é outra citocina que favorece a progressão da doença. Ela apresenta ação 

sinérgica com IL-4 (MATTHEWS e cols., 2000), mas pode também promover a doença, 

independentemente da presença de IL-4 (NOBEN-TRAUTH e cols., 1999). Um
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microambiente, com predomínio de IL-4, lL-10, IL-13, induz a diferenciação e 

proliferação de células Th2, levando à desativação dos macrófagos, o que propicia a 

multiplicação do parasito e a progressão da doença.

Uma vez diferenciados, no linfonodo regional, linfócitos sensibilizados Thl ou 

Th2 ou Thl/Th2 migram para o sitio de inoculação da pele, dando início à resposta imune- 

inflamatória, que, dependendo do tipo de linfócito predominante, poderá destruir o parasito 

e resolver a infecção ou pode favorecer o crescimento do parasito e a doença ter um curso 

crônico.

A resposta imune na leishmaniose tegumentar humana

Fatores envolvidos no desenvolvimento da doença humana e no controle da 

infecção são de grande interesse, tanto na elaboração de vacinas, como na terapêutica na 

leishmaniose.

Na leishmaniose humana observa-se um espectro de resposta imune, com 

diferentes manifestações clínicas. A infecção assintomática ou oligossintomática 

representaria um pólo do espectro, onde ocorre controle da infecção, sem desenvolvimento 

de doença. Pacientes com leishmaniose cutânea localizada podem evoluir para cura 

espontânea da doença, ou para forma crônica, às vezes com lesões múltiplas e/ou com 

refratariedade ao tratamento. No outro extremo deste espectro estariam os pacientes com 

leishmaniose cutânea disseminada que apresentam resposta anérgica, sem controle do 

crescimento do parasito e doença com curso progressivo.

Como no modelo murino, o desenvolvimento da imunidade mediada por células 

contra o parasito é fundamental no controle da infecção. Os perfis de citocinas, produzidos 

por CMSP de pacientes com leishmaniose tegumentar são variados, sugerindo que existe
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um espectro de resposta imune. Em um pólo, estariam os indivíduos que controlam a 

infecção, como os que tiveram cura espontânea (KEMP e cols., 1994, 1999a; CARVALHO 

e cols. 1995; AJDARY e cols., 2000) ou após tratamento especifico (COUTINHO e cols., 

1996), assim como alguns pacientes com doença ativa (com lesão localizada), que 

apresentam resposta tipo Thl. No outro pólo estariam aqueles com LCD na forma polar 

clássica, que respondem com citocinas tipo Th2 (BOMFIM e cols., 1996; CASTES & 

TAPIA, 1998). No meio deste espectro, estariam os pacientes que apresentam resposta 

mista Thl/Th2, com predomínio de Thl, passando por um equilíbrio entre estas duas 

subpopulações, até o franco predomínio de Th2. A resposta mista tem sido observada em 

pacientes com leishmaniose localizada com longo período de evolução, com lesões 

múltiplas ou em pacientes com LCM e finalmente nos que apresentam LCD, pós- 

tratamento (CASTÉS & TAPIA, 1998; GAAFAR e cols., 1995; BOMFIM e cols., 1996).

Outras citocinas importantes no controle ou na patogênese da doença têm sido 

avaliadas na leishmaniose humana. Na fase inicial da LCL, parte dos pacientes (40%) 

apresenta linfoproliferação e/ou produção de IFN-y negativas, após estimulação in vitro 

com antígenos solúveis de Leishmania, indicando um quadro de anergia transitória, dado 

que após seis meses de evolução, estes pacientes apresentam proliferação e produção de 

IFN-y comparáveis aos demais que respondem desde o início da doença. Esta 

imunossupressão parece ser mediada por IL-10 e pode ser revertida pela adição de IL-12 

(ROCHA e cols., 1999). Tem sido relatada também uma maior produção de lL-10 em 

lesões de pacientes com LCM (PIRMEZ e cols., 1990) e em células mononucleadas do 

sangue periférico (CMSP) de pacientes com LCD (BONFIM e cols, 1996).

A lL-10 é uma citocina com função moduladora da resposta imune, na indução da 

resposta tipo Th2, como na modulação da resposta tipo Thl (JOSS e cols., 2000). Na 

leishmaniose humana, ela encontra-se aumentada em diversas situações, como é no caso da
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leishmaniose visceral ativa (BARRAL-NETTO e col, 1998). Na LCL, ela encontra-se 

aumentada, em parte dos pacientes, no inicio da infecção (ROCHA e cois., 1999) e em 

pacientes com doença de longa evolução (BARRAL-NETTO e col., 1998). Além de 

exercer um papel regulador da resposta imune, ela atua como elemento importante da 

patogénese da leishmaniose, desativando o macrófago e permitindo a sobrevida do parasito 

(BARRAL-NETTO e cois., 1998).

A lL-12 parece ter papel relevante na leishmaniose tegumentar humana. Ela é 

capaz de reverter a imunossupressão, que ocorre no inicio da LCL em parte dos pacientes 

(ROCHA e cois., 1999). Embora ainda seja pouco estudada em pacientes, os dados de 

sensibilização in vitro mostram que ela é uma indutora potente da resposta Thl e de células 

CD8' citotóxicas (RUSSO e cols,, 1998, 1999; BRODSKYN e cols., 2000).

O TNF-a encontra-se aumentado na LCL e LDC, não sendo detectado na LCD 

(DA-CRUZ e cols., 1996; CASTÉS & TAPIA, 1998; SILVA, 1999). Ele participa na 

indução da ativação do macrófago, na formação do granuloma, na lise parasitária e na 

modulação da intensidade da resposta, antagonizando os efeitos inibitórios da IL-10 e 

através da indução de NO, de apoptose e de necrose (LIEW & MILLOT, 1990; JOSEPH e 

col., 1998; BROSSAT e cols., 2000). Nas formas graves da LCL e na LCM, ocorre 

aumento significativo do TNF-a, chegando a atingir concentrações séricas elevadas (DA- 

CRUZ e cols., 1996; CASTÉS & TAPIA, 1998; SILVA, 1999), tendo sido sugerido que a 

sua produção exagerada pode ter papel relevante na lesão tecidual. Além disso, o TNF-a 

pode induzir o aumento da expressão de ICAM-1 e de HLA-DR nas células endoteliais e 

nos queratinócitos, o que pode contribuir para aumentar o tráfego e o recrutamento de 

linfócitos para o sitio de infecção (CASTÉS & TAPIA, 1998). Aparentemente, dependendo 

da intensidade de sua produção, o TNF-a pode participar do controle da infecção ou 

contribuir na patogênese das formas graves da doença.
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A participação de células T CD8+ no controle da infecção tem sido avaliada. A 

caracterização fenotípica das células T Ag-especificas, do sangue periférico, mostra 

particularidades e muita variedade nas diferentes formas clínicas da doença. Na LCM e 

LCD tem sido descrito um aumento variável de linfócitos T CD8' (CASTES e cols., 1998). 

Com relação a LCL, vários autores observaram freqüência baixa de células T CD8^ (DA- 

CRUZ e cols., 1994; COUTINHO e cols., 1996; CASTÉS e cols.,1998; MAASHO e 

cols , 1998), enquanto que, MODLIN e cols. (1985) e ISAZA e cols. (1996) mostraram que 

na LCL por L. veriezuelensis e L. panamemis ocorre um predomínio de T CD8 .

Nestes trabalhos os autores não analisaram a resposta em relação ao tempo, é 

possível que fatores relacionados ao tempo de evolução, ou mesmo inerentes à espécie do 

parasito ou a fatores genéticos do hospedeiro possam determinar esta diferença. Em lesões 

de LCL, que foram analisadas levando em conta o tempo de evolução, parece haver uma 

dinâmica no fluxo de migração dos linfócitos T CD8+ para a lesão. No trabalho de SILVA

(1999), foi observado que na LCL, as células T correspondem a 50% do infiltrado celular, 

com predomínio de T CD4*. No entanto, nas lesões que apresentavam necrose em 

granulomas ou nas de pacientes com mais tempo de evolução (com mais de 10 semanas), a 

freqüência de células T CD8‘ era maior. Em pacientes com LCM, o infihrado de linfócitos 

T correspondeu a 60%, com proporções semelhantes de linfócitos T CD4^ e T CD8 '. Na 

LCD foi visto elevação da freqüência relativa de linfócitos T CD8*. Porém, foi verificada 

uma importante diferença em relação às duas formas mencionadas acima. Nas lesões de 

LCD, as células T correspondem a somente 10% do infihrado. Como não ocorre secreção 

de IFN-y, nem nas lesões (SILVA, 1999), nem em CMSP estimuladas in vitro com Ag. de 

Leishmania (BOMFIM e cols., 1996), é possível que estas células T CD8^ sejam do tipo 

Tc2, participando do quadro de imunossupressão da LCD, como descrito na hanseníase 

virchowiana (JANEWAY e cois., 1999).
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Células T CD8' ativadas são capazes de induzir citólise de células infectadas, 

através da exocitose de grânulos de perflirina, ou pela estimulação de FasL, que pode levar 

à apoptose. Linfócitos T CD8* têm, também, a capacidade de secretar citocinas (IFN-y, 

TNF-a, IL4, lL-10, TGF-p) e quimiocinas (MlP-la) (HARTY e cols., 2000). Assim, 

células T CD8' podem desempenhar tanto um papel protetor, produzindo IFN-y, como 

modulador ou mesmo exacerbador da doença, produzindo IL-10 ou TGF-P, dependendo do 

tipo funcional que está sendo ativado.

A participação de células T CDS' na resposta protetora tem sido sugerida, tanto 

no modelo murino (MULLER e cols., 1994) como na infecção humana (DA-CRUZ e cols., 

1994; COUTINHO e cols., 1996; MAASHO e cols., 1998). Pacientes de LCL curados 

apresentam uma mudança do fenotipo, ocorrendo predomínio de linfócito T CD8^, tanto 

em infecções por L. hraziliensis (DA-CRUZ e cols., 1994; COUTINHO e cols., 1996), 

como por L. aethiopica (MAASHO e cols., 1998). Porém, esta resposta parece ter 

particularidades, possivelmente espécie-especificas, porque pacientes curados, de infecção 

por L. major, mostram um predomínio de linfócitos T CD4" (AJDARY e cols., 2000).

A atividade citotóxica tem sido demonstrada nas lesões de pacientes com LCL, 

com menos de 6 meses de evolução (CONCEIÇÃO-SILVA e cols., 1998) e em CMSP de 

pacientes com LCM (BRODSKYN e cols., 1997), sugerindo que a atividade citotóxica 

pode estar associada tanto ao mecanismo protetor, lisando macrófagos parasitados, como à 

patogénese da doença na LCM, acarretando dano tecidual.

33

1 4 VACINAÇÃO NA LEISHMANIOSE

Os programas correntes de controle das leishmanioses estão baseados na 

eliminação do reservatório infectado, na redução do vetor e no tratamento precoce dos



indivíduos com leishmaniose. Vários fatores contribuem para a limitação destas 

abordagens. Primeiro, a eliminação do reservatório infectado e a eliminação do vetor estão 

restritas à transmissão peridomiciliar. Uma outra dificuldade enfrentada é a diversidade de 

padrões epidemiológicos observados, os quais variam de acordo com a espécie de 

Leishmania (GRIMALDI & TESH, 1993). Em conjunto, estes dados justificam a falta de 

sucesso verificada no programa de controle vigente. Assim, a prevenção da doença através 

da imunização passa a ser a medida mais viável para o controle da doença, embora seja 

também uma meta dificil.

A resolução da infecção natural, com ou sem tratamento, induz a proteção contra 

re-infecção (THOMSON, 1931; PESSOA & BARRETO, 1944), o que respalda a 

viabilidade de imunização através de vacinação. Tentativas de imunização já eram 

realizadas como prática empírica pelos judeus de Bagdá, que inoculavam as crianças com 

material obtido de úlceras leishmanióticas, para evitar que elas adquirissem a doença. Os 

primeiros trabalhos sistemáticos de vacinação contra leishmaniose foram descritos no 

início do século XX (MARZINOWSKI, 1928).

Diversas abordagens têm sido utilizadas na tentativa de encontrar uma vacina 

contra leishmaniose. Embora sejam inúmeras as tentativas, ainda não se dispõe de uma 

vacina eficaz (ENGERS e cols., 1996; ABATH, 2000). Tem sido registrada vacinação com 

promastigotas vivas (SALAZAR J, 1965; KOUFMAN e cols., 1978; MUKHOPADHYAY 

e cols., 1999) ou mortas (PESSOA & PESTANA, 1940; PESSOA 1941; MAYRINK e 

cols , 1985: ARMIJOS e cols., 1998; MARZOCHI e cols., 1998), com parasito avirulento 

pela remoção de gene específico (TITUS e cols., 1995; VERAS e cols., 1999), com frações 

do parasito (BARRAL-NETTO e cols., 1987; MONJOUR e cols., 1992), com moléculas 

recombinantes (SJOLANDER e cols., 1998; SKEIKY e cols., 1998; AEBISCHER e cols., 

2000; KREMER e cols., 2001) ou bactéria carreando e expressando genes de Leishmania

34



(HANDMAN e col., 1995; MOUGNEAU e cols., 1995; GONZALEZ e cols., 1998; 

MELBY e cols., 2000).

Os ensaios clínicos realizados no Novo Mundo têm priorizado o uso de 

promastigotas mortas, por conta da maior virulencia das cepas desta região (SALLES, 

1939; PESSOA & PESTANA, 1940; PESSOA, 1941a, b; MAYRINK e cois., 1979, 1985 e 

1986; ANTUNES e cois., 1986; NASCIMENTO e cois., 1990; ARMIJOS e cois., 1998; 

MARZOCHI e cois., 1998). Estes estudos têm mostrado que a vacinação leva a uma 

redução parcial da incidência da doença (SALLES, 1939; PESSOA e cois., 1940; 

ANTUNES e cois., 1986; ARMIJOS e cois., 1998; GENARO e cois., 1996), induz a 

proliferação de células T, com predominio de T CDS* e a produção de IFNy pelas CMSP 

de individuos vacinados, em resposta à estimulação com antígenos de Leishmania 

(NASCIMENTO e cols., 1990; MENDONÇA e cols., 1995).

Apesar dos resultados serem promissores, ainda não existe uma vacina eficaz. 

Uma etapa importante para o desenvolvimento de uma nova vacina é a identificação do 

tipo de resposta imunológica que possa levar à eliminação do parasito, com o mínimo de 

destruição do tecido sadio.

1.5 SENSIBILIZAÇÃO IN VITRO

Pouco se conhece sobre a resposta inicial na leishmaniose humana. Não é possível 

estudar a fase inicial da infecção humana, tanto devido às restrições éticas como à 

dificuldade de precisar o momento da inoculação da Leishmania. Uma alternativa seria o 

estudo da sensibilização na resposta á vacina. Esta alternativa, embora interessante, 

apresenta a desvantagem das vacinas disponíveis contra leishmaniose serem constituídas 

por promastigotas mortas ou formas vivas avirulentas, o que pode levar à resposta diferente 

daquela induzida por promastigota viável e virulenta, como ocorre na infecção natural.
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Uma outra alternativa que pode ser utilizada para estudo da resposta imune inicial pode ser 

a de sensibilização in vitro.

SHANKAR e cols. (1993, 1997) avaliaram a resposta primária de células 

esplénicas murinas in vitro. Populações de esplenócitos foram sensibilizadas com 

I^eishmania major e re-estimulados com células apresentadoras autólogas, demonstrando 

que células T especificas para Leishmania podem ser geradas de populações não 

sensibilizadas, in vitro. SOARES e cols. (1997), utilizando o mesmo sistema, concluíram 

que a sensibilização in vitro reproduzia a resposta da infecção in vivo. Utilizando um 

sistema in vitro de sensibilização de esplenócito

murinos com L. amazonensis, GOMES e cols. (2000) evidenciaram que IL-10 é importante 

no crescimento da carga parasitária em linhagem susceptível

RUSSO e cols. (1998, 1999) sensibilizaram CMSP humanas com macrófagos 

autòlogos infectados com Leishmania e avaliaram linhagens de células T de longa duração. 

Observaram que a maioria das linhagens de células T humanas, específicas para 

Leishmania, produz citocinas tipo Thl ou ThO e que a sensibilização, na presença de lL-12 

exógena, gera potente resposta Thl e células T CD8^ citotóxicas. BRODSKYN e cols.

(2000), utilizando um sistema de sensibilização de curta duração, confirmaram o papel de 

IL-12 na geração de resposta Thl e verificaram que CD86 e CD40 têm papel importante na 

ativação de células T durante a sensibilização com L. major (BRODSKYN e cols., 2001).

A sensibilização in vitro parece ser um método ahemativo importante para o 

estudo das interações iniciais na infecção humana por Leishmania. No entanto, ainda não 

foi demonstrado se ela reproduz a resposta imune observada na sensibilização humana in 

vivo.
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2 1 OBJETIVO GERAL

Estudar a resposta imune inicial humana à antigenos de Leishmania.

2 2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar os eventos iniciais da resposta imune de seres humanos à antigenos de 

Leishmania, tanto in vitro como in vivo;

2. Padronizar um sistema de sensibilização in vitro (SSIV) de CMSP com 

Leishmania,

3. Avaliar a capacidade do SSIV prever as alterações observadas após a imunização in 

vivo.

4. Especificar as subpopulações celulares e o perfil de citocinas gerados na resposta 

imune inicial, após sensibilização in vitro ou após vacinação com L. amazonensis,

5. Avaliar a ativação linfocitária nestes dois sistemas, in vitro e in vivo;

6. Analisar as citocinas envolvidas na modulação da resposta imune inicial, nestes 

dois sistemas, in vitro e in vivo;
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3 JUSTIFICATIVA

A leishmaniose, segundo a Organização Mundial de Saúde, está entre as seis 

doenças infecto-parasitárias de maior importância no mundo. Apesar das medidas adotadas 

nos programas de controle, nos últimos 10 anos, a doença vem se tornando endêmica e 

aumentando sua incidência em diversas regiões do mundo (WHO, 

www.who.int/emc/diseases/leish/leisdisl.html, 2000). Para planejar estratégias eficazes 

para o controle da leishmaniose, é necessário conhecer amplamente a cadeia de 

transmissão e a patogênese da doença. Apesar dos avanços nos conhecimentos nessas 

áreas, ainda existem lacunas importantes que impossibilitam a adoção de medidas eficazes 

para o seu controle.

Muito se avançou na compreensão da patogênese da leishmaniose no modelo 

murino e na doença humana. Os primeiros momentos da interação da Leishmania com 

células do sistema imune do hospedeiro levam à produção de citocinas implicadas na 

determinação da resposta imune e no controle ou progressão da doença. A manipulação do 

micro-ambiente nos momentos iniciais da infecção pode modificar o curso da doença, 

tornando linhagens de camundongos susceptíveis em resistentes, e vice-versa (BOGDAN e 

cols., 1993; SCOTT, 1998).

Os perfis de citocinas, produzidos por CMSP de pacientes com leishmaniose 

tegumentar são variados, sugerindo que existe um espectro de resposta imune. Conhecer as 

fases iniciais da apresentação de antígeno da Leishmania na infecção humana pode trazer 

achados importantes para elucidação do vasto espectro de resposta imune observada na 

leishmaniose humana.

Como não é possível estudar os eventos iniciáis da leishmaniose humana, devido 

a restrições éticas, sistemas in vitro, que reproduzam os momentos iniciais da infecção
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humana, podem contribuir para compreender a patogênese da doença humana e orientar 

estratégias para construção de vacinas. Além disso, a triagem de antígenos imunogênicos, 

no sistema in vitro, apresenta vantagens na segurança dos voluntários, nos custos e na 

comparação de mais de um antigeno na mesma população.
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IMATERIAIS E METODOS

4 1 VOLUNTARIOS SADIOS

Para a padronização do sistema in vitro, para os ensaios de bloqueio de citocina 

e os de citocina intracelular, foram utilizados buffy coat do Centro de Hemoterapia e 

Hematologia do Ceará (HEMOCE) ou do Centro de Hemoterapia e Hematologia da Babia 

(HEMOBA). Para a avaliação da resposta imune inicial, in vitro e após vacinação foram 

selecionados 32 voluntários sadios, entre 18 e 40 anos de idade, do 10° Grupo de Artilharia 

de Campo e alunos da Escola Formadora de Sargentos do 23° Batalbão de Caçadores, da 

cidade de Fortaleza, Ceará. Todos os voluntários incluídos neste estudo foram procedentes 

de áreas sem transmissão de leishmaniose e sem história prévia de infecção por 

Leishmania. Apresentavam exame clínico normal, IDRM e linfoproliferação negativas 

para antígenos de Leishmania, além de sorologias negativas para leishmaniose, doença de 

Chagas e HIV. Todos os voluntários foram esclarecidos sobre a finalidade do estudo e os 

riscos inerentes ao procedimento, e todos concordaram em participar do trabalho e 

assinaram o termo de compromisso (Anexo I).

4.2 CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO

Foram excluídos do estudo os indivíduos que apresentaram IDRM e/ou 

sorologia e/ou resposta linfoproliferativa positivas para antígenos de Leishmania. No caso 

de huffy coal, o critério utilizado para exclusão foi somente a resposta linfoproliferativa 

positiva.



4 3 PARASITO E ANTÍGENO

Foi utilizada a L. amazonensis, cepa BA 125, caracterizada por iso-enzimas e 

anticorpos monoclonais (ALMEIDA e cois., 1996). Para a estimulação in vitro das CMSP 

foram utilizadas promastigotas vivas, em fase estacionária de crescimento, cultivadas em 

meio Schneider (Sigma Aldrich, St. Louis, MO), suplementado com 5 % de soro bovino 

fetal (SBF) (Gibco BRL), 2 % de urina estéril e 50 (ig/ml de gentamicina (Gibco BRL). As 

promastigotas foram lavadas três vezes com salina e re-suspensas em RPMI (Sigma 

Aldrich, St. Louis, MO) na concentração indicada. No caso de estimulação com 

promastigotas mortas, a suspensão celular foi submetida a 56"C por 30 min. Após o 

tratamento térmico, metade da suspensão de promastigotas foi sonicada e misturada com a 

metade íntegra (MAYRINK e cols., 1979).
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4.4 INTRADERMO-REAÇÃO DE MONTENEGRO

A IDRM para triagem dos voluntários foi realizada logo após a primeira coleta de 

sangue, com injeção intradérmica de 0,1 ml de antígeno solúvel de L. amazommis, 

(MHOM-BR-86BA-125) contendo 25 ^g de proteína por mililitro, preservado em fenol 

(REED e cois., 1986), produzido no Serviço de Imunologia do Hospital Edgar Santos - 

UFBa. A IDRM, para avaliação da resposta imune à vacina, foi realizada no 40” dia pós- 

vacinação, após a coleta de sangue. Foi considerada como positiva a reação com diâmetro 

igual ou superior a 5 mm.



4.5 DETERMINAÇÃO DE ANTICORPOS ANTI-/./^.V//M4A7A

A pesquisa de anticorpos anti-Leishmania foi realizada através de ELISA, com 

diluições seriadas (EVANS e cols., 1992). A placa foi sensibilizada com 100 (.iL do 

antígeno, na concentração de 2x10^ promastigotas/ml, por um pernoite a 4°C. Após a 

sensibilização, os poços foram lavados com salina tamponada com fosfato (STF) contendo 

0,05% de Tween 20 e bloqueados com STF contendo 1,5% de SBF. Após o bloqueio, as 

amostras de soros foram diluídas 1:80, adicionadas na placa e incubadas por 1 hora a 37“C. 

Depois de 4 lavagens, a placa foi incubada com proteina A conjugada à peroxidase (Sigma 

Aldrich, St. Louis, EUA). A reação foi revelada com 2,2 azinodio-3-ethyl-benzthiazoline 

sulfonic acid (ABTS) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) e feita a leitura a 405 nm, em ELISA 

Multiskan Reader. Controles positivos e negativos foram incluídos em todos os ensaios. 

Foram definidos como positivos aqueles com absorbância >0,1 , considerado como ponto 

de corte, determinado previamente em ensaios com soros negativos e positivos para 

Leishmania, Mycohacíerium tuberculosis. Trypanosoma cruzi. Todas as amostras positivas 

foram repetidas com diluições seriadas (1:80, 1:160 e 1:320).

4 6 DETERMINAÇÃO DA RESPOSTA LINFOPROLIFERATIVA

A estimulação foi feita com sangue total, diluído 1:10, cultivado em triplicatas 

e estimulado com promastigotas vivas, a 2xl0*'/ml, ou concanavalina A (Sigma Aldrich, St. 

Louis, MO) na concentração de 10 |ig/ml, ou sem estímulo, em placa de 96 poços com 

fundo em U. As células foram cuhivadas por 5 dias e incubadas com tim idina-tf por 16 h.

O índice de proliferação foi calculado, dividindo a cintilação por minuto (CPM) da cultura 

estimulada com antígeno pela CPM da cultura não estimulada. Foi considerada como
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resposta linfoproliferativa positiva a que tivesse índice de estimulação igual ou superior a 

5, limite considerado como ponto de corte, em ensaios prévios realizados no laboratório, 

levando em conta a média ± 3 desvios padrões do índice de estimulação de indivíduos não 

expostos à Leishmania..
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4 7  SISTEMA DE SENSIBILIZAÇÃO IN  VITRO (SSIV) DE CELULAS 

MONONUCLEADAS DO SANGUE PERIFÉRICO COM L. AMAZONENSIS

A sensibilização dos linfócitos foi feita, segundo o esquema na Fig. L CMSP, 

separadas por centrifijgação em gradiente de Ficoll-Hypaque (Sigma Aldrich, St. Louis, 

MO), foram lavadas três vezes e ressuspensas em RPMI 1640 (Sigma Aldrich, St. Louis, 

MO) suplementado com 2 mM de glutamina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO), lOmM de 

HEPES (Sigma Aldrich, St. Louis, MO), 50 (J.g/ml de gentamicina e 10% de soro AB 

humano inativado pelo calor. Parte das CMSP foi cuhivada em RPMI suplementado, com 

antigeno ou só com meio. Da outra parte, foram isoladas as células não aderentes e 

destinadas para a re-estimulação, como descrito a seguir:

• Prim eira estimulação: 5x10^ CMSP viáveis/ml foram distribuídas em placas 

de 24 poços, 1 ml/poço, e cultivadas com ou sem promastigotas, a 2TC  e 5% 

CO2, em atmosfera úmida, por 6 dias.

• Células apresentadoras de antígeno; Parte das CMSP, na concentração de 

5xlO‘’/ml, foram ressuspensas em meio sem soro, distribuídas em placas de 24 

poços, 1 ml/poço, e cultivadas por 30 minutos a 37"C e 5% CO2, em 

atmosfera úmida. As células não aderentes foram retiradas através de 

lavagens com salina morna e as aderentes foram cultivadas em RPMI



suplementado, a 37"C e 5% CO2, em atmosfera úmida, até o momento da 

infecção. No 5“ dia de cultivo, os macrófagos foram infectados com 

promastigotas vivas de L  amazonensis na proporção parasito: macrófago, de 

10:1 e mantidos em cultura a 37°C e 5% CO2, por 24 h.

• Segunda estimulação: No 6° dia, os linfócitos da primeira estimulação foram 

coletados em meio RPMI, centrifugados, ressuspensos em meio 

suplementado, na concentração de loVml, sendo então adicionados aos poços 

contendo macrófagos autólogos infectados, juntamente com 10% de meio 

recondicionado da primeira estimulação. A cultura foi mantida a 37“C e 5% 

CO2, por 4 dias.
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Figura 1 - Protocolo adotado para sensibilização in vitro de CMSP de individuos sadios, 

com promastigotas vivas de L. amazonensis. IDRM= intradermo-reação de Montenegro; 

CMSP= células mononucleadas do sangue periférico, SN= sobrenadante; M 0= macrófago.

4 8  ANTICORPOS
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Anti-CD3 -  fico-eritrina (PE) (clone SK7), anti-CD4 -  isotiocianato de 

tluoresceina (FITC) ou PE (clone SK3), anti-CD8 -  Cy (clone SKI), anti-CD19 -  FITC 

(clone 4G7), anti-CD56 -  PE (clone MY31), anti-CD25 -  FITC (clone 2A3), anti-CD71 -  

FITC (clone LOl .l)  e anticorpos isotipos marcados pareados foram obtidos da B&D (CA, 

EUA) Para citocina intracelular foi usado anti-IFN-y - FITC (MHCIFNOl), anti-IL-10 -  

PE (RHC1L1004) e os isotipos marcados pareados, todos obtidos da Caltag (CA, EUA). 

Para os ensaios de bloqueio foram utilizados os anticorpos: anti-ILlO humana 

(MAB 217, clone 2373811, R&D), anti-IL-4 (MAE 204, clone 34019111, R&D), anti-

TGFp, (MAB240 clone 9016.2, R&D),

4 9 MARCAÇÃO DE SUBPOPULAÇÕES LINFOCITÁRIAS E DE ATIVAÇÃO

CELULAR

No quarto dia de cultivo da segunda estimulação, as células não aderentes foram 

colhidas, lavadas em salina tamponada com fosfato, contendo albumina bovina 1% e azida

0,1% (tampão FACS) gelado e incubadas com os seguintes marcadores de subpopulações 

(anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD19, anti-CD56) e de ativação; anti-receptor de IL-2 

(CD25) e anti-receptor de transferrina (CD71), a 4"C por 30 minutos, protegidas da luz. As 

células foram adquiridas em citómetro de fluxo FACScan (Becton Dckinson, Mountain 

View, CA) e analisadas com o software Cell Quest, com 10.000 eventos/amostra. As 

freqüências das subpopulações linfocitárias foram analisadas na janela de linfócitos, SSC 

versus FSC. Os limites dos quadrantes foram determinados com as células marcadas com



os isotipos. Para a análise das citocinas intracelulares, a janela foi delineada na região de 

marcação, CD4* ou CD8' versus SSC. As delimitações dos quadrantes foram estabelecidas 

com as células cultivadas só com meio e marcadas com os anticorpos anti-citocinas.

4 10 DETERMINAÇÃO DA PRODUÇÃO DE CITOCINAS DO SOBRENADANTE 

DAS CULTURAS

Após a sensibilização das CMSP com Leishmania, sobrenadantes das culturas, 

livres de células, foram coletados com 72 h de cultivo, em ambas estimulações, aliquotados 

e mantidos a -20'’C. A quantificação de citocinas foi feita através de ensaios de ELISA 

comercializados, segundo instruções do fabricante: IFN-y, TNF-a, IL-5 e IL-12 total (Duo- 

Set, Genzime, MA); lL-10 (Genzime, MA).

Como as concentrações de células utilizadas no primeiro e segundo ciclos de 

estimulações foram diferentes, (5xlO‘̂’/ml e loVmi, respectivamente) os resultados das 

concentrações de citocinas foram normatizados para pg/lO*’ cels

4.11 MARCAÇÃO DE CITOCINAS INTRACELULARES NO SSIV

Utilizamos o protocolo estabelecido por OPENSHAW (1995), modificado. As 

células, da segunda estimulação, com 48h de cultivo, foram colhidas e marcadas as 

moléculas de superficie (CD3, CD4, CD8, CD25 e CD71). Após a incubação, foram 

lavadas com tampão FACS e fixadas com Cytofix® (Pharmingen) por 30 min. Depois de 

fixadas, foram lavadas com tampão FACS e feitos a permeabilização e o bloqueio em 

Permwash® (Pharmingen) com 20% de SBF, por 30 min., a temperatura ambiente. Em 

seguida foi adicionado anti-IFN-y - FITC, anti-IL-10 -  PE ou os isotipos controles FITC ou
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PE, e a placa foi incubada por um período adicional de 30 min., à temperatura ambiente, 

protegida da luz. As células foram, então, lavadas duas vezes com Permwash® e 

ressuspensas em tampão FACS, para análise por citometria de fluxo. Foi considerado, 

como aumento de células expressando IFN-y ou IL-IO, a diferença entre o percentual das 

células-teste e o percentual das células cultivadas com meio, também marcadas com anti- 

IFN-y-FlTC ouIL-lO-PE.

4.12 BLOQUEIO DE CITOCINAS NO SSIV

Nos ensaios de bloqueio foram adicionados separadamente no inicio de ambas 

estimulações: anti-IL-4, ñas concentrações de l^ig/ml ou lO^ig/ml; anti-IL-10 (1 ou 10 

|j.g/ml); anti-TGF(j (l).ig/ml) ou anticorpos isotipos (10 |J.g/ml).

4 13 VACINAÇÃO CONTRA LEISHMANIOSE

A vacina usada continha uma cepa de referência da Organização Mundial de 

Saúde (OMS), L. amazonensis (IFLA / BR / 67 / PH8). Foi produzida, segundo as 

prescrições de manuseio da OMS, pela BIOBRAS - urna empresa de biotecnologia 

licenciada pelo Ministério da Saúde. A vacinação consistiu de duas doses de 1,4 mg de 

nitrogênio protéico/dose, em 1,5 mi, intramusculares, com intervalo de 21 dias 

(MARZOCHI e cois. 1998).
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4 14 AVALIAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE PRÉ E PÓS-VACINAÇÃO

As avaliações pré e pós-vacinação, com 40 dias e 6 meses, foram feitas através 

da quantificação de citocinas (IFN-y, TNF-a, IL-5 e IL-10) nos sobrenadantes de culturas 

de CM SP, estimuladas in vitro com promastigotas vivas de L  amazonensis, por 4 dias. Foi 

avaliada também a expressão de marcadores de subpopulações (anti-CD3, anti-CD4, anti- 

CD8, anti-CDi9, anti-CD56) e de ativação celular (anti-CD25 e anti-CD71), de células ex- 

vivo e após estimulação in vitro com promastigotas vivas de L  amazonensis, por 4 dias.

4 15 ANÁLISE ESTATÍSTICA

As comparações de resposta do mesmo indivíduo foram realizadas pelo teste de 

Wilcoxon para amostras pareadas, para as análises entre respondedores rápidos e lentos, o 

de Mann-Whitney. Todas análises estatísticas foram realizadas, utilizando o programa 

GraphPad Prism, versão 3.0 para Windows, GraphPad Software, San Diego, CA, USA.
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5 1 PADRONIZAÇÃO DO SSIV DE CÉLULAS MONONUCLEADAS DO 

SANGUE PERIFÉRICO COM L  AMAZONENSIS

Para otimizar o sistema de sensibilização in vitro, foram testados o tipo e a 

concentração de antígeno com melhor capacidade imunogênica. Além disso, foram 

avaliadas, também, a cinética do crescimento celular e a concentração ótima de células 

para o segundo ciclo de estimulação.

Para determinar as melhores condições deste sistema de sensibilização in vitro foi 

adotado como critério de otimização, aquele capaz de induzir a mais alta concentração de 

IFN-y.

5.LI Avaliação da resposta a diferentes tipos de antígeno de Leishmania

Em todas as concentrações de células utilizadas, a resposta linfoproliferativa de 

CMSP, de indivíduos com LTA curados (n=6), foi maior quando as células foram 

estimuladas com promastigotas vivas do que com mortas pelo calor. A concentração que 

induziu melhor resposta foi a de 5x10^ promastigotas/ml, (p=0,03), (Fig. 2A),

Testando a produção de IFN-y no sobrenadante de culturas de indivíduos não 

expostos (n=14), nos dois ciclos de sensibilização, promastigotas vivas induziram também 

maior produção de IFN-y que mortas, chegando a estimular cerca de duas vezes mais em 

ambas estimulações, (mediana da 1̂  ̂estimulação= 292 pg/lO^cels. versus 139 pg/lO^cels., 

(p=0,005); (mediana da 2“ estimulação = 694,5 pg/lO*’ cels. versus 389,4 pg/lO^cels., 

(p=0,006) (Fig. 2B).

49

5 RESULTADOS



5.1.2 Determinação da m elhor concentração do antígeno e cinética do crescimento 

celular

Células de indivíduos sadios foram estimuladas com promastigotas vivas de L. 

amazonemis, em diferentes concentrações. No primeiro ciclo de estimulação (em todas as 

concentrações de células utilizadas), observou-se um declínio do número de células até o 

quinto dia de cultivo, comparável ao das não estimuladas (p<0,05 em todas as 

concentrações avaliadas), (Fig, 2C). No segundo ciclo, verificou-se que, a partir do quinto 

dia de cultivo, as células não estimuladas apresentavam redução de seu número, para 

aproximadamente a metade de sua concentração original, enquanto que as que foram 

estimuladas com Leishmania apresentavam crescimento celular importante, sendo este fato 

mais evidente na concentração de 10*’ promastigotas/ml (p=0,02), (Fig. 2D). Estes dados 

foram consistentes, repetindo-se em três ensaios.

5.1.3 Avaliação da m elhor concentração celular e do número de ciclos de 

estimulação

Para a cultura do segundo e do terceiro ciclos de estimulação, foram testadas três 

concentrações de células derivadas do primeiro ciclo de sensibilização: 1x10^, 2x10^ e 

3x10** cels. /ml. A melhor resposta foi observada com a concentração de 1x10*’ cels./ml, 

induzindo produção de IFN-y cerca de duas vezes mais que as demais condições testadas 

(p=0,03) (Fig. 3). O terceiro ciclo de estimulação apresentou um comportamento muito 

heterogêneo, se por um lado, em alguns sobrenadantes a concentração de IFN-y 

encontrava-se aumentada em até 5 vezes, em relação à segunda estimulação, por outro 

lado, 55% das culturas apresentaram menor produção de IFN-y que a observada no
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segundo ciclo. Por este motivo, o terceiro ciclo de estimulação não foi adotado no 

protocolo.
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Figura 2 -  Padronização da concentração c tipo de antígeno para a sensibilização in vitro. A. 

Comparação da resposta linfoproliferativa de CMSP, de pacientes com LTA curados, estimuladas 

com diferentes concentrações de promastigotas, vivas (V) ou mortas pelo calor (M); B. Produção 

de IFNy nos sobrenadantes de culturas de CMSP, de individuos sadios, estimuladas com 

promastigotas vivas ou mortas pelo calor, nos dois ciclos de estimulação; Cinética do crescimento 

celular de CMSP, de individuos sadios, estimuladas com diferentes concentrações de promastigotas 

vivas, no primeiro (C) e segundo (D) ciclos, respectivamente.
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Figura 3 - Produção de IFNy (MD) nos sobrenadantes de culturas de CMSP, de indivíduos sadios, 

cultivadas com promastigotas dc A. amazonensis em três ciclos de estimulação (indicados como T, 

T  c 3"), com tres concentraçõcs diferentes de células - 1x10^ 2x10® e 3x10” cels./ml.

5.2 RESPOSTA IMUNE A L  ANA7DNENSIS NO SSIV

O primeiro ciclo de estimulação foi realizado com a concentração de 5x10*’ 

promastigotas vivas/ml, e o segundo com lO^promastigotas/ml. No quinto dia de cultivo, 

os macrófagos (da placa de células aderentes) foram infectados com 10*’ promastigotas/ml 

e permaneceram em cultivo por mais 24 h. No sexto dia, os blastos gerados na primeira 

estimulação foram colhidos, ajustados para 10*' cels/ml, e re-estimulados com os 

macrófagos autólogos infectados. Foi adicionado à cultura, 10% de meio condicionado na 

primeira estimulação, e cultivada por mais quatro dias (Fig. 1).



No início da sensibilização, com apenas 72h de estimulação com promatigotas, já 

era possível observar, em parte dos voluntários, secreção de IFNy em quantidades 

significativas nos sobrenadantes das culturas. Após a sensibilização, no final do segundo 

ciclo de estimulação, verificou-se um aumento na secreção desta citocina, na magnitude de 

três vezes, em relação ao inicio (p=0,005) (Fig. 4 A).

Embora todos os voluntários não tivessem história de contato prévio com 

Leishmaiúa, parte deles apresentou, com três dias de cultivo, produção significativa de 

IFN-y nos sobrenadantes, enquanto os demais produziram pequena quantidade ou não o 

fizeram. Este comportamento tornou-se mais evidente no segundo ciclo de estimulação 

(Fig. 4A) Verificou-se, portanto, dois padrões distintos de resposta: indivíduos que 

apresentavam secreção rápida e alta de IFN-y, e indivíduos sem produção significativa 

desta citocina, quando suas CMSP eram sensibilizadas com Leishmania. Desta forma, eles 

foram divididos em dois grupos: alto (n=16) ou baixo respondedores (n=16), usando como 

ponto de corte a mediana da quantidade de IFN-y secretada no sobrenadante de todos os 

voluntários, no segundo ciclo da sensibilização, admitindo-se que neste momento já 

houvesse ocorrido expansão significativa de linfócitos específicos para Leishmania.
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Figura 4 - Mediana da concentração de IFNy produzido por CMSP sensibilizadas in vitro com L. 

amazoncnsis. A. Concentração de IFN-y, no primeiro e no segundo ciclos da sensibilização; B. 

Produção de IFNy pelos AR ou BR; C. Comportamento da secreção de IFN-y, nos sobrenadantes 

de AR; D. Comportamento da secreção de IFN-y , nos BR. (p=ns - não significativo)



A produção de IFN-y nos sobrenadantes dos AR aumentou aproximadamente 2 

vezes, no segundo ciclo da sensibilização (média= 620,3 e 1724 pg/lO^cels., no inicio e no 

final da sensibilização, respectivamente) (Fig. 4B). Os BR continuaram com concentrações 

de IFN-y comparáveis às observadas no início da sensibilização (média= 38,9 e 39,5 

pg/10‘’cels ). A diferença entre os dois grupos foi, também, evidenciada pela tendência dos 

AR a aumentarem a secreção de IFN-y no final da sensibilização (Fig. 4C), enquanto nos 

BR não se observou tal tendência (Fig. 4D e 5A).

5.2.2 Avaliação da produção de outras citocinas

Foram também avaliadas as concentrações de TNF-a, IL-10 e IL-5 nos 

sobrenadantes de culturas das CMSP estimuladas com promastigotas, no início e no final 

da sensibilização. TNF-a e IL-10 são citocinas importantes na leishmaniose humana e 

murina, e IL-5 foi usada como um marcador da resposta Th2, dada à dificuldade de 

quantificar IL-4 em seres humanos.

A produção de TNF-a apresentou correlação positiva com a de IFN-y, em ambos 

os grupos. Os AR apresentaram 123,2 pg/10^ cels., no primeiro ciclo da sensibilização, 

aumentando para 181,1 pg/lO** cels. no segundo. Nos BR, esta citocina foi encontrada em 

baixa quantidade, nos dois ciclos de sensibilização (24 pg/lO^ cels. e 11,1 pg/10^ cels.). A 

diferença entre os dois grupos foi significativa nos dois pontos avaliados (Fig. 5B).

Nos AR, observou-se, no início, concentração elevada de IL-10 (média = 91,6 

pg/10^’ cels ), tendo permanecido alta após a sensibilização (média = 79,8 pg/lO^ cels ). Os 

BR produziram-na, inicialmente, em baixas concentrações (média= 27,6 pg/lO'’ cels.) e 

aumentaram sua produção após a sensibilização (média= 47,3 pg/lO'’ cels ). (Fig. 5C). A 

diferença entre os dois grupos foi significativa somente no primeiro ciclo da sensibilização.
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Figura 5 - Pcrfil de citocinas produzidas (média ± erro padrão) nos sobrenadantes de CMSP de 

indivíduos sadios, AR (n=16) ou BR (n=16), no primeiro e no segundo ciclos da sensibilização in 

vitro com L. a m a zo m n sis . A. IFNy; B.TNFa; C. IL-IO; D. lL-5. (p=ns - não significativo).

IL-5 foi encontrada, inicialmente, em baixa quantidade em ambos os grupos (6,2 e 11,2 

pg/10^’ cels. nos grupos AR e BR, respectivamente) e, após a sensibilização, seus níveis 

aumentaram significativamente (95,7 e 31,6 pg/10^ cels. nos AJl e BR, respectivamente). 

Embora tenha ocorrido maior produção nos AR, a diferença entre os dois grupos não foi 

significativa em nenhum momento (Fig. 5D).

5.2.3 Avaliação das subpopulações linfocitárias

Após a sensibilização in vitro com L. amazonensis, não foram observadas 

diferenças importantes nas subpopulações celulares entre dois grupos. Porém, quando se 

compara o fenótipo pré e pós-sensibilização em cada grupo, observa-se que após a



sensibilização in vitro com L. amazonensis ocorreu uma expansão de células T CD4^ 

(p=0,001) e redução de CD56+ (p=0,008), no grupo dos BR. Nos AR a resposta foi 

diferente, com redução das T CDS' (p=0,008) (Tab. 1).
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Tab. 1 -  Fenotipo das subpopulaçõcs linfocitárias em resposta à Leishmania no SSIV: ex-vivo e 

após sensibilização com L. amazonensis. Media ± desvio padrão.

Sub-populações

A lto R e sp o n d e d o r B aixo R e sp o n d e d o r

Pré-

sensíbílízação

Pós-

sensíbilízação

Pré-

sensíbilízação

Pós-

sensíbílízação

CD4" 36,5 + 9,1 40,9  ± 12,3 33,2 ±8,1 43,7 ±13,0®

CD8" 20,7 ± 5 ,7 1 4 ,9 ± 7 ,1 ‘’ 18,5 ± 8 ,7 16,8 ± 1 0 ,2

CD19" 20,6 ± 7 ,5 19,7 ± 7 ,9 2 1 ,5 ±  13,4 21 ,5 ±  14,4

CD56^ 13,2 ± 6 ,4 9,9 ± 7 ,8 14,1 ± 6 ,5 8 ,7 ± 5 ,7 ‘=

a- p=0,001; b-p=0,008; c-p=0,008.

Os valores estatísticos acima referem-se à análise entre a freqüência pre e pós- 

sensibilização.

5 3 RESPOSTA IMUNE PÓS-VACINAÇÃO COM L. AMAZONENSIS

Com 40 dias e com seis meses, após a vacinação, foram avaliadas a produção de 

citocinas e a fenotipagem das subpopulações linfocitárias tanto ex-vivo como após



estimulação com promastigotas vivas de Leishmania amazonensis. Além disso, foram 

realizados IDRM e pesquisa de anticorpos séricos específicos, com 40 dias pós-vacinação.

5.3.1 Análise da produção de IFN-y

Com 40 dias pós-vacinação, verificou-se que ocorreu, em relação à produção de 

IFN-y, o mesmo padrão de resposta observado após sensibilização in vitro, com altos e 

baixos-produtores desta citocina (mediana dos AR= 703,9 pg/1 Orceis.; mediana dos BR=

29.2 pg/lO^'cels ), (Fig.óA). Entretanto, na avaliação com 6 meses pós-vacinação, todos os 

individuos BR passaram a produzir IFN-y em concentrações elevadas (1837 pg/10^ cels ), 

comparáveis às dos AR (Fig, 6A), indicando que nestes indivíduos ocorreu um retardo no 

estabelecimento da resposta imune mediada por células. Na realidade, seria mais 

conveniente denominá-los de respondedores lentos (RL) ou respondedores rápidos (RR), 

em vez de respondedores baixos ou altos, porque indica melhor a cinética da resposta.

5.3.2 Análise das outras citocinas

Os RR produziram, antes da vacina, 114,3 pg de TNF-a /  10  ̂ cels, aumentando 

para 463 pg/lO*̂ " cels., na primeira avaliação pós-vacinação. Com 6 meses pós-vacinação, 

observou-se importante redução dos níveis desta citocina (média= 71,2 pg/lO*’ cels.). Nos 

RL, foi encontrado TNFa, inicialmente, em baixa quantidade (média= 39,4 pg/lO*' cels ), 

ocorrendo redução para 16,3 pg/10^ cels, no sexto mês após a vacinação (Fig. 6B).

A IL-10 foi observada em alta quantidade (86,6 pg/10^ cels.) nos RR, na avaliação 

pré-vacina, permanecendo alta na avaliação com 40 dias pós-vacinação (média=84,9
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pg/lO** cels ). Seus níveis caíram significativamente (41,7 pg/10^’cels.), no ó'’ mês após a 

vacinação (Fig. 6C).

Na avaliação pré-vacina, lL-5 foi produzida em baixas concentrações, em ambos 

os grupos (média= 4,6 e 12,9 pg/lO*̂ ’ cels., nos RR e RL, respectivamente). Após a 

vacinação, verificou-se um aumento significativo nas concentrações de IL-5, em ambos os 

grupos, atingindo, no sexto mês, concentrações de 69,3 e 110,7 pg/10^ cels, (RR e RL, 

respectivamente) (Fig. 6D). Não foi observada diferença significativa entre os dois grupos, 

em nenhum dos pontos avaliados.
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Figura 6 - Produção dc citocinas nos sobrenadantes de culturas de CMSP estimuladas com 

Leíshmania, dc indivíduos vacinados contra leishmaniose, divididos segundo a resposta em 

respondedor rápido (RR) ou respondedor lento (RL), nas avaliações pré e pós-vacinação. A. IFN-y; 

B.TNF-a; C. IL-IO; D. IL-5.

Número de RR e RL = 16, exceto na avaliação pós-vacinação com 180 dias, onde variou 

entre 12 a 16. Para detalhes vide Anexo 9,8 -  9.11,

* significa p<0,005, na análise entre os dois grupos



Foram feitas marcações das subpopulações de linfócitos pré e pós-vacinação. As 

marcações foram feitas das CMSP ex-vivo, e das células após re-estimulação in vitro com 

promastigotas. Na avaliação de seis meses, pós-vacinação, foram avaliadas as 

subpopulações somente após a estimulação in vitro.

Antes da vacinação, as freqüências das diversas subpopulações, ex-vivo, 

encontravam-se dentro dos limites da normalidade (Anexo 9.2). Com 40 dias após a 

vacinação, ocorreu um aumento de células T, refletindo-se nos linfócitos T CD8^ de ambos 

os grupos. Não houve diferença significativa, entre os dois grupos. No entanto, quando se 

compara a condição ex-vivo, antes da vacina e com a de 40 dias pós-vacinação, verificou- 

se que os RR apresentaram aumento significativo de células T CD8^ (p=0,03); (Fig. 7A e 

Anexo 9.2), Ocorreu aumento praticamente em todos indivíduos estudados, mostrando 

uma resposta homogênea neste grupo (Fig. 7B). Os RL, embora tenham apresentado 

aumento dos linfócitos T C D 8\ não chegou a ser estatisticamente significativo, em virtude 

da variabilidade na resposta (Fig 7C e D; Anexo. 9.2).

Na avaliação de 40 dias após a vacinação, com a re-estimulação e expansão das 

células antigeno-especificas, apesar de ter ocorrido aumento das células T CD4^ no grupo 

RR, passando de 35% (ex-vivo) para 41,3%, não foi significativo. Os RL permaneceram 

com os mesmo percentuais encontrados ex-vivo (36,4%) (Fig. 8). Com seis meses pós- 

vacinação, enquanto nos RR já se observava uma redução da freqüência de células T CD4^ 

para 33%, o grupo de RL atingia o percentual de 43%, semelhante à observada nos RR aos 

40 dias pós-vacinação (Fig. 9).
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Figura 7 - Subpopulaçõcs dc linfócitos, avaliados cx-vivo sem estímulo, pre e 40 dias pós- 

vacinação cm voluntários RR (A) ou RL (C). As alterações mdividuais das freqüências dc células T 

CD8+ estão mostradas para os RR na fig. B e RL na fíg. D.

Figura 8 ' - Freqüência das subpopulaçõcs dc linfócitos dc indivíduos vacinados contra 

leishmaniose, com 40 dias pós-vacinação, cx-vivo e após re-estimulação in vitro com L. 

amazonensis. A Linfócitos T CD4+ em indivíduos RR e RL; B. Linfócitos T CD8+ em indivíduos 

RR e RL.

(RR-n=13;  RL-n=15)
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Figura 9 - Frcqücncia das subpopulaçõcs dc células T CD4+, CD8+, dc indivíduos vacinados 

contra leishmaniose, após rc-estimulação in vitro com L. amazonensis. A. Com 40 dias pós- 

vacinação (RR - n=13; RL - n=15); B. Com seis (06) meses pós-vacinação (RR - n=12; RL - n=15).

5.3.4 IDRM após vacinação contra leishmaniose

Vinte e cinco dos trinta e dois voluntários (78%) apresentaram conversão da 

IDRM, após a vacinação (Anexo 9.3; Fig. 10). Nos RR, houve conversão em 12 (75%), e 

nos RL, 13 (81%), não se observando diferença significativa entre os dois grupos, nem 

correlação entre o diâmetro da IDRM com a produção de IFN-y produzido em 

sobrenadantes de culturas de CMSP, colhidos no mesmo dia, e re-estimuladas in vitro com 

promastigotas de A. amazonensis (r^= 0,006; p= ns).

5.3.5 Produção de anticorpos Leishmania-esptcíficos pós-vacinação

Com quarenta dias pós-vacinação, ambos os grupos apresentavam significativa 

quantidade de anticorpos Leishmania-específicos circulantes, 75% dos RR e 69% dos RL 

apresentavam anticorpos em níveis detectáveis. Com seis meses pós-vacinação, houve uma 

queda nos níveis de anticorpos específicos em ambos os grupos: 47% dos RR tinham



sorologia positiva e 31 % dos RL, no entanto, não houve diferença entre os dois grupos, nos 

dois momentos avaliados (Fig. I I ;  Anexo 9.12).

5.4 COMPARAÇÃO DAS RESPOSTAS IMUNES: SENSIBILIZAÇÃO IN VITRO 

VERSUS PÓS-VACINAÇÃO

O padrão da resposta, após sensibilização in vitro, foi semelhante ao observado 

com 40 dias pós-vacinação. Verificou-se uma superposição de 81,3% dos grupos 

sensibilizados in vitro (altos ou baixos respondedores), com os sensibilizados pós- 

vacinação (rápidos ou lentos respondedores). Observou-se, ainda, uma correlação positiva 

entre a resposta da sensibilização in vitro e a da primeira avaliação pós-vacinação, para 

IFN-y (r^= 0,46; p< 0,0001; Fig. 12A); para TNF-a (r^= 0,34; p= 0,0005; Fig 12B), para 

ÍL-5 (r^= 0,21; p=0,0005; Fig 12C) e para IL-10 ( /=  0,19; p= 0,01; Fig. 12D). Estes 

resultados sugerem que a resposta imune após sensibilização in vitro com promastigotas 

vivas foi capaz de prever a resposta inicial pós-vacinação, assim como a do início da 

sensibilização, indicando que a resposta in vitro parece mimetizar a resposta imune inicial 

humana in vivo a antígenos de Leishmania.
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5.5 AVALIAÇÃO DE MECANISMOS ENVOLVIDOS NA RESPOSTA IMUNE

INICIAL HUMANA CONTRA LEISHMANIA

Os dados da sensibilização in vitro e após vacinação mostraram que^indivíduos 

sadios diferiam em sua resposta inicial à Leishmania. Parte dos voluntários apresentou 

importante secreção de IFN-y, TNF-a e IL-IO, logo nos três primeiros dias de estimulação, 

enquanto os demais necessitaram de um período de tempo maior para o estabelecimento da 

resposta imune celular.

Para avaliar possíveis mecanismos implicados nesta diferença, foram feitos 

ensaios in vitro, com bloqueio de IL-4, JL-10 e TGF-P, para verificar se estas citocinas 

estariam implicadas na resposta observeida nos RL. Foi estimada, também, a freqüência de 

células T CD4^ e CD8^ que expressavam receptor de IL-2 (CD25) e de transferrina 

(CD71), para avaliar a ativação destas células na resposta inicial. Foram feitas também as 

determinações de IFN-y e IL-10 intracelulares, em células CD4^ e CD8^ após o segundo 

ciclo de sensibilização.

5.5.1 M arcadores de ativação celular, após sensibilização in vitro.

Células T sensibilizadas in vitro, e estimuladas com promeistigotas por quatro dias, 

foram coradas com dois marcadores de ativação linfocitária, anti-CD25 e anti-CD71, e 

analisadas por citometria de fluxo. Após sensibilização in vitro, não houve diferença na 

intensidade de ativação das células T CD4+, entre RR e RL. No entanto, ambos grupos 

apresentaram significativa ativação desta subpopulação, manifesta pelo aumento da 

expressão de CD25, em tomo de 10 e 22 vezes nos RR e RL respectivamente, após 

sensibilização, em relação à condição ex-vivo
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Figura 10. Resultado da Intradermo-reação de Montenegro, realizada com 40 dias pós-vacina, em 

voluntários RR ou RL.

Figura I I  -  Quantificação de anticorpos IgG séricos contra antígeno de L. amazonensis, por 

ELISA, em RR ou RL, antes e em dois períodos após vacinação. O ponto de corte foi estabelecido 

previamente em 0,1.
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Figura 12 -  Correlação linear, em escores, entre a produção de citocinas após sensibilização in 

vitro com a produção, estimulada por antígeno, 40 dias após vacinação. Cada ponto representa um 

indivíduo e foram avaliados todos os voluntários analisados A. IFNy; B. TNFa; C. IL-5; D. IL-10.
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Figura 13 -  Ativação celular na sensibilização in vitro. Quantificação de células T CD4^ e CD8^ 

ativadas nos dois grupos de RR ou RL, no início (Ex-vivo) e no fínai da sensibilização in vitro 

(Cult-Ag.). A. CD4"25^; B. €04^71"; C. CD8+25^ D. CD8"?r.

Por outro iado, com relação às células T CD8^, observou-se uma importante 

diferença entre os dois grupos. Após a sensibilização, no grupo de RR, 14% das células T 

CD8^ expressavam CD25, significando lun aumento em tomo de 6 vezes, em relação à 

condição ex-vivo, enquanto que, nos RL somente 3,4% das células T CD8^ encontravam- 

se ativadas, significando um aiunento em tomo de 2 vezes. A diferença entre os dois 

gmpos foi significativa (p=0,001) (Fig. 13C). Observou-se, também, uma maior 

heterogeneidade na resposta dos RL, diferentemente dos RR (Fig. 13C e 14D). Achados



semelhantes foram observados também com as células T CD8^ que expressavam CD71 

(Fig. 13D; Fig. 14C eD ).

5.5.2 M arcadores de ativação celular após vacinação contra leishmaniose

CMSP colhidas após vacinação, com 40 dias e com 6 meses, foram estimuladas in 

vitro com promastigotas vivas, por quatro dias. Depois foram marcadas com anti-CD25 e 

anti-CD71 e analisadas por citometria de fluxo, para avaliação da expressão de CD25 e 

CD71.

5.5.2.1 P rim eira avaliação: 40 dias pós-vacinacão

Na avaliação realizada com quarenta dias pós-vacinação, chamou atenção a

freqüência de linfócitos ex-vivo T CD4+ CD25+ e T CD4+ CD71+ ser maior nos RL, do

que nos RR (p=0,005 e p=0,01 para CD25+ e CD71+, respectivamente). No entanto, estas

diferenças não foram mais observadas, após a estimulação in vitro com promastigotas (Fig.

16A eB ; Fig. 17A eB).

Com relação aos linfócitos T CD8+, a resposta após vacinação apresentou o 

mesmo comportamento verificado na sensibilização in vitro. Embora não houvesse 

diferença significativa, entre RR e RL, nos linfócitos ativados ex-vivos, após a estimulação 

com promastigotas in vitro, ocorreu maior ativação nos RR (p= 0,02) (Fig. 16C). Foi 

observado
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Fig. 14 -  Ativação celular na sensibilização in vitro. Comportamento da ativação de linfócitos T. 

manifesto pela expressão de CD25 de RR ou RL, antes e após a sensibilização in vitro. A. T CD4+ 

em RR; B. T CD4+ em RL; C. T CD8+ em RR; D. T CD8+ em RL.

Fig. 15 -  Ativação celular na sensibilização in vitro. Comportamento da ativação de linfócitos T 

manifesta pela expressão de CD71 de respondedores rápidos (RR) ou lentos (RL), antes e após a 

sensibilização in vitro. A. T CD4+ em RR; B. T CD4+ em RL; C. T CD8+ em RR; D. T CD8+ em 

RL.
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Figura 16 - Ativação celular quarenta dias após vacinação. Quantificação de células T CD4+ e T 

CD8+ ativadas, nos dois grupos respondedores rápidos (RR) ou respondedores lentos (RL), no 

início (ex-vivo) e com quarenta dias pós-vacinação (Cuit-Ag.), após estimulação com 

promastigotas. A. CD4^25^; B. €04^71^ C. CD8+25 '; D. CD8^71.
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Fig. 17- Ativação celular com quarenta dias pós-vacinação. Comportamento da ativação de 

linfócitos T manifesta pela expressão de CD25 de respondedores rápidos (RR) ou lentos (RL), 

antes e com quarenta dias pós-vacinação. A. T CD4+ em RR; B. T CD4+ em RL; C. T CD8+ em 

RR; D. T CD8+ em RL.

Fig. 18 -  Ativação celular com quarenta dias pós-vacinação. Comportamento da ativação de 

linfócitos T manifesta pela expressão de CD71 de respondedores rápidos (RR) ou lentos (RL), 

antes e com 40 dias pós-vacinação. A. T CD4+ em RR; B. T CD4+ em RL; C. T CD8+ em RR; D. 

T CD8+ em RL.



aumento em praticamente todos os indivíduos RR avaliados (Fig. 17C). Já no grupo dos 

RL^ houve uma resposta heterogênea na ativação dos linfócitos T CD8+ (Fig. 17D). Não 

foi verificada diferença na expressão de CD71 (Fig. 16D e 18D).

5.2.2.1 Segunda avaliação: 6 meses pós-vacinação

Na avaliação com seis meses pós-vacinação, não foram detectadas mais diferenças 

na fi'eqüéncia de linfócitos ativados entre os dois grupos, após cultivo com Leishmania 

(Fig. 19).

5.5.3 Bloqueio de cítocinas no ensaio in vitro

Observou-se uma grande variabilidade da resposta ao bloqueio de IL-4, IL-10 e 

TGF-P, nos voluntários RL. lnterleucina-10 foi a citocina cujo bloqueio induziu, com 

maior freqüência, aumento da secreção de IFN-y nos sobrenadantes das culturas de CMSP 

sensibilizadas com Leishmania (Fig. 20, 21 e 22), chegando a aumentá-la em até 13 vezes 

(Fig. 21 A). Porém, observa-se também CMSP de um voluntário RL que não responderam 

ao bloqueio com nenhum dos anticorpos, nas concentrações utilizadas. A cultura CMSP 

deste indivíduo apresentava intensa apoptose de linfócitos. Vale salientar que, quando as 

culturas foram tratadas com os anticorpos isotipos, não houve alteração da produção de 

IFN-y em relação às estimuladas só com promastigotas.

Nos indivíduos que responderam com produção de IFN-y, frente ao bloqueio de 

citocinas tipo Th2, verificou-se que na segunda estimulação ocorreu aumento na secreção 

de IFN-y, mesmo utilizando uma concentração do anticorpo bloqueador 10 vezes menor 

que a utilizada no primeiro ciclo, ou mesmo sem anticorpo neutralizante. Estes dados

13



aparentemente indicam que a diferenciação funcional dos linfócitos parece ocorrer já no 

primeiro dias de sensibilização, como verificado no modelo murino.
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Figura 19 - Ativação celular, seis meses após vacinação. Quantificação de células T CD4^ e CD8^ 

ativadas nos dois grupos, respondedores rápidos (RR) ou lentos (RL), após estimulação com 

promastigotas. A. CD4^25^; CD4"71^; B. CD8+25^; CD8"7I.

Como era de se esperar, a resposta dos voluntários RR, ao bloqueio de citocinas 

tipo Th2, apresentou maior homogeneidade e menor magnitude, visto que estes indivíduos 

já  produzem IFN-y em concentrações elevadas (dados não mostrados).

5.5.4 Produção de citocinas intracelulares

Como no período inicial da sensibilização de CMSP de seres humanos, a principal 

diferença observada no fenotipo linfocitário dos RR e RL foi um aumento na frequência de 

linfócitos T CD8+ nos RR, interessava estudar o tipo de citocina produzido por esta sub- 

população linfocitária, para avaliar se eJa poderia estar fimcionando como indutora da 

resposta tipo Thl observada nos RR



Foi feita a marcação de IFN-y e de IL-10 intra-citoplasmáticas, em linfócitos 

CD4+ e CD8+, de três voluntários RR, no segundo ciclo da sensibilização in vitro, com 4 

dias de cultivo. Embora o número de individuos estudados seja reduzido, chama atenção o 

aumento da freqüência de linfócitos CD8+ produtores de IFN-y. Aproximadamente 8% 

deles apresentavam IFN-y citoplasmático, o dobro da frequência enconfrada nos linfócitos 

CD4+ (4,0%). Neste momento, observou-se também produção de lL-10 por células CD8+ 

(4%), embora em menor proporção que a de IFN-y. Interleucina-10 estava sendo produzida 

também por linfócitos CD4+ (Fíg. 23).
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Figura 20 -  Produção de IFN-y por CMSP de individuos respondedores lentos, na presença de Ac 

irrelevante (10 |J.g/ml; Controle) ou de Ac. anti-IL-4 (10 |ig/ml; A), anti-lL-10 (10 |J.g/ml; B), anti- 

TGFp (1 ng/ml; C), no primeiro ciclo de estimulação.
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Fig. 21. Resposta de CMSP de voluntários RL ao bloqueio de IL-4 ou de IL-10 ou de TGF-p, 

expressa pelo aumento da produção de IFN-y, em relação ao controle com anticorpo isotipo, em 

culturas de CMSP sensibilizadas in vitro com L. amazonensis, e tratadas com anticorpos 

neutralizantes, no primeiro ciclo de estimulação. A . Primeiro ciclo de estimulação - bloqueio 

realizado com lOpg/ml de anticorpos neutralizantes; B. Segundo ciclo de estimulação - bloqueio 

realizado com Ijjig/ml de anticorpos neutralizantes.

Aumento de IFN-y = número de vezes de aumento de IFN-y nas culturas com anticorpos

VA, IU.--T

neutralizantes, em relação ao controle com isotipo.

Figura 22 -  Freqüência de resposta com aumento da produção de IFN-y, na primeira estimulação, 

frente ao bloqueio de citocinas, com anticorpos neutralizantes, anti-IL-4 (10 jî g/ml; n=5), anti-IL- 

10 (10 pg/ml; n=7), anti-TGFp (1 (xg/ml; n=5) ou isotipo (10 îg/ml; n=7), em culturas de CMSP de 

voluntários respondedores lentos, sensibilizadas in vitro com L. amazonensis.
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Figura 23 -  Proporção de linfócito CD4+ e CD8+ , de voluntários RR, com produção de IFN-y e 

IL-10 intracelular, estimulados por promastigotas vivas de L. amazonensis, no segundo ciclo de 

sensibilização in vitro (n=3).



Neste trabalho foi padronizado um SSIV para avaliar a resposta imune inicial, de 

indivíduos sadios, à promastigotas de L. amazonensis. A resposta imune in vivo foi 

também estudada, através da vacinação com promastigotas mortas pelo calor. Observou-se 

que houve uma significativa correlação positiva, entre a resposta in vitro e a resposta pós- 

víicinação mais inicial (40 dias), para todas as citocinas avaliadas. Estes dados indicam que 

a sensibihzação in vitro é capaz de prever a resposta pós-vacinação inicial, e que este SSIV 

representa um importante instrumento no estudo da imuno-regulação da leishmaniose e na 

triagem de antígenos para vacinas contra a doença.

Um achado importante foi o de que indivíduos sadios respondem diferentemente 

frente ao contato inicial com Leishmania, tanto in vitro quanto in vivo. Um grupo, 

correspondendo a 50% deles, já na avaliação pre-vacina, apresentou resposta imum: com 

produção de ii-N-y acima de iü0pg/mi (Respondedor Rápido - RR), aumentando a 

intensidade da resposta, nas avatiaçòes após a vacinação. O outro grupo apresentou pouca 

ou nenhuma produção de IrN-y. tanto na avaiiaçào pré como na com 40 dias pós- 

vacinaçào. Porem, com I8ü dias. no fmal do estudo, ele apresentou resposta imune, 

q-janiiiaiiva c quaiiiaiivamcnic. comparável à do empo RR. caracterizando um quadro de 

resposia icnia 'Respondedor Lento - RLl. íxenlc ao csiimuio com Leishmania.

C possi^'cl que a rcsposia rápida desenvolvida pelos RR. com produçào de grande 

quaniidadc dc LFN-v c de L'NF-a. leve à ativacào de mecanismos Ldshmamcidas c 

eiimirmcãG do D arash o . E dc sc suDor que esies indivíduos sdam  capazes dc controlar a 

iníeccào íuiciaL sem desenvolver a doenca. ou. caso a desenvolvam, tenham cura 

csüoniãnca. Cura esDoniãnca icin sido relaxada cm nacientes com LCL nor L. maior
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(ZAKRAOUI e cols., 1995), por L. amazonensis (HERWALDT e cols., 1992) e por L. 

hraziliensis (MARSDEN e cols., 1984; COSTA e cols., 1990; HERWALDT e cols., 1992).

Nos voluntários RL, que desenvolveram resposta sem produção de IFN-y nem 

TNF-a nos momentos iniciais da infecção, é possível que, sem ativação dos mecanismos 

microbicidas dos macrófagos, ocorra crescimento do parasito e desenvolvimento da doença 

crônica, com curso mais indolente. Quadro semelhante foi descrito em camundongos 

infectados com T. gondii  ̂ que não apresentam uma resposta Thl inicial, e, embora 

posteriormente apresentem produção importante de IFN-y, não conseguem controlar a 

infecção (YAP e cols., 2001).

A elevada produção de IFN-y, TNF-a e IL-10 nos sobrenadantes de culturas 

estimuladas por promastigotas, já com setenta e duas horas de cultivo, merece ser 

discutida. É possível que represente uma resposta imune secundária. Já foi demonstrado 

previamente que CMSP de indivíduos sadios, não expostos previamente, podem responder 

a antígeno de Leishmania com proliferação e secreção de IFNy, em concentrações 

elevadas, por vezes comparáveis às de culturas estimuladas com mitógenos (SARAVIA e 

cols., 1989; KEMP e cols., 1992; AKÜFFO & BRITON, 1992; KURTZHALS e cois,, 

1995). KEMP e cols. (1992) mostraram que a depleção de células CD45RO^ das CMSP 

destes individuos abóle a resposta induzida por Leishmania, etiquanio que a depleção de 

CD45RA' acarreta apenas i>cqucna redução da resposta. Estes dados indicam que as 

células r, envolvidas ncsta resposta, são células de memória- corroborando a hipótese de 

resposta secundária, psossivclmcnte por reação cruzada com antígenos não relacionados. E 

possivcí. tambcm. que a produção iniciai elevada de ÍFN-y scia produzida peías cciuiaa 

NK. cm uní mecanismo mais relacionado com resposta inata. Foi também observado que 

células NK. cm maior escala, c células T CDsí participam dcsxa resposta iniciai 

(AKÜFFO c cols.. 1993). Esia imunidade, não específica, node contribuir cara a
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resistência à infecção por Leishmania (AKUFFO & BRITON, 1992). Ainda na linha de 

que a resposta inata está implicada na diferença da produção inicial de IFN-y, tem sido 

relatado que lL-18 ou lL-15, citocinas produzidas por macrófagos, podem sinergizar com 

IL-12, induzindo produção de IFN-y por células NK, em concentrações elevadas. Esta 

resposta parece não requerer sensibilização prévia (FEHNIGER e cols., 1999). Visto não 

ter sido avaliada a produção de IL-18 e de IL-15 neste trabalho, não se pode descartar a 

possibilidade destas citocinas terem participação na resposta observadas nos RR, o que 

merece ser avaliado posteriormente.

Vale salientar também que, embora os indivíduos RR avaliados neste trabalho 

possam apresentar resposta imune decorrente de reações cruzadas com antígenos não 

relacionados, esta resposta não foi detectada na avaliação pre-vacinação em nenhum dos 

parâmetros avaliados; sorologia, IDRM e linfoproliferação com sangue total. Ela pode não 

ter sido detectada, possivelmente devido à baixa freqüência de células respondedoras 

circulantes. KEMP e cols. (1992) observaram que a freqüência de células circulantes, 

respondedoras a antígenos de Leishmania, variou de 1:12. 000 -  1:98.000, nos indivíduos 

não expostos. Como no ensaio de linfoproliferação com sangue total utíliza-se o sangue 

total diluído 1:10 (FIAVEY & FRANKENBURG, 1992), a possibilidade de detectar 

resposta Le/.vftma«/«-específica em indivíduos não expostos é baixa neste ensaio.

Quanto ao tipo de resposta T desenvolvida, no grupo RR, tanto na avaliação pre- 

vacinação, como na de 40 dias pós-vacinação, observou-se uma resposta 

predominantemente tipo Thl, associada a lL-10 alta (Fig. 6 A e C). Quantidades 

significativas de lL-10 e IFN-y podem ser observadas quando ocorre produção elevída de 

ÍL-12 (AKUFFO e coís., 1999). Embora não tenha sido quantificada a concentração de ÍL- 

1 2  nos sobrenadantes de culturas dos voluntários vacinados, nos ensaios feitos com 

voluntários que não foram vacinados, para o estudo de bloqueio de citocinas, os RR
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apresentaram IL-12 em concentrações elevadas (dados não mostrados). Por outro lado, os 

RR apresentavam também TN Fa elevado, e tem sido evidenciado que TNF-a pode 

antagonizar a inibição mediada pela IL-10, sugerindo que dependendo do estímulo 

ativador, a presença de IL-10 pode não resultar em anergia (BROSSART e cols., 2000). 

Mais tarde, com seis meses pós-vacinação, observou-se, neste grupo, resposta Thl com 

aumento de Th2 (Fig. 6D). O aumento de IL-10, nos dois primeiros pontos avaliados, e a 

resposta tipo Th2, detectada na última avaliação, possivelmente podem ser atribuídos a 

mecmismos reguladores da resposta imune, para manter a homeostasia do sistema, 

inibindo resposta lesiva decorrente da produção alta de TNF-a e IFN-y (FIORENTINO e 

cols., 1989; WAGNER e cols., 1991; PALUDAN, 1998; JOSS e cols., 2000).

Chama atenção o comportamento da produção de TNF-a nos voluntários do 

grupo RR, na avaliação pós-vacinação. Ela estava aumentada, com 40 dias pós-vacinação 

(média=463 pg/1 Orceis.) e caiu na avaliação com seis meses pós-vacinação, não 

acompanhando o comportamento do IFN-y (Fig. 6B), que permanece aumentado. A 

dissociação da produção de TNF-a e de IFNy, neste estudo, pode ser decorrente do fato do 

TNF-a ser uma citocina pro-inflamatória, tendo sua regulação mais precoce, para evitar 

danos teciduais, decorrentes de uma resposta inflamatória exacerbada. Uma outra 

possibilidade, que se deve afastar, é a de que o aumento verificado com 40 dias pós- 

vacinação poderia ser decorrente de contaminação do meio com LPS bacteriano. Esta 

possibilidade fica afastada, porque quando se avaliam as concentrações desta citocina nos 

sobrenadantes das cuhuras com células não estimuladas, todas apresentavam baixas 

concentrações (média = lOpg/ml). O mesmo meio foi usado para os RL. Outra 

possibihdade, é que poderia ser decorrente de contaminação nas promastigotas. Esta 

possibilidade, embora não possa ser afastada categoricamente, parece pouco provável, 

porque as culturas eram mantidas por quatro dias a 37®C, tempo suficiente para haver

82



crescimento bacteriano detectável ao exame microscópico de rotina, realizado antes da 

coleta das células, a não ser em casos de contaminação com Mycoplasma, que não foi 

avaliada neste trabalho (ROWE e cols., 1998). Além disso, os mesmos parasites foram 

utilizados nas culturas dos RL. Uma outra situação em que pode ocorrer elevação do TNF-

a , é após atividades físicas extenuantes (PEDERSEN, 2000). O aumento de TNF-a 

encontrado aqui, não parece ser decorrente desta variável, por não ter sido observado 

aumento de suas concentrações nos voluntários RL, que estavam submetidos às mesmas 

atividades físicas que os RR.

Em relação ao tipo de resposta imune desenvolvida pelos RL, chama atenção a 

não produção de IFN-y, TNF-a, associado à presença de IL-10 e baixas concentrações de 

IL-5 nos momentos iniciais e com potente resposta Thl mais tardiamente (Fig. 6A e 6D). 

Esses dados sugerem um quadro de supressão periférica, porque se observava aumento da 

subpopulação de linfócitos T CD4+, sem produção de citocinas tipo Thl e baixa do tipo 

Th2. Essa produção limitada, ou mesmo inexistente, de citocinas neste período inicial, 

sugerem que, nestes indivíduos, a exposição a antígenos de Leishmania induz um estado de 

imunossupressão periférica dos linfócitos T, com células B responsivas, visto que a 

produção de anticorpos específicos foi comparável à do grupo RR (Fig. 9), em todos os 

momentos avaliados.

Algumas condições são descritas como indutoras de supressão de células T. Uma 

possibilidade pode ser decorrente de co-estimulação insuficiente ou ausente, o que 

resultaria no bloqueio da via Ras/MAP cinase, que, por sua, vez inibiria a formação de IL-

2. Neste caso, ocorre também ausência de produção de IL-3, TNF-a e redução da produção 

de IFN-y (SCHWARTZ, 1999). BRODSKYN e cols. (2001) mostraram que as moléculas 

B7 (CD80 e CD86) e CD40 são importantes para a produção de IFN-y, na infecção inicial 

in vitro. No entanto, ainda é desconhecido o papel destas moléculas coestimulatórias na
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resposta dos RL. Uma outra possibilidade, é que esta resposta seja decorrente de 

estimulação com antígeno de baixa afinidade, o que resultaria numa sinalização subótima 

dos receptores de célula T, suficiente para induzir os inibidores da via Ras, mas não 

adequada para produzir IL-2 (SLOAN-LANCASTER e cols., 1994; SCHWARTZ, 1999). 

Uma ligação de baixa afinidade entre o antígeno e o receptor de célula T pode acontecer, 

por diferença sutil na estrutura do peptídeo antigênico (PLEBANSKI e cols., 1999) ou pela 

apresentação por diferentes moléculas MHC classe II (BOYTIM e cols., 2000; RACIOPPI 

e cols., 1993). Ambas as condições podem modular seletivamente funções das células T 

efetoras e causar uma supressão transitória. A reversão do quadro anérgico geralmente 

ocorre meses depois, após a degradação do antígeno.

Nas amostras ex-vivo, antes da vacinação, não se observou diferença entre os dois 

grupos, quanto à freqüência de células T CD4+CD25+ (Fig. 13 A), no entanto com 40 dias 

pós-vacinação, ocorreu um aumento significativo destas células (ex-vivo) nos RL (Fig. 

16A). Isto sugere que a supressão inicial induzida pela vacina pode ser mediada por células 

T CD4+CD25+ regulatórias.

A supressão exercida por células T anérgicas supressoras pode ser mediada por 

mais de um mecanismo, quer através de citocinas, como lL-10, TGFp ou através da 

indução de apoptose (SAKAGUCHI e cols., 1995; THORNTON & SHEVACH, 1998; 

KUNIYASU e cols., 2000; TAAMS e cols., 2000; VENDETTI e cols, 2000; GROUX, 

2001; SHEVACH, 2001).

Para investigar se a supressão periférica observada nos RL era mediada por 

citocinais tipo Th2, ou por células anérgicas supressoras, visto que IL-10 estava aumentada 

nos primeiros momentos (Fig. 6C), realizamos ensaios de bloqueio da atividade de 

citocinas in vitro, com anticorpos neutralizantes (anti-IL-10, anti-IL-4 ou anti-TGF-P). A 

resposta, frente aos anticorpos bloqueadores, foi muito heterogênea, variando desde
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ausência de resposta, como observado em um voluntário, a um aumento de até 13 vezes na 

produção de IFN-y, sugerindo que a supressão parece ser multifatorial e espectral. IL-10 

foi a citocina que teve ação mais relevante, no bloqueio da produção de IFN-y. (Fig.21 e 

19). Este achado mostra correlação com a produção de IL-10 aumentada, após 

sensibilização in vitro e in vivo.

Embora anti-IL-10 também aumente a produção de IFN-y em culturas de CMSP 

de pacientes com LCL, esta resposta, embora significativa, é também heterogênea 

(ROCHA e cols., 1999), sugerindo, mais uma vez que esta anergia inicial parece ser 

multifatorial. Os mecanismos envolvidos nesta anergia merecem ser melhor estudados.

A proporção de indivíduos RL assemelha-se à de pacientes com LTA que 

desenvolvem supressão transitória nos primeiros meses da doença. Como observado por 

ROCHA e cols. (1999), aproximadamente 40% dos pacientes com LTA, avaliados com até 

três meses de doença, não apresentam produção de IFN-y. Porém, com seis meses de 

evolução, estes pacientes produzem IFN-y em concentrações elevadas, comparáveis à dos 

que produzem esta citocina desde o início da doença.

Analisando os resultados de proteção observados nos ensaios clínicos da vacina 

contra leishmaniose (ANTUNES e cols., 1986; ARMIJOS e cols., 1998), observa-se que a 

taxa de proteção foi muito variável. Embora a maioria dos ensaios clínicos realizados com 

a vacina, na América do Sul, não tenha sido bem controlado, um outro fator que pode estar 

contribuindo para os achados variáveis pode ser o fato da supressão transitória induzida 

pela vacina. Assim, parte dos indivíduos vacinados fíca mais susceptível de se infectar se a 

vacina tiver sido aplicada em período de transmissão da doença.

NASCIMENTO e cols. (1990) e MENDONÇA e cols. (1995) já  tinham descrito 

que a vacina contra leishmaniose induzia o aumento de células T CD8+. No entanto, neste 

nosso estudo, foi possível observar que ocorreu aumento somente nos indivíduos RR, na
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elevação da ativação destes linfócitos T CD8+, manifesta pela maior frequência de 

linfócitos T CD8+ expressando marcadores de ativação, como o receptor de TT -2 (CD25) 

e/ou receptor de transferrina (CD71) (Fig, 15C e D). A diferença entre os dois grupos foi 

estatisticamente significante, para estes dois parâmetros. Alimento semelhante foi 

observado também no final da imunização in vitro (Fig. 13 C e D). Nossos dados sugerem 

que linfócitos CD8^ parecem desempenhar papel relevante na resposta imune inicial dos 

indivíduos RR, após imunização contra Leishmania.

Para avaliar o papel das células T CD8+, foi feita a marcação de IFN-y e de IL-10 

intracitoplasmáticas, em linfócitos CD4+ e CD8+, nos voluntários RR. No final da 

imunização in vitro, chamou atenção o aumento relativo de linfócitos CD8+ produtores de 

IFN-y. Com quatro dias de sensibilização, aproximadamente 8% dos linfócitos CD8+ 

apresentavam IFN-y citoplasmático, o dobro da freqüência encontrada nos linfócitos CD4+ 

(4,0%) (Fig. 23). Uma limitação de nossos dados foi o fato de não ter sido feito a 

diferenciação entre as diversas subpopulações que expressam CD8. Como não foi possível 

diferenciar células T das NK-T e das NK, nos ensaios de detecção de citocina intracelular 

neste trabalho, não podemos afastar a possibilidade destas duas últimas subpopulações 

estarem envolvidas na produção inicial de IFN-y na resposta dos RR. Embora os linfócitos 

T CD4+ sejam a maior fonte de IFN-y (KEMP e cols., 1999; ADJARY e cols., 2000; 

BOTTREL e cols., 2001), células T CD8+ podem produzir quantidades significativas de 

IFN-y na leishmaniose cutânea murina (CHAN, 1993). Nossos dados sugerem uma 

possível participação dos linfócitos T CD8+ na produção inicial de IFN-y, como tem sido 

observado em infecção bacteriana (LERTMEMONGKOLCHAI e cols., 2001). Uma outra 

possibilidade, que não pode ser afastada, é a de que essa produção de IFN-y pelos 

linfócitos CD8+ nos RR pode ser decorrente da ativação das T CD4+.
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O papel dos linfócitos T CD8+ parece ser fundamental para: a) evitar a 

disseminação do parasito nos primeiros dias de infecção (LASKAY e cois., 1995); b) inibir 

a produção de IL-4 e IL-13, e induzir a produção de IL-12 e resposta tipo Thl (SCOTT, 

1991; REINER e cois., 1995). AKUFFO e cois. (1993) já  tinham demonstrado que a 

produção inicial de IFN-y em individuos não expostos é atribuida principalmente às células 

NK e, em menor proporção, às T CD8+. Já está bem estabelecido que linfócitos T CD8+ 

participam do mecanismo imune efetor na eliminação do parasito, através da liberação de 

citocinas e da atividade citotóxica (MULLER e cois., 1991, 1993 e 1994; CHAN, 1993; 

CONCEIÇÃO SILVA e cois., 1998; HARTY e cois., 2000). Em nossos dados não 

avaliamos citotoxicidade, mas na leishmaniose humana foi demonstrada atividade 

citotóxica importante em pacientes com leishmaniose cutâneo-mucosa (BRODSKYN e 

cols., 1997), assim como após sensibilização in vitro com Leishmania, de voluntários não 

expostos (RUSSO e cols., 1998).

Tem sido descrito, no sistema imune, um mesmo tipo celular exercendo atividade 

estimulatória e inibitória. As células NK, inicialmente, estimulam a produção de IL-12 e 

elas participam também da regulação inibitória desta citocina, através da produção de IFN- 

a  ou IFN-p e de NO-sintetase tipo2 (DIEFENBACH e cols., 1998; HUANG e cols., 1998; 

BOGDAN e cols., 2000), regulando a concentração de IL-12 no microEimbiente, e 

contribuindo para a homeostasia do sistema. Aparentemente, neste trabalho, as células T 

CD8+ parecem exercer diferentes papeis na infecção por Leishmania. Outro papel possível 

parece ser o de imuno-modulação, através da produção de IL-10 e de citotoxicidade 

dependente de Fas, na modulação dos efeitos nocivos da produção excessiva de IFN-y e de 

TNF-a. Após a imunização in vitro, dentre os linfócitos CD8+, 3,9% apresentavam IL-10 

citoplasmática. É possível que as células T sejam uma das fontes desta citocina, observada 

em concentrações elevadas nos sobrenadantes de culturas dos RR, nos dois primeiros
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pontos. É importante salientar que o comportamento das células T CD8+ ativadas 

correlaciona-se com a produção de IL-10, antes e após a vacinação. Tem sido descrita a 

expansão de células T co-produzindo IL-10 e IFNy, em resposta à infecção por L  donovani 

(KEMP e cois., 1999b). Novos ensaios, avaliando a cinética de produção de IFN-y e de IL- 

10, na imunização in vitro, a se ocorre citotoxicidade tomam-se necessários para esclarecer 

melhor o papel das células T CD8^ na imuno-regulação da infecção humana por L. 

amazonensis.

Alguns trabalhos mostram que a apoptose, mediada por Fas (HUANG e cols., 

1998; CONCEIÇÃO-SILVA e cols., 1998) ou por TNFRp55 (VIEIRA e col., 1996; 

KANALY e cois. 1999) é necessária para o controle do infiltrado inflamatorio, após a 

eliminação do parasito (CONCEIÇÃO SILVA e cols., 1998; KEMP e cols., 1999b; 

HARTY e cols., 2000). Na infecção tardia, as células T CD8+ têm também papel 

fundamental na manutenção da memória imunológica (MULLER, 1992). O aumento de 

células T CD8^ tem sido relatado, em pacientes com LTA tratados e curados assim como 

em indivíduos sadios vacinados (DA-CRUZ e cols., 1994; COUTINHO e cols., 1996; 

GAAFAR e cols., 1999).

Embora sejam inúmeras as evidências de que linfócitos T CD8+ são importantes 

no controle da infecção por Leishmania, alguns trabalhos, no entanto, mostram que 

camundongos deficientes de células T CD8‘̂  (HUBER e cols., 1998) ou de T 008"^ 

funcionais, pela deleção do gene da molécula de p2-microglobulina (OVERATH e cols., 

1993), controlam a infecção do mesmo modo que os seus controles selvagens. Embora 

estes dados indiquem que os linfócitos T CD8+ não são relevantes no controle da infecção 

por Leishmania, deve-se ter em mente que o sistema imune apresenta diversos mecanismos 

redundantes, e que na ausência de um, outros mecanismos compensatórios alternativos são
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ativados (NOBEN-TRAUTH e cols., 1996, 1999; TAYLOR & MURRAY, 1997; DAVID

& WANG, 1999).

A IDRM tern sido amplamente utilizada como um excelente teste diagnóstico de 

leishmaniose, indicando infecção prévia ou ativa. Na LV, a positividade na IDRM tem sido 

interpretada como um bom marcador de proteção. Pacientes com LV ativa apresentam 

IDRM negativa (REED e cois., 1986), que se toma positiva com a cura da doença 

(BADARÓ & DUARTE, 1996). Na LCL e na LCM, a IDRM apresenta correlação direta 

com tempo de doença, mas a correlação positiva entre IDRM e proteção não se verifica de 

modo tão linear como na LV. Embora pacientes com LCD, a forma anérgica apresenta 

IDRM negativa (BRYCESON, 1970; BARRAL e cois., 1995) e pacientes cxirados de LC 

apresentam IDRM positiva e são resistentes à reinfecção, contudo, pacientes com LC 

apresentam IDRM positiva com 2 a três meses de evolução (BARRAL e cois., 1995a), 

ainda com doença ativa. Neste caso a conversão do teste não está associada à proteção. 

Pacientes com LCM, refratária a tratamento, apresenteim IDRM fortemente positiva, 

embora não controlem a infecção. Aqui, também, ela não se associa à proteção.

A IDRM tem sido usada, também, para o acompanhamento em estudos de vacina 

e a conversão do teste, pós-vacinação, tem sido lida como indicação de proteção da vacina. 

Aqui, alguns pontos merecem ser discutido. Nos nossos dados, 75% dos RR e 81% dos 

RL apresentaram IDRM positiva com 40 dias pós-vacinação, não sendo possível distinguir 

RR de RL pela IDRM. O IFN-y tem sido considerada uma citocina característica de 

resposta protetora, tipo Thl. Nos nossos dados, não houve correlação positiva entre a 

produção de IFN-y e o diâmetro ou conversão da IDRM, nos voluntários vacinados contra 

leishmaniose. A resposta do teste cutâneo ao BCG não se correlaciona com a produção de 

IFN-y, pelas CMSP estimuladas com M. tuberculosis, após revacinação com BCG 

(BARRAL-NETTO, comunicação pessoal). MACPHEE e cols. (1993) fizeram uma análise
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fiincional e fenotípica das células recuperadas de testes cutâneos para PPD ou Candida. De 

particular interesse foi a observação de que as células recuperadas podem ser tipo Thl ou 

Th2, e que o tipo de diferenciação depende do tipo do antígeno e de outros fatores, como o 

tempo de evolução da doença. Indivíduos sadios podem responder a antígenos de toxóide 

tetânico com diferenciação de células tipo Thl. No sítio do teste cutâneo, no entanto, em 

pacientes com hanseníase tuberculóide ocorre indução de células tipo Th2. Aparentemente 

as células atraídas para o sítio de inoculação do antígeno na derme, reconhecem o antígeno, 

mas podem ser linfócitos tipo Thl ou Th2, não indicando necessariamente proteção. 

Embora mereça um estudado mais criterioso, esses dados, em conjunto, sugerem que a 

IDRM parece ser preferencialmente um indicador de sensibilização, ou de exposição aos 

antígenos de Leishmania e não de proteção.

Em resumo, este trabalho mostrou que: a) indivíduos sadios, sem contato prévio 

com Leishmania, apresentam potente resposta imune, predominantemente típo Thl, na 

sensibilização com promastigotas vivas. No enteinto, eles diferem na interação inicial, 50% 

deles apresentam resposta rápida (RR), enquanto os demais apresentam resposta lenta 

(RL); b) nos voluntários RR, verificou-se um aumento significativo da ativação das células 

T CD8* na resposta inicial, in vitro e in vivo, com produção de ÍFN-y e/ou IL-10. É 

possível que elas possam participar da produção inicial de IFN-y e/ou da modulação da 

resposta tipo T hl, através da secreção de lL-10; c) os mecanismos de bloqueio na 

produção de IFN-y, nos RL, parecem ser multifatoriais; d) o sistema de sensibilização in 

vitro utilizado neste estudo tem a capacidade de prever a resposta de sensibilização pós- 

vacinação. Isto indica que este sistema de sensibilização in vitro significa um importante 

instrumento no estudo da imuno-regulação da leishmaniose e na triagem inicial de 

antígenos para vacina. Além disso, a triagem de antígenos imunogênicos, num sistema in
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vitro, apresenta vantagens quanto à segurança dos voluntários, aos custos e à comparação 

de mais de um antígeno, na mesma população.
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1. O sistema de sensibilização in vitro, utilizado neste estudo, tem a capacidade de 

prever a resposta de sensibilização pós-vacinação;

2. Indivíduos não expostos à Leishmania diferem na resposta imune inicial, in vitro 

e in vivo;

3. Parte dos indivíduos sadios, sem contacto prévio com Leishmania, apresenta 

potente resposta imune, predominantemente do tipo Thl, na sensibilização com 

promastigotas, enquanto a outra parte apresenta um período transitório de 

anergia, respondendo, mais tardiamente de modo semelhante aos demais;

4. As células T CD8"  ̂ parecem exercer papel importante nos eventos iniciais da 

infecção por Leishmania nos indivíduos respondedores rápidos, possivelmente 

participando na produção inicial de IFN-y e/ou posteriormente na modulação da 

resposta tipo Th 1;

5. A anergia inicial observada nos indivíduos RL parece ser multifatorial, com 

participação relativa de IL-4, IL-10 e TGF-p e possivelmente de outros 

mecanismos não abordados no escopo deste trabalho;

6. O aumento de células T CD4+CD25+ (ex-vivo) nos indivíduos RL, associado ao 

aimiento de IL-IO após a vacinação, sugerem que esta anergia possa ser mediada 

por T regulatória CD4+CD25+.
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9.1 TERMO DE COMPROMISSO
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9 ANEXOS

Eu _____________________________________________ , fui informado que este

estudo é urna pesquisa e que seu objetivo é determinar a relação entre resposta imune e as 

formas clínicas da leishmaniose. A parte neste estudo prevê a doação de sangue antes e 

após vacina contra leishmaniose, a que serei submetido. A duração prevista de minha 

participação na pesquisa é de no máximo 90 dias.

O procedimento será o seguinte: doarei 50 ml de sangue antes e 7 semanas após a 

vacinação. O desconforto e risco inerentes ao procedimento são aqueles relacionados com 

a retirada de sangue venoso, como dor local e, mais raramente, infecção podem ocorrer. 

Este é um procedimento médico de rotina e todos os cuidados serão tomados.

Os resultados deste estudo serão discutidos comigo e considerados confidenciais. Os 

resultados serão divulgados na forma de comunicação científica, não permitindo a 

identificação individual dos participantes.

D r .___________________________________discutiu comigo esta informação e se

colocou a disposição para responder. Se eu tiver novas perguntas poderei contactá-lo pelo

telefone __________________  ou entrar em contato com o responsável Dr.

________________________________ _ pelo telefone____________.



Minha participação neste estudo é inteiramente voluntária e sou livre para me recusar 

de participar do estudo ou me retirar em quedquer época, sem afetar os cuidados médicos 

que devo receber. Recebi um cópia deste formulário e tive oportunidade de ler com 

cuidado.

Pelo presente, consinto voluntariamente em participar deste estudo, permitindo que 

os procedimentos descritos acima sejam realizados em mim.
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Ass. Voluntário 

RG.

Ass. Testemunha 

RG

Data; /
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Anexo 9.2 -  Resultado da intradermo-reação de Montenegro e da concentração de IFNy no 

sobrenadante de MSP de individuos com 40 dias pós-vacinação contra Leishmania.

Voluntários IDRM (mm) IFNy (pg/10^ cels.)

1 11,5 112,4
2 0,7 19,5
3 11,5 461,6
4 8,3 946,2
5 4,7 3607,2
6 11,0 2496,5
7 10,0 3134,0
8 6,0 1756,0
9 0,0 120,2
10 6,5 1923,0
11 9,5 305,2
12 4,5 21,3
13 5,3 1867,2
14 0,0 1307,6
15 4,0 340,4
16 6,3 87,7
17 8,0 341,2
18 7,5 373,2
19 11,8 28,6
20 5,5 1,0
21 0,0 93,1
22 13,3 187,8
23 9,0 21,0
24 10,8 13,5
25 8,0 77,4
26 8,3 5,0
27 8,0 29,1
28 4,7 18,7
29 10,0 28,2
30 5,0 7,6
31 12,0 4,4
32 7,0 11,7
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Anexo 9.3 -  Fenotipo ex-vivo observado antes e com 40 dias após vacinação contra

leishmaniose. Média ± desvio padrão. (*) p<0,05.

Sub-populações

Respondedor Rápido Respondedor Lento

Pré-vacina (%)

Pós-vacinação

(%) Pré-vacina (®/o)

Pós-vacinação

(%)

CD4^ 36,5 ±9,1 35,0 ± 13,5 33,2 ±8,1 35,4 ± 11,5

CD8^ 20,7 ±5 ,7 25,8 ± 6 , 9 * 18,5 ±8,7 22,7 ±9 ,9

CD19" 20,6±7,4 14,4 ±6 ,0 21,5 ±13,4 14,9 ±5 ,5

CD56" 13,2 ±6 ,4 10,2 ±5 ,9 14,1 ±6 , 5 13,9 ±5 ,6
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Anexo 9.4 -  Produção de IFN-y (pg/1 Orcéis.) por CMSP de individuos RR ou RL, durantes

os dois ciclos de sensibilização in vitro com promastigotas vivas de L  amazonensis.

Respondedor Rápido Respondedor Lento

N° 1" 
Voluntário Estimulação

2"
Estimulação

N° 1̂  

Voluntário Estimulação

2a

Estimulação

1 2663,0 4107,0 2 9,5 3,9

5 401,8 1680,0 12 0,7 22,9

6 686,2 3774,0 19 57,1 49,1

7 182,4 586,6 28 1.3 70,3

8 683,8 1681,0 29 34,7 164,3

10 609,4 3895,0 31 19,5 76,6

11 1401,2 3614,0 32 72,7 28,5

14 60,5 337,4 34 41,4 46,6

16 70,7 439,5 35 170,5 27,7

17 17,6 342,6 37 7,5 0,1

21 613,6 2782,5 38 34,4 0,1

23 NR 1003,0 39 1,3 0,1

24 NR 1195,0 41 59,8 0,1

25 NR 835,6 42 22,7 0,1

27 NR 337,5 44 46,4 0,1

30 53,9 974,2 45 43,6 141,8
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Anexo 9.5 -  Produção de TNF-a (pg/1 Orcéis.) por CMSP de individuos RR ou RL,

durantes os dois ciclos de sensibilização in vitro com promastigotas vivas de L.

amazonensis.

Respondedor Rápido Respondedor Lento

N° 2̂

Voluntário Estimulação Estimulação

N° 1® 2̂

Voluntário Estimulação Estimulação

1

5

6

7

8 

10 

11 

14 

16 

17 

21

23

24

25 

27 

30

569,6

27,3

644,4

15.6

58.9

64.9

42.6 

14,0

7.6 

9,5 

17,8 

NR 

NR 

NR 

NR 

6,1

562,8

262,1

453.1

87.9

282.1 

802,6

0,0

52,2

21.7

10.7

22.9

108.3

91.7

75.3

20.8

46.3

2,

12

19

28

29

31

32

34

35

37

38

39

41

42

44

45

262,4

5.0

5.1 

10,6

4.4 

7,7

7.4

3.0

4.5

13.5 

9,9

5.5

17.5

12.5 

3,4

11.0

0,0

0,0

0,0

39,3

33.1 

0,0 

5,9

1.4

27.1 

12,0 

1,7 

0,0 

0,0

22.4 

2,0 

33,3
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Anexo 9.6 -  Produção de IL-10 (pg/1 Orcéis.) por CMSP de individuos RR ou RL, durantes

os dois ciclos de sensibilização in vitro com promastigotas vivas de L. amazonensis.

Respondedor Rápido Respondedor Lento

N° 1" 2^

Voluntário Estimulação Estimulação

N° 2®

Voluntário Estimulação Estimulação

1

5

6

7

8 

10 

11 

14 

16 

17 

21

23

24

25 

27 

30,

198.0

108.1

127.0

158.8 

118,5

114.9 

162,8 

18,6 

33,1

17.0 

28,6 

NR 

NR 

NR 

NR 

14,3

91.3

38.4

39.6

1.3

3.7 

2,0

17.6

217.6

338.5

296.5

59.3

21.7

38.6 

34,2 

35,0

41.8

2

12

19

28

29

31

32

34

35

37

38

39

41

42

44

45

139.9 

8,0 

37,6

10.3

28.9

10.4 

27,2 

3,7

47.1

19.0

8.9

13.2

30.5

36.0 

7,1

14.0

20,1

226,4

3.1

38.3

4.3

60.5 

5,6

67.1

5.1

4.0

2.0

37.3

27.5

194.1

13.6
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Anexo 9.7 -  Produção de lL-5 (pg/1 Orcéis.) por CMSP de individuos RR ou RL, durantes

os dois ciclos de sensibilização in vitro com promastigotas vivas de L. amazonensis.

Respondedor Rápido Respondedor Lento

N° 2̂

Voluntário Estimulação Estimulação
N° r 2"

Voluntário Estimulação Estimulação

1

5

6

7

8 

10 

11 

14 

16 

17 

21

23.0

24.0

25.0

27.0

30.0

7.7

2.7

3.1 

0,0 

0,0 

0,0

1.7

8.2 

10,6

1.3

18.3 

NR 

NR 

NR 

NR 

20,8

0,0

NR

0,0

0,0

0,0

0,0

11.9

76.7

169.1

28.1

171.4

534.9

39.7 

251,0

42.4 

110,5

2

12

19

28

29

31

32

34

35

37

38

39

41

42

44

45

2.9 

0,0 

4,8

23.9

7.9 

3,2 

12,6

15.5

56.5

6.7

8.7

1.8

19.4

10.4

4.5 

1,1

0,0

19.8

8.5 

24,6

21.5

107.0

17.0

36.5 

42,4 

31,2

51.6

8.3

23.0

23.3

19.8

70.8
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Anexo 9.8 -  Produção de IFN-y (pg/1 Orcéis.) por CMSP, após estimulação com

promastigotas vivas de L. amazonensis, em individuos RR ou RL, com 40 dias ou 6 meses

pós-vacinação contra leishmaniose.

Respondedor Rápido Respondedor Lento

N° 40 dias 6 meses 
Voluntário Pós- Pós- 

________  vacinação vacinação

N° 40 dias 6 meses
Voluntário Pós- Pós-

___vacinação vacinação

1

5

6

7

8 

10 

11 

12 

14 

16 

19 

21 

23 

25 

27 

31

112.4 

461,6

946.2

3607.2

2496.5

3134.0

1756.0

120.2

1923.0

305.2

1867.2

1307.6

340.4

341.2

373.2 

187,8

2370.0

5116.0 

66,8

4182.0

163.6 

NR

187.0

4342.0

898.0

2250.0

2132.0

2126.0

409.6 

NR

645.6 

4074,0

2

17

24

28

29

30 

32

34

35

37

38

39

41

42

44

45

19.5

21.3

87.7

28.6 

1,0

93.1 

21,0 

13,5

77.4 

5,0

29.1

18.7

28.2 

7,6

4.4

11.7

3184.0 

668,4

949.0 

1006,8 

1681,6

2300.0 

1656,6

2002.0

2123.0

2004.0

2298.0 

1770,2

4282.0 

127,3

615.0

2720.0
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Anexo 9.9 -  Produção de TNF-a (pg/1 Orcéis.) por CMSP, após estimulação com

promastigotas vivas de L. amazonensis, em individuos RR ou RL, com 40 dias ou 6 meses

pós-vacinação contra leishmaniose.

Respondedor Rápido Respondedor Lento

N° 40 dias 6 meses 
Voluntário Pós- Pós- 

___________ vacinação vacinação

N° 40 dias 6 meses 
Voluntário Pós- Pós- 

_______ vacinação vacinação

1

5

6

7

8 

10  

1 1  

12  

14 

16 

19 

2 1  

23 

25 

27 

31

1278.0

490.0 

886,6
1017.0

395.0

949.6

388.8

4.2

7.3 

2,9

750.8

647.0

10.6 

NR

107.9

9.9

199.0

174.0 

5,4

266.0

15.0 

NR

9.0 

167,6

14.0

16.0

15.0

2 2 .0  

NR 

NR 

6,0 

16,0

2 134,6 103,0

17 5,4 11,0

24 8,8 8,0

28 12,7 24,0

29 4,6 12,9

30 36,5 1,0

32 6,6 13,0

34 14,6 5,0

35 5,0 8,0

37 5,5 16,0

38 3,6 NR

39 3,0 21,8

41 10,7 13,0

42 2,8 3,0

44 0,4 7,54

45 6,7 14,0
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Anexo 9.10 -  Produção de IL-10 (pg/1 Orcéis.) por CMSP, após estimulação com

promastigotas vivas de L. amazonensis. em individuos RR ou RL, com 40 dieis ou 6 meses

pós-vacinação contra leishmaniose.

Respondedor Rápido Respondedor Lento

40 dias 6 meses 
Voluntário Pós- Pós- 

___________ vacinação vacinação

N° 40 dias 6 meses 
Voluntário Pós- Pós- 
___________ vacinação vacinação

1

5

6

7

8 

10  

1 1  

12  

14 

16 

19 

2 1  

23 

25 

27 

31

203.7

200.7

154.5

93.2

68.5 

0,4

166.7

32.3

131.5

101.3 

26,0

54.5

37.7

30.6

50.3 

6,1

133,6

90,1

13.5

99.5

30.0 

NR

39.0

25.7 

15,9 

NR 

5,4

24.7 

NR 

NR 

4,2 

19,3

2

17

24

28

29

30 

32

34

35

37

38

39

41

42

44

45

97.5

26.6

35.2

19.2 

NR 

32,5

32.0

17.4

79.8

9.4

7.0 

3,3

39.0 

66,7 

46,5

14.9

25.0

79.9 

102,3

10.9

41.6

22.9

17.1 

81,0 

54,4

12 .2

7.6

5.5

25.5 

2 1 , 2  

93,2 

4,1
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Anexo 9.11 -  Produção de lL-5 (pg/1 Orcéis.) por CMSP, após estimulação com

promastigotas vivas de L. amazonensis,.em individuos RR ou RL, com 40 dias ou 6 meses

pós-vacinação contra leishmaniose.

Respondedor Rápido Respondedor Lento

N° 40 días 6 meses
Voluntário Pós- Pós-

vacinação vacinação

N° 40 dias 6 meses
Voluntário Pós- Pós-

vacinação vacinação

1

5

6

7

8 

10  

11  

1 2  

14 

16 

19 

2 1  

23 

25 

27 

31

3,5

4.0 

5,7

3.4

4.4

6.1

3.4 

47,9

11.3

16.3

3.5 

4,1 

82,8

17.6

32.3

8.6

22.3 

40,52 

66,58 

9,94 

171,26 

NR 

44,9

92.4 

101,28 

79,76 

84,38 

89,18 

NR 

NR 

56,2 

42,7

2

17

24

28

29

30 

32

34

35

37

38

39

41

42

44

45

3,6

33.2

44.2

54.4

11.9

16.2

41.7

78.9

65.5

41.0 

21,3

11.9

50.5

17.5

11.7

60.1

15,72

131,22

160,6

228,0

43.0

32.6

47.2

142.3

74.2

271.0

174.3

118.1

149.2 

48,9

54.7

80.7
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Anexo 9.12 - Quantificação de anticorpos IgG séricos contra antígeno de L. amazonensis, 

por ELISA, em RR ou RL, antes e em deis períodos após vacinação. O ponto de corte foi 

estabelecido previamente em 0,1.

Respondedor Rápido Respondedor Lento

Pré-vacina Pós-vacinação Pré-vacina Pós-vacinação

Volunt. 40 dias 6 meses Volunt. 40 dias 6 meses

5

6

7

8 

10  

1 1  

1 2  

14 

16 

19 

21 

23 

25 

27 

31

0,030

0,086

0,080

0,034

0,074

NR

0,092

0,053

0,087

0,058

0,062

0,057

0,065

0,069

0,055

0,072

0,277

0,282

0,104

0,147

0,140

0,097

0,247

0,087

0,108

0 ,1 0 1

0,067

0,158

0,119

0,279

0,091

0,207

0,262

0,169

0,050

0,049

0 , 1 1 1

NR

0,393

0,041

0,148

0,134

0,030

0,075

NR

NR

0,080

0,072

2

17

24

28

29

30 

32

34

35

37

38

39

41

42

44

45

0,086

0,054

0,042

0,056

0,046

0,047

0,069

0,059

0,082

0,035

0,031

0,045

0,041

0,064

0,058

0,093

0,128

0,075

0,052

0,118

0,151

0,169

0 ,1 1 0

0,072

0,089

0,114

0,114

0,163

0,133

0,067

0,119

0,118

0,041

0,248

0,046

0,235

0,189

0,247

0,073

0,045

0,036

0,037

0,054

0,037

0,063

0,036

0,074

0,208

NR -  não realizado.
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