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RESUMO 

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doença endêmica em 

Pernambuco (PE), onde a espécie circulante é a Leishmania (Viannia) braziliensis. 

As infecções por Leishmania apresentam uma resposta imune específica por parte 

do hospedeiro, dependente de células T, apresentando um perfil de citocinas Th1 e 

Th2. Neste estudo os objetivos foram avaliar a resposta linfoproliferativa e identificar 

a produção das citocinas IFN-γ e IL-10 em células mononucleares do sangue 

periférico (PBMC) de 15 pacientes com LTA antes e 12 meses após o término do 

tratamento quimioterápico com Glucantime e de 10 indivíduos saudáveis 

(controle). Para avaliar a linfoproliferação foi utilizada timidina tritiada e para 

dosagem de citocinas, ELISA de captura. A resposta linfoproliferativa, bem como a 

produção de citocinas foram avaliadas frente a estímulos da fração antigênica 

solúvel de L. (V.) braziliensis (1,25 µg/ml), fitohemaglutinina (5 µg/ml) e 

concanavalina A (2,5 µg/ml) durante 5 dias e 48 horas, respectivamente. Os 

resultados mostraram que todos os indivíduos apresentaram proliferação celular em 

resposta aos mitógenos, não havendo diferença significativa entre os grupos. Em 

relação ao antígeno, nenhum indivíduo do grupo controle apresentou 

linfoproliferação. Os pacientes apresentaram elevada resposta proliferativa antes e 

após tratamento, embora sem diferença estatística ao comparar esses dois 

momentos. A análise na produção das citocinas IFN-γ e IL-10 identificou diferença 

significativa ao comparar o grupo de pacientes em relação ao controle. Após 

tratamento quimioterápico, embora sem diferença estatística, a dosagem dos 

sobrenadantes dos pacientes revelou diminuição nos níveis de IFN-γ e aumento de 

IL-10. Estes resultados indicam que os pacientes produziram uma resposta celular 

específica a fração antigênica solúvel de L. (V.) braziliensis, sugerindo que 

mecanismos de regulação imunológica com a participação de células T de memória 

e células T regulatórias, além da dicotomia Th1 x Th2 estão presentes  na evolução 

clínica desses indivíduos.  

Palavras-chave  : Leishmaniose tegumentar americana, Leishmania (Viannia) 

braziliensis, resposta imune celular. 



ABSTRACT 

The American Cutaneous Leishmaniasis (ACL) is an endemic disease in 

Pernambuco (PE), where Leishmania (Viannia) braziliensis is known as the unique 

causative agent. Infections by Leishmania show a specific T-cell-dependent immune 

response by the host, with a Th1 and Th2 cytokines profile. In this study the objective 

was to evaluate the lymphoproliferative response and to determine IFN-g and IL-10 

levels in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of fifteen patients with ACL prior 

and after twelve months of chemotherapy treatment with Glucantime and ten non-

infected donors (control group). To evaluate the lymphoproliferative response it was 

used tritiated thymidine and for cytokines dosage, the capture ELISA. 

Lymphoproliferation, such as cytokine production were evaluated through stimulus 

wish soluble antigen from L. (V.) braziliensis (1,25 µg/ml), phytohemaglutinin (5 

µg/ml) and concanavalin A (2,5 µg/ml) during five days and 48 hours, respectively. 

Results showed that all evaluated groups presented cellular proliferation in response 

to mitogens, without any significant difference between the groups. In relation to 

antigenic stimulus, no subject from the control group showed lymphoproliferation. 

The patients presented high lymphoproliferative response, although without statistical 

difference comparing these two moments. Analysis of IFN-γ and IL-10 cytokines 

production identified significant differences when comparing the patients with the 

control group. After chemotherapy treatment, although without statistical difference, 

the supernatants patient dosage revealed a decrease in the IFN-γ levels and an 

increase of IL-10. These results indicated that patients produced a specific cellular 

response to the L. (V.) braziliensis soluble antigen fraction, suggesting that 

immunomodulatory mechanisms with the participation of T memory cells and 

regulatory T cells, besides Th1 x Th2 dichotomy, are present in the clinical evolution 

of these patients.  

Key-words: American tegumentary leishmaniasis, Leishmania (Viannia) braziliensis, 

cellular immune response. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Leishmaniose tegumentar americana: Aspectos Ger ais 

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doença antropozonótica, 

causada por protozoários digenéticos pertencentes à ordem Kinetoplastida, família 

Trypanosomatidae e gênero Leishmania, de transmissão vetorial, acometendo pele, 

mucosas e cartilagens. É uma doença em expansão, ocorrendo desde o sul dos 

Estados Unidos até o norte da Argentina. No Brasil, seis espécies estão associadas 

à doença no homem, sendo uma representante do subgênero Leishmania e cinco 

pertencentes ao subgênero Viannia. A Leishmania (Viannia) braziliensis é a principal 

espécie responsável pela LTA no país (GONTIJO; CARVALHO, 2003; MARZOCHI, 

1992; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003).

A incidência da doença no Brasil tem aumentado consideravelmente. Cerca 

de 21000 casos foram notificados em 1998, com o aumento da ocorrência para 

40000 em 2002. Em média, apresenta uma incidência de 35000 casos/ano e é 

distribuída do sul da Bacia Amazônica ao sudeste do país (DESJEUX, 2004; 

FUNDAÇÃO NACIONAL DE SAÚDE, 2002). A LTA incide em todas as regiões do 

Estado de Pernambuco, destacando-se a região da Zona da Mata com mais de 60% 

do total dos casos registrados (BRANDÃO-FILHO et al., 1999). Entre 1990 e 2000 

foram notificados 3268 casos no Estado e em 2004 foram registrados 733 casos. 

Esse fato representa um sério problema de saúde pública (SNVS/PE, 2006). Os 

fatores que contribuem para a instalação da doença não se referem somente às 

migrações maciças, urbanizações e desmatamentos, mas também fatores de riscos 

individuais como co-infecção com HIV (ASHFORD, 2000). 

Durante o seu ciclo de vida, a Leishmania apresenta as formas promastigota 

e amastigota (Figura 1). A forma promastigota caracteriza-se por ser flagelada, 

móvel e alongada, desenvolvendo-se no tubo digestivo de flebótomos. A amastigota 

é a forma intracelular obrigatória dos vertebrados, imóvel, ovalada ou arredondada. 

Ambas as formas podem ser mantidas em culturas axênicas (BALANCO et al., 1998; 

HOARE; WALLACE, 1966).  
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(Fonte: GONTIJO; CARVALHO, 2003) 

O gênero Leishmania é dividido em dois sub-gêneros: sub-gênero 

Leishmania, que incluem espécies do complexo mexicana onde as formas 

promastigotas multiplicam-se nas regiões média e anterior do intestino do flebótomo; 

e sub-gênero Viannia, que incluem espécies do complexo braziliensis onde as 

formas promastigotas migram para as regiões anterior, média e posterior do 

intestino, colonizando o vetor (LAINSON; SHAW, 1998). 

A transmissão ocorre quando as fêmeas de dípteros, pertencentes ao gênero 

Lutzomyia, realizam o repasto sanguíneo e inoculam promastigotas metacíclicas, 

forma infectante. Esta forma possui características biológicas específicas que a 

diferenciam da forma amastigota e da promastigota, como a falta da capacidade de 

replicação. Estas formas penetram nas células do sistema fagocitário mononuclear, 

transformando-se em amastigotas, que se multiplicam intensamente, promovendo o 

rompimento de células macrofágicas, podendo ser fagocitadas por outras células. O 

inseto, ao picar o hospedeiro parasitado, ingere macrófagos parasitados por 

amastigotas. Em seguida, amastigotas presentes no intestino médio do inseto se 

transformam em promastigotas. Estas se multiplicam por divisão binária, alcançam o 

aparelho bucal e são inoculadas no hospedeiro durante repasto sangüíneo 

(AKOPYANTS et al., 2004; REY, 2001). 

Os reservatórios variam conforme a espécie de Leishmania incluindo 

espécies silvestres, como a preguiça (Choloepus didactilus), o tamanduá (Tamandua 

tetradactyla), masurpiais (Didelphis masurpialis) e roedores; além de animais 

domésticos como o cão, eqüinos e mulas. Em Pernambuco foram isoladas amostras 

de L. (V.) braziliensis em Bolomys lasiurus, Rattus rattus e Nectomys squamipes, 

Figura 1: Formas promastigota e amastigota da Leishmania.
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mamíferos silvestres, constituindo a primeira incriminação categórica de hospedeiros 

reservatórios de L. (V.) braziliensis (BRANDÃO-FILHO et al., 2003). 
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1.2 Formas clínicas  

As formas clínicas da LTA dependem da espécie do parasito, destacando-se 

sua virulência e tropismo, da quantidade inoculada, do vetor, além das 

características epidemiológicas, constituição genética e condição imunológica do 

hospedeiro (ROGERS et al., 2002). A infecção humana pode ser assintomática ou 

pode apresentar um espectro de manifestações clínicas que variam desde lesões 

cutâneas localizadas, disseminadas ou difusas ou até graves lesões mucocutâneas 

(GRIMALDI; TESH, 1993) (Figura 2). 

     A                             B                            C                            D 

Figura 2: Formas clínicas da LTA. A) forma cutânea localizada; B) forma cutânea 

disseminada; C) forma cutânea difusa; D) forma mucocutânea. FONTE: FUNDAÇÃO 

NACIONAL DE SAÚDE.

As manifestações clínicas estão geralmente associadas com uma espécie de 

Leishmania.  No entanto, algumas espécies podem causar mais de uma forma 

clínica (GARCIA et al., 2005). As seis espécies encontradas no Brasil são: 

Leishmania (Viannia) braziliensis, responsável pela leishmaniose cutânea localizada, 

disseminada e mucocutânea; Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania

(Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) shawi e Leishmania (Viannia) naiffi, 

responsáveis pela leishmaniose cutânea localizada; e Leishmania (Leishmania) 

amazonensis, responsável pela leishmaniose cutânea localizada e cutânea-difusa 

(GRAMICCIA; GRADONI, 2005; LAINSON; SHAW, 1987) (Tabela 1). Em 

Pernambuco, até o momento, a única espécie circulante é a L. (V.) braziliensis

(ANDRADE et al., 2005; BRANDÃO-FILHO, 2001; BRITO et al., 1993). 
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Tabela 1: Associação da espécie do parasito com as formas clínicas. 
Formas Clínicas 

Cutânea Espécie de 
Leishmania Localizada Disseminada Difusa 

Mucocutânea 

L. (L.) amazonensis X  X  
L. (V.) guyanensis X    
L. (V.) shawi X    
L. (V.) naiffi X    
L. (V.) lainson X    
L. (V.) braziliensis X X  X 

L. (L.)= Leishmania (Leishmania); L. (V.)= Leishmania (Viannia). 

A leishmaniose cutânea consiste em lesões encontradas exclusivamente na 

pele, iniciando-se no local em que as formas promastigotas infectantes são 

inoculadas. Pode ocorrer nas formas localizada, caracterizada por lesão única; 

disseminada, quando apresenta numerosas lesões em várias regiões do corpo em 

virtude de múltiplas picadas de insetos ou disseminação hematogênica; e na forma 

cutânea-difusa. Na maioria dos casos, observa-se uma doença com lesão ulcerada 

única (GONTIJO; CARVALHO, 2003; MARZOCHI, 1992).  

As lesões cutâneas caracterizam-se por úlceras rasas com bordas elevadas 

em moldura, fundo granulomatoso, com ou sem exsudato e, em geral, são indolores. 

Também podem ser observados outros tipos de lesões como úlcero-crostoso, 

impetigóide, úlcero-vegetante, verrucosa ou tuberosa. Predominantemente, 

aparecem nas áreas corpóreas descobertas e tempo de incubação entre quinze dias 

a vários anos se manifestam. Apresentam poucos parasitos, tendência para cura 

espontânea ou uma boa resposta ao tratamento (DA-CRUZ et al., 2002; GONTIJO; 

CARVALHO, 2003; MARSDEN, 1986). 

A forma cutânea-difusa é caracterizada por lesões nodulares ou papulosas 

sobre toda região do corpo, são graves e deformantes, ricas em parasitos. É uma 

enfermidade crônica, altamente resistente à quimioterapia, não existindo cura. É 

comum ocorrer em indivíduos com deficiência imunológica e está associada a L. (L.)

amazonensis (BONFIM et al., 1996; CÁCERES-DITTMAR et al., 1993). 

A leishmaniose mucocutânea é a forma mais agressiva e mutilante, 

caracterizada por infiltração, ulceração e destruição dos tecidos da cavidade nasal, 

faringe e/ou laringe. É, na maioria das vezes, secundária as lesões cutâneas, 

surgindo por disseminação hematogênica meses ou anos após a resolução das 
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lesões de pele. O risco de deformidades permanentes é considerável e o diagnóstico 

precoce é essencial para a eficácia terapêutica e para evitar seqüelas (FUNDAÇÃO 

NACIONAL DE SAÚDE, 2002; MARSDEN, 1986; MARZOCHI, 1992). 

A leishmaniose cutânea no Velho Mundo, causada principalmente pela L. 

major é uma doença benigna com o desenvolvimento de uma lesão cutânea 

localizada que tende para cura espontânea. Em contraste, a LTA causada pela L. 

(V.) braziliensis é uma doença crônica, com tendência para ocorrência de 

metástases. Além disso, 1 a 5% dos indivíduos infectados têm risco de 

desenvolverem a forma mucocutânea, devido à habilidade dos parasitos persistirem 

nas lesões cicatrizadas após a cura clínica (MENDONÇA et al., 2004; MOURA et al., 

2005).   

É importante ressaltar que o processo infeccioso depende de fatores 

relacionados tanto ao parasito quanto ao hospedeiro. A sobrevivência de patógenos 

tais como a Leishmania, depende principalmente da evasão deste parasito ao 

sistema imune do hospedeiro (SACKS; SHER, 2002; ZAMBRANO-VILLA et al., 

2002).  
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1.3 Diagnóstico 

O diagnóstico da LTA demonstra dificuldades pelo fato de suas manifestações 

clínicas se assemelharem a lesões ulceradas ou não de outras doenças como a 

hanseníase virchowiana, paracoccidioidomicose, úlcera tropical, sífilis, tuberculose 

cutânea, entre outras (GONTIJO; CARVALHO, 2003). Além disso, existem as 

limitações dos métodos de diagnósticos convencionais. Portanto, o diagnóstico é 

realizado pela associação dos aspectos clínicos, epidemiológicos e testes 

laboratoriais. Estes incluem a identificação de amastigotas pelas técnicas 

imunocitoquímicas em tecido, em “imprints” (impressão por aposição da biópsia), em 

aspirado de lesão e em avaliação histopatológica; identificação de promastigotas em 

culturas in vitro; métodos sorológicos como a imunofluorescência indireta (IFI), teste 

de aglutinação direta (DAT), ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) e 

Western-blot, baseados na presença de anticorpos específicos contra antígenos 

parasitários; imunidade mediada por células como a intradermorreação de 

Montenegro (IDRM) (teste de hipersensiblidade tardia) e detecção de DNA do 

cinetoplasto através da reação em cadeia de polimerase (PCR) (KAR, 1995). 

Um dos testes diagnósticos mais comuns, a identificação direta de 

amastigotas ao microscópio óptico pela técnica de Giemsa, apresenta uma 

sensibilidade entre 50-70%. Essa técnica depende do número de parasitos 

presentes na lâmina. A positividade do teste é inversamente proporcional ao tempo 

de evolução da lesão cutânea, sendo rara após um ano. Como todas as espécies de 

Leishmania são morfologicamente idênticas, essa técnica não é capaz de determinar 

a espécie do parasito (BENSOUSSAN et al., 2006; VEGA-LÓPEZ, 2003).  

A cultura de promastigotas para o isolamento do parasito, a partir de material 

obtido por punção aspirativa ou biópsia das lesões dos pacientes, é uma técnica 

altamente específica para o diagnóstico, porém apresenta baixa sensibilidade. É 

difícil manter o parasito in vitro devido a constante contaminação e a variação na 

eficácia dos meios de cultura, além do longo período necessário para isolar o 

parasito na cultura. Essa técnica permite determinar a espécie do parasito através 

de anticorpos monoclonais, isoenzimas e PCR (BENSOUSSAN et al., 2006; 

RODRÍGUEZ-GONZÁLEZ et al., 2006). 
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A IDRM é um teste de hipersensibilidade tardia que apresenta uma alta 

sensibilidade e uma especificidade que varia de acordo com o antígeno utlizado. 

Embora apresente resultado positivo na maioria dos casos de LTA (90%), o 

resultado é negativo em lesões recentes, na forma cutânea difusa e em pacientes 

imunodeprimidos. Em áreas endêmicas, é comum o teste ser positivo devido a 

ocorrência de infecções subclínicas (VEGA-LÓPEZ, 2003).  

Os testes sorológicos, como a IFI, o ELISA e o Western Blot, apresentam 

limitações como: não correlacionam os níveis de anticorpos circulantes com o 

estágio da doença e podem apresentar reações cruzadas com outros 

tripanosomatídeos. Pelas limitações dessas técnicas, abordagens imunológicas 

alternativas vêm sendo empregadas. Uma delas é a citometria de fluxo que permite 

detectar anticorpos anti-Leishmania (ROCHA et al., 2002; 2006).  

Outra metodologia empregada é a PCR. Embora demonstre alta sensibilidade 

e especificidade, sua aplicação é inviável para estudo populacional em virtude do 

alto custo. Atualmente, não existe um teste padrão-ouro para LTA e, muitas vezes, a 

combinação de diferentes técnicas diagnósticas é necessária para obter resultados 

mais precisos (BRITO et al., 2000; 2001; KAR, 1995). 
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1.4 Resposta Imune  

Assim como as infecções parasitárias, as infecções por Leishmania levam a 

uma ativação específica da resposta imunológica por parte do hospedeiro. Há uma 

expansão de vários tipos de células, que pode ser caracterizada pelo aumento de 

células T CD4+, apresentando um perfil de citocinas Th1 ou Th2 (HOLZMULLER et 

al., 2006; REIS et al., 2006). Se a resposta for do tipo Th1, citocinas como IL-2, IFN-

γ, TNF-α e IL-12 serão produzidas, ativando os macrófagos e, conseqüentemente, 

levando a destruição dos parasitos. Mas, se a resposta for do tipo Th2 serão 

produzidos IL-4 e IL-10, que inibem a ativação macrofágica e, conseqüentemente, 

as formas clínicas aparecerão. A Leishmania é capaz de direcionar a diferenciação 

de células T para uma resposta do tipo Th2, caracterizada pela persistência da 

infecção (BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1998; REIS et al., 2006) (Figura 3).  

Figura 3: A produção de citocinas pelos macrófagos, células dendríticas, células T e B 
determinam o desenvolvimento da infecção pela Leishmania (Fonte: adaptação de 
HOLZMULLER et al., 2006). 

Há um consenso geral que as células T e a imunidade mediada por células 

contribuem para a patogênese das diferentes formas de LTA. Embora altos títulos de 

anticorpos são observados em todas as manifestações clínicas, ainda não está 
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completamente esclarecido o papel de anticorpos específicos na imunidade contra a 

Leishmania (SOUZA et al., 2005; TRUJILLO et al., 1999).

A infecção experimental em camundongos tem sido utilizada para examinar 

aspectos da relação parasito-hospedeiro. Estudos em camundongos infectados com 

L. major, modelo melhor estudado na doença infecciosa crônica, têm mostrado que a 

resposta imune mediada por células T desempenha um papel importante no 

processo para cura ou agravamento da doença (SCHARTON; SCOTT, 1993; 

SCOTT; FARREL, 1998).  

Muitas linhagens de camundongos resistentes, como C57BL/6, CBA, C3H, 

desenvolvem uma doença auto-limitada quando infectadas com L. major ou L. 

tropica. Apresentam um aumento na produção de IL-12 que ativa células NK e 

células T CD4+ e CD8+ a produzirem IFN-γ, necessário para o desenvolvimento da 

resposta Th1 (HOWARD et al., 1980; ROGERS et al., 2002).  

Linhagens susceptíveis, como BALB/c, apresentam uma doença progressiva 

e severa, com um aumento na expressão de mRNA para IL-4 e na produção de IL-5, 

IL-10 e IL-13 (HIMMELRICH et al., 2000; HOWARD et al., 1980; SCOTT; FARREL, 

1998). IL-4 diminui a regulação da expressão da subunidade β dos receptores da IL-

12 nas células Th1, suprimindo a produção de IFN-γ, levando ao desenvolvimento da 

resposta Th2 (CARRERA et al., 1996; WANG et al., 1994). A IL-10 desempenha um 

papel fundamental na inibição da ativação macrofágica e contribui para o 

crescimento do parasito nas lesões, uma vez que camundongos BALB/c IL10-/-

mostraram-se capazes de controlar a progressão da doença durante infecção por L. 

major (KANE; MOSSER, 2001). 

Em humanos, a resposta imune à infecção por Leishmania não é tão bem 

caracterizada como a resposta em camundongos, em virtude de sua complexidade 

(REIS et al., 2006). Em todas as formas clínicas da LTA, a resposta imune é 

dependente de células T e, de maneira geral, aceita-se que a diferença entre 

resistência e susceptibilidade à infecção também está relacionada com o nível de 

expansão de células Th1 e Th2 (BACELLAR et al., 2002; PIRMEZ et al., 1993).  

O evento crucial para indução da resposta imune curativa contra a 

Leishmania é a eficiente ativação de células capazes de produzir citocinas 

protetoras. As citocinas levam à ativação de macrófagos via IFN-γ, resultando na 
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síntese de intermediários reativos de nitrogênio e oxigênio e, conseqüentemente, à 

morte dos parasitos intracelulares (SALAIZO-SUAZO et al., 1999). 

Na forma cutânea localizada, há uma forte resposta de células T, com 

citocinas do tipo Th1, como IFN-γ e IL-12, e uma alta freqüência de células B 

(LOUZIR et al., 1998; VIEIRA et al., 2002).  Na leishmaniose cutânea disseminada, 

as respostas imunológicas são bem variadas. Tanto há uma forte resposta de 

células T como uma diminuição de imunidade celular. Os níveis de células T CD4+

são baixos e os títulos de anticorpos são elevados (CARVALHO et al., 1994).  

Indivíduos com a forma cutânea-difusa falham em produzir uma resposta 

imune mediada por células durante a infecção, sendo incapazes de controlar a 

multiplicação parasitária e a progressão da doença, devido a falta da expressão de 

mRNA para IFN-γ e baixa expressão para IL-2. Apresentam elevados títulos de 

anticorpos específicos contra Leishmania, exibindo uma resposta quase 

exclusivamente do tipo Th2, com elevados níveis de IL-4 (BOMFIM et al., 1996; 

CÁCERES-DITTMAR et al., 1993; TRUJILLO et al., 1999).  

A leishmaniose mucocutânea apresenta uma elevada resposta por células T 

específicas, tanto Th1 como Th2, sendo direcionada para uma resposta do tipo Th1. 

Altos níveis de citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IFN-γ são produzidas, além de IL-

4. Essa resposta é fracamente regulada por IL-10 e TGF-β, mostrando que uma 

resposta inadequada do tipo Th1, considerada protetora na maioria das formas 

dessa doença, pode levar a uma imunopatogênese exacerbada. Altos níveis de 

anticorpos também são encontrados (AMATO et al., 2003; BACELLAR et al., 2002; 

JUNQUEIRA PEDRAS et al., 2003). 

A resposta imune mediada por células T na infecção por L. (V.) braziliensis, 

comparada a L. major, tem sido menos estudada devido alguns fatores. Há 

dificuldade no crescimento in vitro deste parasito, ineficiente conversão em 

promastigotas metacíclicos, além da resistência de muitas linhagens de 

camundongos frente a infecção, devido a inabilidade dessa espécie de Leishmania

de inibir a resposta Th1 (LIMA et al., 1999).  

Recentemente, Moura et al. (2005) estabeleceram um modelo experimental 

para L. (V.) braziliensis utilizando camundongos BALB/c. O trabalho teve como 

resultado o desenvolvimento clínico similar ao observado no homem, com a 
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presença de lesões ulceradas, persistência parasitária e resposta imune celular 

específica. A dificuldade no estabelecimento do modelo experimental para L. (V.)

braziliensis contribuiu e contribui para o surgimento de estudos com pacientes 

(CARVALHO et al., 1995; COUTINHO et al., 1996; DA-CRUZ et al., 2002; FARIA et 

al., 2005; LEOPOLDO et al., 2006; TELINO et al., 2005; TOLEDO et al., 2001).  

Paralelamente à existência de uma resposta imunológica por parte do 

hospedeiro, a sobrevivência e a persistência parasitária dependem de estratégias de 

escape da resposta imune inata e adaptativa (REIS et al., 2006).  

O primeiro mecanismo de escape dos promastigotas é evitar a lise direta 

através do sistema Complemento, tendo a participação de glicoproteínas e açúcares 

da membrana do parasito, o LPG e a metaloproteinase gp63. Estes atuam por 

fosforilação inativando componentes do sistema Complemento como o C3, C5 e C9, 

com a subseqüente inibição das vias clássica e alternativa do Complemento; e 

impedem o acesso do complexo de ataque à membrana (C5b-C9). A gp63 protege o 

parasito através da acelerada conversão proteolítica na superfície do parasito do 

C3b para C3bi que funciona como uma opsonina, facilitando a ligação com 

receptores do Complemento tipo 3 (CR3) nos macrófagos (BOGDAN et al., 1996; 

BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1998).  

Ao escaparem do meio extracelular, os parasitos irão penetrar nas células 

fagocíticas através da interação com os receptores dos macrófagos e com as 

moléculas da superfície do parasito (SACKS; SHER, 2002). Essa ligação pode ser 

direta, via parasito-macrófago, ou indireta, através de moléculas do soro associadas 

com moléculas do parasito e assim com os macrófagos. Geralmente os 

promastigotas são opsonizados pelos C3b e C3bi, que se fixam respectivamente nos 

CR1 e CR3 do macrófago.  

Portanto, para o estabelecimento da infecção, a Leishmania precisa 

sobreviver ao processo de fagocitose que envolve a invasão em células-alvo 

seguras, a inibição da formação do fagolisossomo e a remoção dos radicais 

hidroxilas e ânions superóxidos através do LPG, a inibição da degradação das 

enzimas do fagolisossomo pela gp63, a transformação em amastigotas que são mais 

resistentes as enzimas óxido nítrico (NO) e peróxido de hidrogênio (H2O2) e ao pH 

ácido do fagolisossomo. A Leishmania utiliza outros mecanismos que auxiliam nas 

estratégias de escape da defesa do hospedeiro. A modulação de citocinas pode 
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ocorrer através da inibição/desativação de macrófagos, pela supressão ou perda da 

indução da ativação de citocinas; a inibição da apresentação de antígeno e da 

estimulação de células T, pela supressão, internalização e degradação de moléculas 

MHC II e a alteração da função/diferenciação de células T através da indução e 

expansão de células do tipo Th2 são algumas das estratégias de escape do parasito 

à resposta do hospedeiro (BOGDAN et al., 1996; BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1998; 

ROGERS et al., 2002). 

Esses mecanismos imunológicos promovem a persistência do parasito após a 

cura clínica da doença. A demonstração da persistência em indivíduos curados 

clinicamente levanta várias questões a respeito da evolução clínica, da 

epidemiologia e das estratégias para o controle da leishmaniose (AEBISCHER, 

1994; MENDONÇA et al., 2004). 
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1.5 Tratamento 

O tratamento é baseado em quimioterapia, sobretudo com antimoniais 

pentavalentes (SbV), como o antimoniato de meglumine ou antimoniato de N-

metilglucamine (Glucantime® ) e o estibogluconato de sódio (Pentostan®). Ambos 

apresentam alta toxicidade e inúmeros efeitos colaterais. A droga de primeira 

escolha e a única disponível no Brasil é o Glucantime®, com o esquema terapêutico 

composto por doses de 20 mg/Kg/dia através de injeções intramusculares em ciclos 

de vinte a trinta dias. O índice de sucesso após um primeiro ciclo de antimoniato de 

meglumine varia de 26% a 100% (FUNDAÇÃO NACIONAL DE SAÚDE, 2002; 

RODRIGUES et al., 2006). 

Apesar dos antimoniais serem as principais drogas contra a Leishmania, 

usados há mais de 50 anos, ainda não se sabe corretamente o mecanismo de ação 

destas drogas. Para agir contra o parasito é necessário que o antimonial 

pentavalente entre no fagolisossomo do hospedeiro e seja reduzido à sua forma 

trivalente ou forma ativa. Essa redução pode ocorrer no contato com o parasito, no 

macrófago ou em ambos. O mecanismo e o local dessa redução ainda não está 

completamente esclarecido (OUELLETTE, 2001).  

Quando não se obtém resposta ao tratamento com antimonial ou na 

impossibilidade do seu uso, a anfotericina B e o isotionato de pentamidina são as 

drogas de segunda escolha. A anfotericina B é administrada por via endovenosa, 

gota a gota, na dose diária de 0,2 mg/Kg/dia até no máximo 50mg. É dissolvida em 

soro glicosado 5% com tempo de infusão de 3 a 4 horas. Já o isotionato de 

pentamidina é usada na dose de 4 mg/Kg/dia, por via intramuscular, sendo aplicado 

a cada dois dias (FUNDAÇÃO NACIONAL DE SAÚDE, 2002). 

 O critério de cura é baseado na cura clínica pela completa cicatrização da 

lesão. Há acompanhamento do paciente durante pelo menos um ano após o término 

do tratamento, sem a ocorrência de reativação da lesão (FUNDAÇÃO NACIONAL 

DE SAÚDE, 2002).  

A eficácia do tratamento é um fenômeno complexo que envolve fatores do 

hospedeiro, como a resposta imunológica, características genéticas do paciente e a 

forma clínica da doença; vantagens do tratamento, pela qualidade da droga, duração 
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da terapia e efeitos colaterais; e até mesmo pelas características do parasito, como 

a espécie e resistência a drogas, que tem aumentado com o uso de antimoniais 

pentavalentes (ARMIJOS et al., 2004; YARDLEY et al., 2006).  

A busca de terapias alternativas e de imunoprofiláticos têm sido recomendado 

como prioridade para as estratégias de controle da doença (ARMIJOS et al., 2004). 

Desde a década de 80, estudos visando obter uma conduta terapêutica alternativa 

para LTA têm sido realizados utilizando vacinas com associação ou não a outros 

fármacos (MAYRINK et al., 1979; 1992; 2006). MACHADO-PINTO et al. (2002) 

associaram o antimônio com uma vacina de promastigotas mortas de L. 

amazonensis e observaram que essa imunoquimioterapia foi altamente eficaz no 

tratamento da LTA. Vacinas utilizando preparações antigênicas de várias espécies 

de Leishmania, com ou sem BCG como adjuvante, têm sido testadas para a forma 

cutânea (COLER; REED, 2005). Moléculas imunogênicas presentes na saliva de 

flebótomos também podem atuar como adjuvantes (GILLESPIE et al., 2000; 

KAMHAWI, 2000).  

Esses resultados mostram que o mecanismo imune envolvido no processo de 

cura pode ser provavelmente diferente em cada tipo de tratamento. Segundo Coler e 

Reed (2005), a quimioterapia associada à resistência a drogas e a toxicidade 

enfatizam a necessidade de uma vacina eficaz contra a leishmaniose que induza 

uma correta resposta imune, como uma resposta Th1. 

Para isso é necessário estudos de novos antígenos potencialmente 

candidatos a vacinas contra leishmaniose. Muitas proteínas do parasito parecem 

induzir uma resposta de células T benéfica ao homem e também conferir proteção 

contra infecção em modelo experimental. Essas proteínas incluem a glicoproteína 63 

(gp63), lipofosfoglicano (LPG) associado a poteínas, dp72, P-4, P-8, LACK, PH8, 

que são candidatos potenciais para vacinas (COLER; REED, 2005; HABERER et al., 

1998).  

As mais investigadas são a gp63 e o LPG, presentes abundantemente na 

superfície do parasito. Esses antígenos induziram uma eficiente proteção em modelo 

experimental (HABERER et al., 1998).  

A proteína P-4 purificada de amastigotas de Leishmania pifanoi demonstrou 

uma resposta celular do tipo Th1 em PBMC de indivíduos infectados por L. (V.)

braziliensis (HABERER et al., 1998). O antígeno PH8, derivado de promastigotas de 
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L. amazonensis, em estudos com camundongos levou à produção de níveis 

elevados de IFN-γ e ausência de IL-4 (MAYRINK et al., 2002). 

Além dessas proteínas, extratos brutos, solúveis e insolúveis de 

promastigotas de diferentes espécies de Leishmania têm sido utilizados para 

avaliação in vitro da resposta imune na tentativa de contribuir para a identificação de 

novas moléculas imunogênicas do parasito (ANTONELLI et al., 2004; DA-CRUZ et 

al., 1994; 2002; TELINO et al., 2005; TOLEDO et al., 2001).  

Estudos utilizando extratos brutos de L. major, L. braziliensis e L. 

amazonensis nas formas solúveis e insolúveis, demonstraram uma elevada 

produção de IFN-γ, TNF-α e níveis similares de IL-10 nos pacientes quando 

comparado com indivíduos sadios (KEMP et al., 1999; TELINO et al., 2005).  

Para uma vacina ideal, todos esses antígenos citados preferencialmente 

devem estar conservados nas diferentes espécies de Leishmania, expressos 

abundantemente na superfície do parasito e induzirem uma resposta imune celular 

adequada (COLER; REED, 2005; HABERER et al., 1998).  
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2 JUSTIFICATIVA 

Estudos anteriores realizados por Brito et al. (2001) através de ensaios de 

ELISA, IFI e Western blot, utilizando-se frações antigênicas solúveis de L. (V.)

braziliensis, observaram uma diminuição na reatividade anticórpica quando se 

comparou soros de pacientes com LTA ativa e após tratamento específico. Inclusive, 

resultado similar foi observado em indivíduos com cura espontânea, sugerindo que 

esses antígenos podem ser usados como marcadores de cura. Frente a esses 

resultados e para melhor compreender os aspectos imunológicos da LTA em nossa 

região, faz-se necessário avaliar a resposta linfoproliferativa e o envolvimento das 

citocinas dos pacientes com LTA, antes e 12 meses após o término do tratamento 

quimioterápico, pela estimulação de células mononucleares do sangue periférico 

(PBMC) com essa fração antigênica solúvel de L. (V.) braziliensis.  
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3 PERGUNTA CONDUTORA 

Qual é o perfil da resposta imune celular em pacientes com LTA ativa, antes e 

após tratamento quimioterápico, utilizando-se a fração antigênica solúvel de L. (V.) 

braziliensis?  
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4 OBJETIVOS  

4.1 Geral 

Determinar o perfil da resposta imune celular em PBMC de pacientes 

portadores de leishmaniose tegumentar americana ativa antes e 12 meses 

após o término do tratamento quimioterápico utilizando-se a fração antigênica 

solúvel de Leishmania (Viannia) braziliensis.   

4.2 Específicos 

• Caracterizar a população de estudo quanto aos aspectos clínicos e 

laboratoriais; 

• Determinar a concentração antigênica e o tempo de cultivo para os 

ensaios de proliferação celular e ensaios de sobrenadante de cultura 

para detecção das citocinas; 

• Avaliar a resposta específica de proliferação celular de PBMC antes e 

12 meses após o término do tratamento quimioterápico; 

• Identificar a produção das citocinas interferon-gama (IFN-γ) e 

interleucina 10 (IL-10) nos sobrenadantes de cultura de PBMC antes e 

12 meses após o término do tratamento quimioterápico. 



REIS, L. C.                                                                                 35

5 PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS  

5.1 Tipo de estudo 

O estudo foi do tipo experimental ou ensaio clínico não-randomizado. Este 

ensaio consiste na comparação entre um grupo de participantes sujeitos à 

intervenção e outro formado por sujeitos não-expostos à intervenção, denominado 

controle. Ambos escolhidos a partir de critérios de disponibilidade ou conveniência 

(ROUQUAYROL; ALMEIDA FILHO, 2003).  

5.2 Descrição da população de estudo  

Os pacientes do presente estudo foram procedentes dos municípios de 

Moreno, Aldeia, Amaraji e Vitória de Santo Antão, localizados nas regiões de Zona 

da Mata, áreas endêmicas para LTA em Pernambuco. Foram selecionados quinze 

pacientes, de ambos os sexos, de acordo com os seguintes critérios de inclusão: 

idade superior a 12 anos, portadores de lesões cutâneas e/ou mucocutâneas ativas, 

diagnóstico confirmado e ausência de tratamento quimioterápico prévio. Como 

critérios de exclusão foram adotados os seguintes: idade abaixo de 12 anos, 

histórico de LTA pregressa, ter feito uso de tratamento quimioterápico e ter recusado 

assinar o termo de consentimento livre e esclarecido.  

Os pacientes receberam atendimento médico no ambulatório do Centro de 

Pesquisas Aggeu Magalhães, onde foram realizados os exames laboratoriais (item 

5.2.2) e os procedimentos para coleta de sangue antes do tratamento quimioterápico 

e 12 meses após o término do tratamento, confirmando a cura clínica. O critério de 

cura foi baseado na presença de cicatrização da lesão e na resposta terapêutica. 

Após tratamento quimioterápico, cada paciente foi monitorado afim de verificar o 

processo de cicatrização e a ocorrência de reações adversas durante a 

administração do tratamento. 

O tratamento quimioterápico foi realizado nos postos de saúde dos municípios 

deste estudo, utilizando-se o Glucantime® (antimoniato de N-metilglucamina), droga 
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de primeira escolha, administrado via intramuscular. O tratamento foi feito em ciclo 

de 20 a 30 dias em doses diárias de 20 mg/Kg com intervalo de 10 dias entre cada 

série. Os pacientes foram submetidos a nova série do tratamento de acordo com o 

processo de cicatrização de cada indivíduo. 

 O grupo controle (n = 10) foi constituído por indivíduos saudáveis, residentes 

em área não endêmica, acima de 15 anos de idade e não ter recebido transfusão 

sangüínea.  

O material coletado foi processado no Laboratório de Imunoparasitologia do 

Departamento de Imunologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães-

CPqAM/FIOCRUZ, na cidade de Recife-PE.  

5.2.1 Considerações éticas 

Os procedimentos só foram realizados após todos os participantes terem 

concordado em assinar o “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” (Apêndices 

1 e 2) e os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética do 

CPqAM/FIOCRUZ (Anexo 1). 

5.2.2 Exames laboratoriais de avaliação dos pacientes 

Os pacientes foram submetidos a avaliação clínica, epidemiológica e a alguns 

procedimentos laboratoriais para confirmação da doença. Os exames laboratoriais 

incluíram:  

a) Intradermorreação de Montenegro (IDRM): teste de hipersensibilidade 

tardia, realizado através da inoculação intradérmica na face anterior do antebraço de 

0,1 ml do antígeno de Leishmania amazonensis (leishmanina) produzido por 

Biomanguinhos/FIOCRUZ. A leitura foi realizada após 48 ou 72 horas, sendo 

considerado positivo a enduração igual ou maior que 5 mm. 

 b) Pesquisa direta, realizada com material obtido através da escarificação da 

borda da lesão, utilizando lâmina de bisturi estéril. Em seguida, os esfregaços foram 

feitos em lâminas, fixados com metanol e corados pelo Giemsa para identificação de 

amastigotas através da microscopia óptica; 
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 c) Punção aspirativa realizada com seringa descartável contendo 0,3 ml de 

solução salina estéril, aplicada na borda da lesão e posterior aspirado do conteúdo 

para inoculação intraperitoneal em hamster (Mesocricetus auratus). Após três 

meses, estes animais foram sacrificados para retirada do baço, na tentativa de 

isolamento do parasito em meio de cultura NNN/Schneider;  

d) Biópsia executada com “punch” medindo 4-6 mm de diâmetro. Parte dos 

fragmentos retirados da borda da lesão ativa foi destinada para a tentativa de 

isolamento do parasito em meio de cultura NNN/Schneider e para a realização da 

PCR;  

e) Imunofluorescência indireta para detecção de anticorpos circulantes 

específicos para Leishmania foi realizada através do Kit IFI-Leishmaniose humana 

produzido por Biomanguinhos/FIOCRUZ. O protocolo utilizado foi de acordo com as 

instruções do fabricante, sendo considerado como soros reagentes, a fluorescência 

do parasito na diluição 1:40.  

f) Para a PCR em biópsias de lesão ativa foi utilizado o kit “GenomicPrep 

Cells and Tissue DNA Isolation”  (Amersham Biosciences), segundo protocolo do 

fabricante, para extração do DNA. O DNA obtido foi submetido a amplificação em um 

termociclador automático (Modelo Px2, Thermo Electron Corporation), utilizando os 

primers 5’-GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3’ e 5’-CTAATTGTGCACGGGGAGG-3’ 

(DE BRUIJN; BARKER, 1992). A PCR foi realizada em um volume final de 25 µl 

contendo Tris-HCl 10 mM, KCl 50 mM, gelatina 0,1 mg/ml, MgCl2 1,5 mM, dNTP 0,2 

mM, 25 ρmoles de cada um dos primers, 2,5 U de Taq DNA Polimerase e 2 µl da 

amostra. A amplificação consistiu de 35 ciclos: 94ºC (1min), 65ºC (1min) e 72ºC 

(1min), precedidos de uma desnaturação inicial de 5 minutos a 94ºC. Os produtos da 

PCR (10µl) foram analisados através da eletroforese em gel de agarose 1% com 

tampão TAE (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM) corados pelo brometo de etídeo, 

visualizados em um transiluminador de luz ultravioleta afim de identificar o alvo de 

750pb específico do sub-gênero Viannia de 750 pb (SAMBROOK; FRITSCH; 

MANIATIS, 1989).  

g) A caracterização da espécie de Leishmania pelo isolamento do parasito in 

vitro foi feita através da técnica de anticorpo monoclonal, utilizando um painel de 23 

anticorpos monoclonais (SHAW et al., 1989), realizado em colaboração com o 

Centro de Pesquisas Evandro Chagas, em Belém.  
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5.3  Obtenção de antígenos solúveis de Leishmania (Viannia) braziliensis 

Inicialmente, formas promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis

(MHOM/BR/75/M2903), mantidas in vitro, foram expandidas em meio Schneider´s 

(Sigma) contendo 10% de soro fetal bovino (Cultilab) e 1% de antibiótico (penicilina 

100 UI/ml e estreptomicina 100 µg/ml-Sigma) até atingir a fase exponencial. Em 

seguida, foram sedimentadas por centrifugação a 800 X g durante 15 minutos a 4oC 

e lavadas três vezes com salina tamponada (PBS - pH 7,2). O “pellet” final foi 

mantido a -70oC até a utilização (BRITO et al., 2000). 

Para obtenção dos antígenos, as alíquotas armazenadas a -70°C foram 

descongeladas, ressuspendidas em água destilada contendo inibidores de proteases 

(metil-fenil-fluoreto-PMSF, 0,1 mM e ácido etilenodiaminotetra acético-EDTA, 2 mM), 

pepstatina A 0,001M e, em seguida, ultrassonicadas.  A suspensão parasitária foi 

centrifugada a 10.000 X g durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante resultante foi 

removido e submetido a uma nova centrifugação a 100.000 X g durante 1 hora, à 

mesma temperatura. A partir do sobrenadante resultante, antígeno solúvel, foi feito a 

determinação protéica segundo o método de Bradford (1976) modificado por Read e 

Northcote (1981) e a concentração foi de 1,60 mg/ml. O antígeno solúvel ficou 

estocado a -20°C até o momento de uso nos ensaios de cultivo in vitro.  

5.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE ) 

Após a determinação protéica, alíquotas da fração antigênica solúvel foram 

submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida segundo Laemmli (1970). O gel 

de concentração foi preparado a uma concentração de 4,5% (p/v) de acrilamida, 125 

mM de Tris-HCl (pH 6,8) e SDS 0,1% (p/v). O gel de separação foi preparado com 

12,5% (p/v) de acrilamida, Tris-HCl 375mM (pH 8,8) e SDS 0,1% (p/v). A 

polimerização química dos géis ocorreu pela adição de persulfato de amônio e 

TEMED nas concentrações finais de 0,1% (p/v) e 0,7% (v/v), respectivamente. O 

tampão de corrida constituiu-se de Tris 38,7 mM, glicina 236 mM e SDS 0,1% (p/v) 

(pH 8,3). O tampão da amostra apresentou uma concentração final de Tris-HCl 62,5 



REIS, L. C.                                                                                 39

mM (pH 6,8), SDS 2% (p/v), glicerol 10% (v/v), 2-mercaptoetanol 5% (v/v) e azul de 

bromofenol 0,001% (p/v). As proteínas foram solubilizadas em tampão de amostra 

por aquecimento a 100ºC por três minutos. Em seguida, foram aplicados 

aproximadamente 15 µg da fração antigênica solúvel nos poços do gel. A 

eletroforese foi realizada em corrente constante (15mA). A coloração do gel foi feita 

utilizando-se uma solução contendo azul de Coomassie R-250 a 0,25% (p/v), 

metanol 45% (v/v) e ácido acético 10% (v/v). Finalmente, o gel foi descorado com 

uma solução contendo metanol 45% (v/v) e ácido acético 10% (v/v). 

5.5  Obtenção de células mononucleares do sangue pe riférico dos pacientes 

selecionados 

Os grupos controle e de pacientes foram submetidos à coleta de 40 ml de 

sangue venoso periférico. Em relação aos pacientes, a coleta foi feita antes do 

tratamento e 12 meses após o término. O sangue foi coletado em tubo Vacuntainer

estéril contendo heparina (10 U/ml). Cuidadosamente, em capela de fluxo laminar, 

foi adicionado a uma mistura de Ficoll-Hypaque (Amersham), na proporção de 2:1 

em tubos de 50 ml. Após centrifugação a 400 X g durante 30 minutos a 20oC, um 

anel de PBMC foi obtido entre a mistura de Ficoll-Hypaque e o plasma. O plasma foi 

armazenado para ensaios sorológicos e as células coletadas para os procedimentos 

de estimulação antigênica. As células foram lavadas por centrifugação a 400 X g 

durante 30 minutos a 20oC com PBS estéril. Após esse procedimento, foram 

contadas em câmara de Neubauer utilizando azul de Trypan (Sigma), ajustando-se a 

concentração de interesse de acordo com cada ensaio realizado. 

 Para os testes imunológicos, 5,0 ml de sangue foi coletado em tubo sem 

anticoagulante para obtenção do soro. Todo procedimento foi realizado com material 

estéril obedecendo as normas de biossegurança (BRASIL, 2004). 
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5.6  Ensaio de proliferação celular  

O ensaio de proliferação celular, também chamado de blastogênese, foi 

realizado segundo Gazzinelli et al. (1983), com o procedimento passando por 

algumas modificações. Células na quantidade de 2X105/poço, obtidas de acordo 

com o item 5.5, foram cultivadas em triplicata em placas de cultura de tecido de 96 

poços com fundo plano (TPP). O cultivo foi realizado utilizando-se meio RPMI 1640 

(Sigma) contendo 1% de L-glutamina 200 mM, 1% piruvato de sódio 100 mM, 0,2% 

de bicarbonato de sódio 7,5% e 1% de antibiótico (penicilina 100 UI/ml e 

estreptomicina 100 µg/ml) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF-

Cultilab). As placas de cultura foram mantidas em estufa a 37°C/5% de CO2 durante 

3, 4, 5 e 6 dias. As culturas foram estimuladas com antígeno solúvel de 

promastigotas de L. (V.) braziliensis nas concentrações 10, 5, 2,5 e 1,25 µg/ml e os 

mitógenos fitohemaglutinina (PHA - 5 µg/ml) e concanavalina A (ConA - 2,5 µg/ml), 

foram os controles positivos do ensaio.  

O tempo de cultivo e as concentrações de uso para os estímulos in vitro dos 

antígenos solúveis e dos mitógenos foram definidos mediante ensaio cinético prévio 

(item 6.3.1). Culturas mantidas apenas com meio de cultura foram utilizadas como 

controle negativo. A viabilidade celular foi verificada através da contagem das 

células viáveis pelo azul de Trypan. 

Doze horas para o término do cultivo, foi adicionado a cada poço da placa 0,5 

µCi de timidina tritiada ([3H]TdR - Amersham International, USA), diluída em meio 

RPMI 1640 suplementado com 10% SBF. Ao final desse período, o material foi 

coletado através do coletor automático de células (Scatron) e depositado em papel 

de fibra de vidro (Whatman, AH). Após secagem do papel de fibra de vidro, o 

material foi transferido para frascos, acrescidos de 2 ml do líquido de cintilação 

(Fisher Scientific Company, USA). A radioatividade incorporada foi determinada no 

cintilador LKB-Wallace Rack Beta, onde cada amostra foi contada durante 1 minuto.  

Os resultados foram expressos pelo índice de estimulação (IE), como sendo a 

média aritmética da contagem por minuto (cpm) das culturas estimuladas, dividida 

pela média aritmética da cpm das culturas não estimuladas, ± desvio-padrão. O cut-

off foi determinado pela média do grupo controle ± dois desvios-padrões. Foram 
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considerados valores representativos da proliferação positiva, índices de 

estimulação maior ou igual a 3.  

5.7 Obtenção de sobrenadante de cultura para identi ficação das citocinas 

Suspensões celulares (106 células/poço), obtidas como descrito no item 5.5, 

foram depositadas em placas de 24 poços (TPP) em duplicata. Os estímulos 

utilizados foram os mesmos dos ensaios de proliferação celular (item 5.6) e as 

placas mantidas em estufa à 37ºC/5% de CO2 durante 24, 48 horas e 6 dias. Após o 

tempo de incubação, as placas foram centrifugadas (1800 x g por 10 min, a TA) e os 

sobrenadantes de cultura coletados e estocados a -70°C para posterior utilização. 

5.8 Dosagem de citocinas secretadas nos sobrenadant es de cultura 

A dosagem das citocinas IFN-γ e IL-10 nos sobrenadantes de cultura 

coletados, de acordo com o item anterior, foi determinada através do ELISA de 

captura. Os anticorpos monoclonais utilizados nesse ensaio foram do Kit OptEIA (BD 

Biosciences), sendo previamente titulados. Placas de ELISA (Nunc-96 poços) foram 

sensibilizadas com 50 µl dos anticorpos anti-citocinas específicos (de acordo com o 

fabricante), diluídos em tampão carbonato-bicarbonato pH 9,6 e incubadas por 18h a 

4°C. As placas foram lavadas 3 vezes com 300 µl/poço de PBS pH 7,2-Tween-20 

0,05% (PBS-Tw), e incubadas com a solução bloqueadora contendo soro fetal 

bovino (PBS pH 7,2 + 10% SFB) por 1h, a temperatura ambiente (TA). 

Posteriormente, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-Tw.  

Os padrões das citocinas foram diluídos em PBS pH 7,2 + 10% SFB a partir 

da concentração de 1.000 pg/ml em diluição seriada com fator 2. Em seguida, 50 µl 

da amostra e dos padrões foram adicionados em duplicata e a placa incubada por 

2h a TA. Quando necessário, as amostras foram diluídas em PBS pH 7,2 + 10% 

SFB. As placas foram lavadas 6 vezes com PBS-Tw e 50 µl dos anticorpos 

biotinilados específicos (de acordo com o fabricante), diluídos em PBS pH 7,2 + 10% 

SFB foram adicionados por 1h30min, a TA. Após nove lavagens com PBS-Tw, foi 
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adicionado 100 µl da solução reveladora contendo ABTS - 2,2-azino-de [sulfato(6)de 

3-etil benzitiazolina] (KPL). A reação foi bloqueada com 50 µl de ácido sulfúrico 1 M 

e a leitura realizada no espectrofotômetro (Bio-Rad 3550) a 415 nm. As 

concentrações das amostras foram calculadas na região linear da curva de titulação 

dos padrões de citocinas e as concentrações finais expressas em pg/ml, utilizando o 

software Microplate Manager, versão 4.0 (Bio-Rad laboratories). 

5.9 Análise estatística 

A análise estatística foi realizada no Laboratório de Métodos Quantitativos do 

Núcleo de Saúde Coletiva do CPqAM, empregando-se testes não paramétricos. Foi 

realizada uma análise descritiva para expor os resultados obtidos. A apresentação 

das variáveis mensuradas foi feita através de tabelas ou gráficos incluindo também o 

uso de algumas medidas descritivas como mínimo, máximo, mediana, média e 

desvio padrão. Para análise comparativa intra-grupos foi utilizado o teste dos postos 

sinalizados de Wilcoxon e para a análise entre grupos o teste U de Mann-Whitney. 

Todas as conclusões foram tomadas ao nível de significância de 5%. Os softwares 

utilizados foram o Excel 2000 e o SPSS 8.0.  
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6 RESULTADOS 

6.1 Caracterização da população de estudo 

Os participantes do estudo foram avaliados segundo os critérios de faixa 

etária, sexo, localidade de origem, forma clínica, número de lesões, tempo de 

evolução da doença, diagnósticos parasitológicos e imunológicos. Essas 

informações estão descritas nas Tabelas 2 e 3. 

 Foram selecionados 15 indivíduos com LTA ativa que obedeceram os critérios 

de inclusão e exclusão, sendo 09 pacientes do sexo masculino (60%) e 06 do sexo 

feminino (40%). A faixa etária variou de 13 a 63 anos com uma média de 32 anos. 

 Os pacientes foram provenientes do município de Moreno (n = 10), de Amaraji 

(n = 01), de Vitória de Santo Antão (n = 01), e de Aldeia (n = 03), respectivamente, 

situados a 28 Km, 96 Km, 51 Km e 10 Km da cidade do Recife. Todas as localidades 

pertencem a região da Zona da Mata, sendo consideradas áreas endêmicas em PE. 

 Apenas um paciente apresentou a forma cutânea disseminada com mais de 

20 lesões papulosas, distribuídas por toda superfície corporal. Um paciente 

apresentou a forma mucocutânea. Todos os outros pacientes apresentaram lesões 

ulceradas com bordas elevadas e fundo granulomatoso, distribuídas em áreas 

descobertas do corpo. Em relação ao número de lesões, 60% apresentaram apenas 

uma lesão, 13,3% apresentaram duas lesões e 20% três lesões. O tempo de 

evolução da doença, ou seja, do surgimento da doença até a procura do núcleo de 

saúde dos municípios variou de um mês até 12 meses.
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Tabela 2: Características dos pacientes em relação a localidade de origem, sexo, faixa 
etária, forma clínica, número de lesões e tempo de evolução da doença. 
Paciente Localidade Sexo Idade Forma Clínica Nº Lesã o Evolução

(meses) 
1 Moreno F 46 Cutânea localizada 03 1 
2 Moreno F 38 Cutânea localizada 01 1 
3 Moreno M 30 Cutânea localizada 01 2 
4 Moreno M 34 Cutânea localizada 01 2 
5 Moreno F 25 Cutânea localizada 01 1 
6 Amaraji F 15 Cutânea disseminada >20 NI 
7 Moreno M 46 Cutânea localizada 01 1 
8 Moreno M 17 Cutânea localizada 03 1 
9 Moreno M 20 Cutânea localizada 02 3 
10 Aldeia M 63 Cutânea localizada 02 1 
11 Aldeia M 28 Cutânea localizada 01 2 
12 Aldeia M 30 Cutânea localizada 01 1 
13 Vitória de 

Santo Antão 
F 24 Cutânea localizada 01 2 

14 Moreno M 51 Mucocutânea 01 1 
15 Moreno F 13 Cutânea localizada 03 12 

F= feminino; M= masculino; NI= não informado. 

 Todos os pacientes foram diagnosticados como positivos em pelo menos um 

dos testes realizados. A intradermoreação de Montenegro apresentou resultado 

positivo, ou seja, enduração igual ou maior que 5 mm em 92,8% dos pacientes. Um 

paciente apresentou enduração menor que 5 mm; portanto, resultado negativo. Por 

motivos operacionais, apenas um paciente não realizou o teste. Vale ressaltar que 

esses dois pacientes foram positivos nos outros testes. A IDRM apresentou uma 

forte resposta de hipersensibilidade cutânea, ou seja, endurações maiores que 10 

mm na grande maioria dos pacientes (71,4%). 

 Além da IDRM, foram realizadas a IFI em 14 pacientes, apresentando 71,4% 

de positividade; e a PCR, em 13 pacientes, com 92,3% de positividade (Figura 4). A 

pesquisa direta apresentou 53% de positividade nos 15 pacientes avaliados. Em 

sete indivíduos (46,6%), o parasito foi isolado em meio de cultura. Após análise por 

anticorpos monoclonais, realizado em colaboração com o Centro de Pesquisas 

Evandro Chagas, em Belém, o parasito foi identificado como L. (V.) braziliensis. 
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Tabela 3: Resultados laboratoriais dos pacientes.  
Paciente IDRM 

(mm) 
Pesquisa 

Direta 
IFI PCR Isolamento 

1 10 + - + + 
2 20 - + NR + 
3 20 + + + A 
4 15 + + + A 
5 15 + + + A 
6 NR - + + A 
7 10 - - + + 
8 5 + - + A 
9 10 - + + A 

10 20 + NR + + 
11 10 + + - + 
12 15 - - + A 
13 - + + + + 
14 5 - + + + 
15 6 - + NR A 

IDRM= Intradermorreação de Montenegro; IFI= Imunofluorescência; PCR= Reação em 
cadeia de polimerase; += positivo; - = negativo; NR= não realizado; A= em andamento.

  

Figura 4 – Gel de agarose (1%) das amostras de biópsias das lesões 
dos pacientes. PM (Peso molecular λ + Hind III), C- (controle negativo), 
C++ (controle positivo 1ng), C+ (controle positivo 1pg). 

  PM  C-   C++  C+               1    3     4    5    6     7    8    9    10  12  11  13   14    

750pb 

23130 
9416 
6557 

4361 
2322 
2027 
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 Em relação ao tratamento com o Glucantime, realizado como descrito na 

metodologia, todos os pacientes apresentaram cicatrização completa das lesões ao 

final da terapêutica (Figura 5). O esquema terapêutico na maioria dos pacientes 

(66,7%) foi composto por apenas uma série (20 a 30 dias). Em 26,7% e 6,6% dos 

pacientes o tratamento foi composto por duas e três séries, respectivamente. Após o 

término do tratamento, os pacientes foram acompanhados por um período de 12 

meses para confirmação da cura clínica e verificação do aparecimento de novas 

lesões e recidivas. Além disso, foram novamente submetidos à coleta de sangue 

venoso para a avaliação após tratamento. 

  

Figura 5: Fotos representativas da cicatrização completa das lesões dos pacientes.  

 O grupo controle foi representado por 10 indivíduos saudáveis de área não 

endêmica, sem histórico da doença, com idade variando de 20 a 52 anos, com 

média de 31 anos.  
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6.2 Perfil eletroforético do antígeno solúvel de L. (V.) braziliensis 

A fração antigênica solúvel de L. (V.) braziliensis foi submetida a uma 

eletroforese em gel de poliacrilamida e apresentou proteínas cujos pesos 

moleculares variaram entre 66 e 16 kDa (Figura 6) quando comparadas ao peso 

molecular padrão (Sigma). 

Figura 6: SDS-PAGE de proteínas solúveis de L. (V.) braziliensis. Nos poços 1 e 2 foram 
depositados 10 µg e 15 µg do antígeno, respectivamente. M= marcadores de peso 
molecular em kDa (66 – albumina bovina; 45 – Ovalbumina; 36 – anidrase carbônica; 29 – 
gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase; 24 – tripsinogênio; 20,1 – inibidor de tripsina e 14,2 – 
α-lactoalbumina). 
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6.3  Ensaio de Proliferação Celular  

6.3.1 Padronização da Proliferação Celular 

Com a finalidade de estabelecer o tempo de cultivo e a concentração da 

fração antigênica solúvel de L. (V.) braziliensis ideais para os ensaios de proliferação 

in vitro de PBMC, foi realizado um ensaio prévio.  

Foram analisadas células de quinze pacientes com LTA ativa oriundos de 

área endêmica de PE antes do tratamento quimioterápico e dez indivíduos sadios 

(grupo controle). A resposta linfoproliferativa de PBMC foi avaliada na presença de 

diferentes concentrações do antígeno solúvel de L. (V.) braziliensis (10, 5, 2,5 e 1,25 

µg/ml) e dos mitógenos fitohemaglutinina-PHA (5 µg/ml) e Concanavalina A-ConA 

(2,5 µg/ml) durante 3, 4, 5 e 6 dias. Os resultados foram expressos pelo índice de 

estimulação (IE), sendo considerados valores representativos da proliferação celular, 

índices de estimulação maior ou igual a 3.  

As respostas de PBMC aos mitógenos ConA (2,5 µg/ml) e PHA (5 µg/ml) 

foram positivas em todos os grupos avaliados, não havendo diferença significativa 

entre pacientes e controle nos diferentes dias de cultivo. O resultado indicou que a 

resposta dessas células a mitógenos inespecíficos não foi suprimida (Tabela 4). 

Tabela 4: Respostas de PBMC aos mitógenos ConA (2,5 µg/ml) e PHA (5 µg/ml) entre os 
pacientes (Pcs) e o grupo controle (Cts) durante 3, 4, 5 e 6 dias de cultivo. Os resultados 
foram expressos pelo índice de estimulação (IE) ± desvio-padrão.   

 Dias de cultivo 

3  4  5  6  

Mitógenos Pcs Cts Pcs Cts Pcs Cts Pcs Cts 

ConA 223±152 424±147 78±63 194±108 53±69 55±50 9±13 13±19 

PHA 166±151 286±218 76±86 129±92 51±74 43±29 13±30 9±14 
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Em PBMC de todos os pacientes, ficou evidenciada a proliferação das células 

estimuladas pelo antígeno solúvel, nas concentrações 10, 5, 2,5 e 1,25 µg/ml e nos 

3º, 4º, 5º e 6º dias de cultivo. No grupo controle não houve resposta proliferativa ao 

estímulo antigênico (Figuras 7, 8, 9, 10 e 11). 
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Figura 7: Gráfico comparativo da resposta de PBMC dos pacientes de LTA e do grupo 
controle ao antígeno solúvel de L. (V.) braziliensis em 3 dias de cultivo. A resposta 
linfoproliferativa foi expressa pelo IE. As barras verticais representam o erro padrão e a linha 
horizontal representa o cut off.  
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Figura 8: Gráfico comparativo da resposta de PBMC dos pacientes de LTA e do grupo 
controle ao antígeno solúvel de L. (V.) braziliensis em 4 dias de cultivo. A resposta 
linfoproliferativa foi expressa pelo IE. As barras verticais representam o erro padrão e a linha 
horizontal representa o cut off.  
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Figura 9: Gráfico comparativo da resposta de PBMC dos pacientes de LTA e do grupo 
controle ao antígeno solúvel de L. (V.) braziliensis em 5 dias de cultivo. A resposta 
linfoproliferativa foi expressa pelo IE. As barras verticais representam o erro padrão e a linha 
horizontal representa o cut off.  
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Figura 10: Gráfico comparativo da resposta de PBMC dos pacientes de LTA e do grupo 
controle ao antígeno solúvel de L. (V.) braziliensis em 6 dias de cultivo. A resposta 
linfoproliferativa foi expressa pelo IE. As barras verticais representam o erro padrão e a linha 
horizontal representa o cut off.  

Comparando-se os IE dos pacientes com o grupo controle, observou-se que 

todas as concentrações antigênicas e todos os tempos de cultivo apresentaram 

diferença significativa. Desta maneira, foi possível optar pela concentração 1,25 

µg/ml e pelo 5º dia de cultivo para os ensaios de proliferação antes e 12 meses após 

o tratamento quimioterápico. Vale ressaltar que neste dia (5º), as células 

apresentavam-se viáveis. 

(µg/ml)
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6.3.2 Proliferação celular antes e após tratamento quimioterápico 

A resposta proliferativa foi avaliada nas culturas de PBMC dos pacientes com 

LTA antes e 12 meses após o término do tratamento quimioterápico e no grupo 

controle. Os estímulos foram realizados na presença da ConA (2,5 µg/ml), PHA (5 

µg/ml) e do antígeno solúvel (1,25 µg/ml) no 5 º dia de cultivo.  

Como controles positivos do teste, os mitógenos ConA e PHA estimularam 

fortemente a linfoproliferação de PBMC no grupo controle e nos pacientes, antes e 

após tratamento. Analisando a resposta frente ao estímulo com ConA, as médias 

dos IE dos grupos foram semelhantes. Em relação a PHA, a média do IE da 

linfoproliferação dos pacientes após tratamento foi mais elevada. Entretanto, não foi 

observada diferença significativa entre os grupos frente a esses mitógenos (Tabelas 

5 e 6; Figuras 11 e 12). 
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Tabela 5: Estatísticas descritivas das respostas linfoproliferativas de PBMC ao mitógeno 
ConA (2,5 µg/ml) entre os pacientes antes (Pcs-AT) e após tratamento (Pcs-PT) e o grupo 
controle. A resposta linfoproliferativa foi expressa pelo IE.

ConA 

Grupos N Mínimo Máximo Mediana Média Desvio P 1 P2

Controle 10 9 162 39 55,00 49,61   
Pcs-AT 15 3 252 13 52,60 69,43 0,446
Pcs-PT 15 2 189 20 43,87 58,24 0,263 0,733 

         
P1 = refere-se ao teste Mann-Whitney (comparação entre os pacientes e o grupo controle) 
P2 = refere-se ao teste Wilcoxon (comparação entre os pacientes antes e após tratamento) 
N= número da amostra 
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Figura 11: Gráfico comparativo da resposta linfoproliferativa de PBMC dos pacientes de LTA 
antes (Pcs-AT) e após tratamento quimioterápico (Pcs-PT) e do grupo controle (Cts) 
estimulado com ConA (2,5 µg/ml). A resposta linfoproliferativa foi expressa pelo IE. As 
barras verticais representam o erro padrão.  
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Tabela 6: Estatísticas descritivas das respostas linfoproliferativas de PBMC ao mitógeno 
PHA (5 µg/ml) entre os pacientes antes (Pcs-AT) e após tratamento (Pcs-PT) e o grupo 
controle. A resposta linfoproliferativa foi expressa pelo IE.

PHA 

Grupos N Mínimo Máximo Mediana Média Desvio P 1 P2

Controle 10 13 99 35 43,10 28,81   
Pcs-AT 15 1 272 16 51,47 74,22 0,311  
Pcs-PT 15 5 909 80 150,13 235,42 0,144 0,156 

         
P1 = refere-se ao teste Mann-Whitney (comparação entre os pacientes e o grupo controle) 
P2 = refere-se ao teste Wilcoxon (comparação entre os pacientes antes e após tratamento) 
N= número da amostra 
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Figura 12: Gráfico comparativo da resposta linfoproliferativa de PBMC dos pacientes de LTA 
antes (Pcs-AT) e após tratamento quimioterápico (Pcs-PT) e do grupo controle (Cts) 
estimulado com PHA (5 µg/ml). A resposta linfoproliferativa foi expressa pelo IE. As barras 
verticais representam o erro padrão.

Em relação ao estímulo com o antígeno solúvel, nenhum indivíduo do grupo 

controle apresentou resposta proliferativa. As culturas de PBMC dos pacientes antes 

e após tratamento proliferaram intensamente ao antígeno. Antes do tratamento 

86,6% dos pacientes apresentaram resposta proliferativa positiva (IE≥3) e após 

tratamento, 80%. 
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Embora constatado pequeno aumento no IE após tratamento, não foi 

observado diferença significativa entre os pacientes (p = 0,944).  Comparando-se os 

IEs dos pacientes antes e após tratamento com o grupo controle, houve diferença 

significativa em relação aos níveis de proliferação (p < 0,001) (Tabela 7 e Figura 13). 

Tabela 7: Estatísticas descritivas das respostas linfoproliferativas de PBMC ao antígeno 
solúvel de L. (V.) braziliensis (1,25 µg/ml) entre os pacientes antes (Pcs-AT) e após 
tratamento (Pcs-PT) e o grupo controle. A resposta linfoproliferativa foi expressa pelo IE. 

Grupos N Mínimo Máximo Mediana Média Desvio P 1 P2

Controle 10 1 2 1 1,20 0,42   
Pcs-AT 15 1 93 5 12,93 22,95 <<<<0,001 
Pcs-PT 15 1 52 4 15,60 17,60 0,001 0,944 

       
P1 = refere-se ao teste Mann-Whitney (comparação entre os pacientes e o grupo controle) 
P2 = refere-se ao teste Wilcoxon (comparação entre os pacientes antes e após tratamento) 
N= número da amostra 
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Figura 13: Gráfico comparativo da resposta linfoproliferativa de PBMC dos pacientes de LTA 
antes (Pcs-AT) e após tratamento quimioterápico (Pcs-PT) e do grupo controle (Cts) ao 
antígeno solúvel de L. (V.) braziliensis (1,25 µg/ml). A resposta linfoproliferativa foi expressa 
pelo IE. As barras verticais representam o erro padrão e a linha horizontal representa o cut 
off.  
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6.4 Dosagem de citocinas em sobrenadante de cultura

6.4.1 Padronização do ensaio de sobrenadante de cultura 

Para estabelecer a melhor concentração da fração antigênica solúvel de L.

(V.) braziliensis e o melhor tempo de cultivo para os ensaios de sobrenadante de 

cultura, foi realizado um ensaio prévio durante 24 horas, 48 horas e 6 dias de 

cultura, utilizando as mesmas concentrações antigênicas utilizadas nos ensaios de 

proliferação celular (item 6.3.1). A concentração do antígeno que apresentou as 

maiores médias de densidades ópticas (DOs) em PBMC dos pacientes, após a 

realização do ensaio do ELISA para detecção das citocinas, foi a escolhida. O tempo 

de cultivo para a coleta do sobrenadante também foi avaliado segundo este mesmo 

critério.  

Todas as concentrações antigênicas estimularam a produção de altos níveis 

de IFN-γ e IL-10 nos pacientes, quando comparado com o grupo controle, durante 24 

e 48 horas (p < 0,05). Durante 6 dias de cultura não foi observado  diferença 

significativa na produção das citocinas entre os grupos (Figuras 14 e 15). 

Assim, a concentração do antígeno escolhida para o ensaio de sobrenadante 

de cultura foi 1,25 µg/ml. Portanto, a mesma concentração utilizada no ensaio de 

proliferação celular. O tempo de cultivo de 48 horas ficou estabelecido para medição 

de IL-10 e IFN-γ. 
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Figura 14: Gráficos da padronização da produção de IFN-γ durante 24h, 48h e 6 dias dos 
pacientes de LTA e do grupo controle frente as diferentes concentrações do antígeno 
solúvel de L. (V.) braziliensis. As barras horizontais representam a média dos grupos.
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Figura 15: Gráficos da padronização da produção de IL-10 durante 24h, 48h e 6 dias dos 
pacientes de LTA e do grupo controle frente as diferentes concentrações do antígeno 
solúvel de L. (V.) braziliensis. As barras horizontais representam a média dos grupos.
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6.4.2 Avaliação da produção de IFN-γ antes e após tratamento 

A produção de IFN-γ (pg/ml) foi determinada no sobrenadante de cultura de 

PBMC após 48 horas de estímulo, na presença de 1,25 µg/ml do antígeno solúvel de 

L. (V.) braziliensis, dos mitógenos ConA (2,5 µg/ml) e PHA (5 µg/ml), além da 

ausência de estímulo. A avaliação da produção de IFN-γ foi realizada antes e 12 

meses após o término do tratamento quimioterápico. 

As estatísticas descritivas e o gráfico referente a quantificação dessa 

produção estão indicados na Tabela 8 e Figura 16. Assim como na proliferação, 

resultados similares foram encontrados entre os pacientes e o grupo controle após 

estímulo com ConA, não havendo diferença significativa na detecção de IFN-γ.  

Sob estímulo de PHA não foi observada diferença significativa entre os 

pacientes e o grupo controle em relação a produção de IFN-γ. No grupo dos 

pacientes, a produção foi significativamente mais elevada após tratamento, 

comparado-se antes de iniciar o tratamento. 

Não foi detectada produção de IFN-γ nas culturas de PBMC do grupo controle 

sem estímulo. Embora pôde ser observada mínima produção de IFN-γ em PBMC de 

pacientes, antes e após tratamento, não foi evidenciada diferença significativa. 

Comparando o grupo controle com os pacientes, observa-se diferença significativa 

apenas com os pacientes antes do tratamento. 
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Tabela 8: Estatísticas descritivas da produção de IFN-γ em sobrenadante de cultura de 
PBMC aos mitógenos ConA (2,5 µg/ml), PHA (5 µg/ml) e culturas sem estímulo entre os 
pacientes antes (Pcs-AT) e após tratamento (Pcs-PT) e o grupo controle.

ConA 

Grupos N Mínimo Máximo Mediana Média Desvio P 1 P2

Controle 10 0 22144 9920 10101,60 7436,46   
Pcs-AT 15 992 31616 7616 8976,00 8217,36 0,567
Pcs-PT 15 0 21808 1944 4563,20 6209,45 0,062 0,125 

       
PHA

Grupos N Mínimo Máximo Mediana Média Desvio P 1 P2

Controle 10 0 2808 566 867,20 912,80   
Pcs-AT 15 0 2088 448 588,27 530,54 0,643  
Pcs-PT 15 32 8312 1520 2775,47 2838,73 0,115 0,015 

         
Sem estímulo

Grupos N Mínimo Máximo Mediana Média Desvio P 1 P2

Controle 10 0 0 0 0,00 0,00 
Pcs-AT 15 0 67 31 27,53 23,07 0,004
Pcs-PT 15 0 282 0 38,33 79,44 0,285 0,859 

         
P1 = refere-se ao teste Mann-Whitney (comparação entre os pacientes e o grupo controle)  
P2 = refere-se ao teste Wilcoxon (comparação entre os pacientes antes e após tratamento) 
N= número da amostra
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Figura 16: Gráfico da quantificação da produção de IFN-γ (pg/ml) em sobrenadante de 
cultura de PBMC dos pacientes de LTA antes (Pcs-AT), após tratamento quimioterápico 
(Pcs-PT) e do grupo controle na presença dos mitógenos ConA, PHA e nas culturas sem 
estímulo. As barras horizontais representam a média dos grupos.
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Como indicado na Tabela 9 e Figura 17, os resultados demonstram que os 

pacientes com LTA, antes e após tratamento produziram uma maior quantidade de 

IFN-γ em relação ao grupo controle, quando as PBMC foram estimuladas com o 

antígeno. No entanto, a diferença significativa ficou evidenciada apenas entre os 

pacientes antes do tratamento comparado ao grupo controle. 

Também pode ser observado, comparando-se os pacientes antes e após 

tratamento, uma diminuição desta citocina após o término do tratamento. Embora 

observado esse resultado, verificou-se ausência de diferença significativa.  
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Tabela 9: Estatísticas descritivas da produção de IFN-γ em sobrenadante de cultura de 
PBMC ao antígeno solúvel de L. (V.) braziliensis (1,25 µg/ml) entre os pacientes antes (Pcs-
AT) e após tratamento (Pcs-PT) e o grupo controle. 

Grupos N Mínimo Máximo Mediana Média Desvio P 1 P2

Controle 10 18 95 70.5 65,5 25,86 
Pcs-AT 15 0 2000 234 465 572,80 0,005
Pcs-PT 15 0 1013 70 262 348,55 0,978 0,078 

         
P1 = refere-se ao teste Mann-Whitney (comparação entre os pacientes e o grupo controle)  
P2 = refere-se ao teste Wilcoxon (comparação entre os pacientes antes e após tratamento) 
N= número da amostra 
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Figura 17: Gráfico da quantificação da produção de IFN-γ (pg/ml) em sobrenadante de 
cultura de PBMC dos pacientes de LTA antes (Pcs-AT), após tratamento quimioterápico 
(Pcs-PT) e do grupo controle na presença de 1,25 µg/ml do antígeno solúvel de L (V.) 
braziliensis. As barras horizontais representam a média dos grupos. 
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6.4.3 Avaliação da produção de IL-10 antes e após tratamento 

A produção de IL-10 (pg/ml) foi determinada no sobrenadante de cultura de 

PBMC após 48 horas de estímulo, na presença de 1,25 µg/ml do antígeno solúvel de 

L. (V.) braziliensis, dos mitógenos ConA (2,5 µg/ml) e PHA (5 µg/ml), além da 

ausência de estímulo. A avaliação da produção de IL-10 foi realizada antes e 12 

meses após o término do tratamento quimioterápico. As estatísticas descritivas e o 

gráfico referente a quantificação dessa produção estão indicados na Tabela 10 e 

Figura 18. 

A produção de IL-10, após estímulo com os mitógenos ConA e PHA, foi mais 

elevada nos pacientes comparado ao grupo controle. Avaliando a produção desta 

citocina após estímulo com a ConA, observa-se que entre os pacientes houve uma 

maior produção após tratamento, inclusive com diferença significativa. As médias da 

quantificação de IL-10 entre os pacientes e o grupo controle também apresentaram 

diferenças estatísticas significativas.   

Após estímulo com a PHA, PBMC do grupo controle apresentou menor 

produção de IL-10 em relação aos pacientes. Diferença significativa foi constatada 

comparando-se controle com os pacientes após tratamento. Analisando o grupo de 

pacientes, observa-se que a produção foi significativamente mais elevada após 

tratamento quando compara-se antes de iniciar o tratamento. 

Embora os pacientes tenham apresentado níveis mais elevados de IL-10 nas 

culturas sem estímulo, quando comparado ao grupo controle, não foi constatada 

diferença significativa.  
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Tabela 10: Estatísticas descritivas da produção de IL-10 em sobrenadante de cultura de 
PBMC aos mitógenos ConA (2,5 µg/ml), PHA (5 µg/ml) e culturas sem estímulos entre os 
pacientes antes (Pcs-AT) e após tratamento (Pcs-PT) e o grupo controle. 

ConA 

Grupos N Mínimo Máximo Mediana Média Desvio P 1 P2

Controle 10 168 740 535 526 155,78 
Pcs-AT 15 104 2016 1072 1056,53 497,45 0,001 
Pcs-PT 15 640 3584 1312 1618,13 866,66 <<<<0,001 0,031 

       
PHA 

 N Mínimo Máximo Mediana Média Desvio P 1 P2

Controle 10 152 488 318 318 114,44   
Pcs-AT 15 146 1554 368 489,07 390,94 0,461  
Pcs-PT 15 248 2488 720 920,93 632,16 0,002 0,047 

         
Sem estímulo

 N Mínimo Máximo Mediana Média Desvio P 1 P2

Controle 10 0 112 84.5 72 39,45   
Pcs-AT 15 37 319 73 124,60 101,52 0,567  
Pcs-PT 15 0 622 88 142,80 176,29 0,765 0,820 

        
P1 = refere-se ao teste Mann-Whitney (comparação entre os pacientes e o grupo controle)  
P2 = refere-se ao teste Wilcoxon (comparação entre os pacientes antes e após tratamento) 
N= número da amostra
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Figura 18: Gráfico da quantificação da produção de IL-10 (pg/ml) em sobrenadante de 
cultura de PBMC dos pacientes de LTA antes (Pcs-AT), após tratamento quimioterápico 
(Pcs-PT) e do grupo controle na presença dos mitógenos ConA, PHA e nas culturas sem 
estímulo. As barras horizontais representam a média dos grupos. 
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Os níveis de IL-10, frente à estimulação com o antígeno foram mais elevados 

nos pacientes comparado ao grupo controle. Esse resultado pode ser observado na 

Tabela 11 e Figura 19. Nos pacientes avaliados, embora a produção desta citocina 

tenha sido mais elevada após tratamento, não foi constatada diferença significativa 

(p = 0,307). Diferença significativa foi encontrada comparando-se os pacientes após 

o tratamento com o grupo controle (p = 0,008).   

Tabela 11: Estatísticas descritivas da produção de IL-10 em sobrenadante de cultura de 
PBMC ao antígeno solúvel de L. (V.) braziliensis (1,25 µg/ml) entre os pacientes antes (Pcs-
AT) e após tratamento (Pcs-PT) e o grupo controle. 

Variáveis N Mínimo Máximo Mediana Média Desvio P 1 P2

Controle 10 49 195 81 99 53,35   
Pcs-AT 15 0 854 144 263,33 253,08 0,091  
Pcs-PT 15 30 1316 312 353,73 324,04 0,008 0,307 

       
P1 = refere-se ao teste Mann-Whitney (comparação entre os pacientes e o grupo controle) 
P2 = refere-se ao teste Wilcoxon (comparação entre os pacientes antes e após tratamento) 
N= número da amostra 
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Figura 19: Gráfico da quantificação da produção de IL-10 (pg/ml) em sobrenadante de 
cultura de PBMC dos pacientes de LTA antes (Pcs-AT), após tratamento quimioterápico 
(Pcs-PT) e do grupo controle na presença de 1,25 µg/ml do antígeno solúvel de L (V.) 
braziliensis. As barras horizontais representam a média dos grupos.



REIS, L. C.                                                                                 66

7 DISCUSSÃO 

No Brasil, a Leishmania (Viannia) braziliensis é amplamente distribuída por 

todo território nacional, sendo considerada uma das espécies mais importantes para 

a saúde pública. Além de ser responsável pela maioria dos casos de LTA no país, 

tem a capacidade de causar desde a forma cutânea localizada até graves lesões 

mucocutâneas mutilantes (SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004).  

Na região Nordeste, PE aparece como o quarto Estado com maior número de 

casos notificados. A doença aparece em crescente expansão com aumento na 

notificação de 14 para 733, no período de 1980 a 2004. Mais de 60% desses casos 

ocorrem na região da Zona da Mata (BRANDÃO-FILHO et al., 1999; SNVS/PE, 

2006).  

Todos os quinze pacientes participantes deste estudo foram provenientes de 

áreas endêmicas na região da Zona da Mata de PE. Foi observado uma prevalência 

da doença em indivíduos do sexo masculino (60%), adultos jovens, com uma média 

de idade de 32 anos e trabalhadores da zona rural. A LTA tem causado significativa 

morbidade em nosso país, atingindo predominantemente indivíduos do sexo 

masculino em idade produtiva. Em geral, está associada à áreas rurais, sobretudo 

nas atividades de exploração e desmatamentos em florestas e em atividades 

agrícolas (FUNDAÇÃO NACIONAL DE SAÚDE, 2002; RODRIGUES et al., 2006).   

Em relação às formas clínicas observadas nesse estudo, a grande maioria 

apresentou a forma cutânea localizada com lesões ulceradas em áreas descobertas 

do corpo (86,6%). Apenas um indivíduo apresentou a forma mucocutânea e um a 

forma disseminada. Este tinha mais de 20 lesões distribuídas pela superfície 

corporal.  

A existência das lesões nas áreas descobertas do corpo, normalmente 

membros superiores e inferiores, pode ser explicada pelas atividades ocupacionais 

em áreas rurais. A grande ocorrência da forma cutânea localizada na LTA em nosso 

estudo está de acordo com outros trabalhos, tanto em PE como em outros Estados 

(ANDRADE et al., 2005; BRANDÃO-FILHO et al., 1999; COSTA et al., 1998; 

RODRIGUES et al., 2006). 
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Já a tendência para a redução do número de casos de leishmaniose 

mucocutânea é provavelmente devido ao melhor conhecimento da LTA, levando a 

um correto diagnóstico e tratamento precoce da infecção (GONTIJO et al., 2002). 

O tempo de incubação da doença em 57,14% dos pacientes foi de 30 dias e 

28,57% apresentaram a doença em 60 dias. Estudos realizados em outros Estados, 

demonstraram um tempo de incubação de 47 dias na Bahia e de 90 dias em Belo 

Horizonte (CARVALHO et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2003). A leishmaniose cutânea 

surge após um período de incubação variando de dez dias a três meses. O 

acometimento mucoso pode surgir com a lesão cutânea ainda em atividade ou anos 

após a cicatrização e, geralmente, está associado com a demora na cicatrização da 

lesão primária e o tratamento inicial inadequado (GONTIJO; CARVALHO, 2003).  

Além disso, a LTA é uma doença complexa devido a existência de várias 

espécies do parasito e do vetor, assim como a relação parasito-hospedeiro. Esse 

fato leva à necessidade de novas ferramentas que auxiliem na determinação do 

prognóstico e de um diagnóstico eficiente. 

O diagnóstico da LTA demonstra dificuldades pelo fato de suas manifestações 

clínicas se assemelharem a lesões de outras doenças e a existência de limitações 

nos métodos de diagnósticos convencionais. Ainda não há um método diagnóstico 

que possa ser usado como padrão-ouro. Portanto, o diagnóstico é realizado pela 

associação dos aspectos clínicos, epidemiológicos e laboratoriais (BRITO et al., 

2000; 2001; KAR, 1995). 

 O diagnóstico dos pacientes neste estudo foi confirmado pela realização da 

pesquisa direta, do isolamento do parasito em meio de cultura, da IDRM, IFI e PCR. 

Os pacientes do presente estudo apresentaram positividade em pelo menos um 

teste diagnóstico. Por razões operacionais, alguns pacientes não puderam ser 

diagnosticados por todos os métodos empregados.  

A IDRM apresentou resultado positivo, ou seja, enduração igual ou maior que 

5 mm em 92,8% dos pacientes. Esses resultados estão de acordo com outros 

autores que relataram uma sensibilidade em torno de 90% para casos de LTA 

(FABER et al., 2003; FOLLADOR et al., 1999; GONTIJO et al., 2002; MEDEIROS et 

al., 2002; STOLF et al., 1993; VEGA-LÓPEZ, 2003).    

Apenas um paciente apresentou resposta negativa ao teste de IDRM. Esse 

resultado pode ser explicado pelo fato de ser infecção recente e pelo paciente não 

residir anteriormente em área endêmica. É também comum a IDRM apresentar 
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positividade em indivíduos de áreas endêmicas devido a ocorrência de infecções 

subclínicas. Além disso, a IDRM não distingue entre infecção passada e recente 

(VEGA-LÓPEZ, 2003).  

A IFI apresentou resultado positivo em 71,4% dos pacientes. Resultado 

similar foi encontrado por Oliveira-Neto et al. (2000) no Rio de Janeiro. Essa técnica 

sorológica é incapaz de diferenciar o estágio da infecção e ainda podem apresentar 

reações cruzadas com outros tripanasomatídeos (ROCHA et al., 2002; 2006). 

A PCR foi positiva em 92,3% das biópsias analisadas, mostrando ser essa a 

técnica que oferece as melhores taxas de sensibilidade e especificidade, sendo 

capaz de detectar baixa quantidade de parasitos na infecção. Resultados similares 

também foram encontrados por outros autores (FABER et al., 2003; MENDONÇA et 

al., 2004; RODRIGUES et al., 2002). 

Nos 15 pacientes avaliados, a pesquisa direta apresentou 53% de 

positividade. Esse teste parasitológico não é capaz de determinar a espécie do 

parasito, visto que todas as espécies de Leishmania são morfologicamente idênticas 

(BENSOUSSAN et al., 2006; VEGA-LÓPEZ, 2003). 

Os isolados do parasito, obtidos do cultivo in vitro de promastigotas, foram 

analisados por anticorpos monoclonais e identificados como L. (V.) braziliensis. As 

sete amostras isoladas são de grande representatividade devido às dificuldades 

existentes no cultivo dessa espécie de Leishmania (BENSOUSSAN et al., 2006). 

Estudos anteriores em PE também identificaram, através da técnica de anticorpos 

monoclonais e por isoenzimas, essa espécie do parasito (ANDRADE et al., 2005; 

BRANDÃO-FILHO, 2001; BRITO et al., 1993). Esses dados confirmam que, até o 

momento, a única espécie de Leishmania circulante e responsável pela LTA em PE 

é a L. (V.) braziliensis. 

A identificação da espécie do parasito envolvido nos casos da doença no 

homem em uma área endêmica é essencial para o entendimento dos aspectos 

clínicos e epidemiológicos, sobretudo para o diagnóstico e para o desenvolvimento 

da terapia e prognóstico da doença (CARVALHO et al., 2006). 

O tratamento da LTA apresenta limitações como a toxicidade das drogas 

disponíveis e a ausência de um critério de cura objetivo. O tratamento quimioterápico 

é baseado primariamente na administração de antimoniais pentavalentes, sendo 

utilizado no Brasil o Glucantime. Estes antimoniais são caros, altamente tóxicos e 

administrados via intramuscular durante um prolongado período (PASSOS et al., 
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1999). Embora a literatura descreva inúmeros efeitos colaterais, nenhuma reação 

adversa ao tratamento foi relatada pelos pacientes em nosso estudo.  

Uma grande dificuldade para o tratamento da LTA, favorecendo a interrupção 

do tratamento, é a sua ocorrência em áreas rurais distantes onde existe difícil 

acesso ao serviço de saúde e, muitas vezes, há necessidade exclusiva de 

terapêutica parenteral (RODRIGUES et al., 2006). 

O tratamento nos pacientes foi 100% eficaz e o tempo da terapia variou de 20 

a 90 dias, apresentando cicatrização completa das lesões. Após o fim do tratamento, 

os pacientes foram acompanhados por um período de 12 meses para, além de 

confirmar a cura clínica, evitar o aparecimento de novas lesões e reativação das 

lesões cicatrizadas (recidivas). 

 A boa eficácia terapêutica também já foi relatada por outros autores e essa 

eficácia pode estar relacionada a características do parasito e ao pouco tempo de 

evolução da maioria dos pacientes (PASSOS et al., 2001; OLIVEIRA-NETO et al., 

1997). As lesões cutâneas causadas pela L. (V.) braziliensis são normalmente 

susceptíveis ao tratamento com antimoniais e a cicatrização ocorre no final da 

terapia (COUTINHO et al., 2002). 

Embora exista a quimioterapia, são necessários maiores estudos para 

estabelecer o melhor esquema terapêutico e o desenvolvimento de novos 

tratamentos que proporcionem melhores condições e poucos danos aos indivíduos 

doentes (ARMIJOS et al., 2004).  

O critério de cura adotado por muitos autores é a completa cicatrização da 

lesão. Entretanto, esse critério é insatisfatório, pois pode ocorrer a reativação das 

lesões mesmo após tratamento e cicatrização completa da lesão inicial. A ocorrência 

de mais de 90% das recidivas em até um ano na LTA reforça a sugestão de controle 

clínico por pelo menos um ano após o tratamento. (FUNDAÇÃO NACIONAL DE 

SAÚDE, 2002; GONTIJO; CARVALHO, 2003; MENDONÇA et al., 2004; 

SCHUBACH et al., 1998). 

Uma característica de todas as espécies de Leishmania é a tendência em 

provocar infecções inaparentes ou a persistência do parasito após resolução da 

lesão (RAMÍREZ; GUEVARA, 1997). Essa persistência levanta questões a respeito 

da evolução clínica, da epidemiologia e das estratégias para o controle da 

leishmaniose (MENDONÇA et al., 2004). 
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O “status” imunológico do hospedeiro infectado por Leishmania pode 

representar um papel importante no sucesso da quimioterapia, uma vez que 

infecções por este parasito estão associadas com uma imunossupressão do 

hospedeiro. Uma eficiente resposta imune mediada por células é necessária para a 

eficácia máxima do antimonial pentavalente no tratamento e a relação entre a 

imunossupressão induzida pelo parasito e a quimioterapia efetiva é de grande 

importância (BERGER; FAIRLAMB, 1992).  

Em modelo experimental, a imunossupressão diminui a efetividade da terapia 

com antimonial pentavalente através da diminuição da produção de IFN-γ. Muitos 

trabalhos têm estudado a combinação da quimioterapia com a imunoquimioterapia 

através da estimulação de ativadores de macrófagos, como o IFN-γ. A busca de 

terapias alternativas e de imunoprofiláticos têm sido recomendado como prioridade 

para as estratégias de controle da doença (ARMIJOS et al., 2004; BERGER; 

FAIRLAMB, 1992).  

Uma vez que a LTA apresenta alta endemicidade em PE e que a L. (V.) 

braziliensis é a espécie de maior incidência no país e a única circulante em PE, não 

há informação sobre o perfil da resposta imune celular dos pacientes desta região ao 

tratamento quimioterápico convencional com Glucantime, frente a estimulação com 

a fração antigênica solúvel de L. (V.) braziliensis. 

Estudos anteriores, realizados por Brito et al. (2001), demonstraram que esta 

fração, constituída por proteínas provenientes do citoplasma do parasito, promoveu 

resposta anticórpica em pacientes com LTA. Foi observado uma diminuição na 

reatividade anticórpica quando comparado soros de pacientes apresentando lesões 

ativas, antes e após tratamento específico. Resultado similar foi observado em 

indivíduos com cura espontânea. Brito et al. (2001) sugerem que esses antígenos 

poderiam ser usados como marcadores de cura.  

Visto que a imunidade mediada por células T desenvolve um papel 

fundamental na resposta do hospedeiro ao parasito Leishmania e que o papel de 

anticorpos específicos na resposta imune não está completamente esclarecido 

(TRUJILLO et al., 1999), faz-se necessário caracterizar a resposta imune celular de 

PBMC ao estímulo com este antígeno antes e após o tratamento.  

Embora estudos semelhantes tenham sido realizados por outros autores, 

estes apenas avaliaram as respostas celulares à antígenos totais de L. (V.) 
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braziliensis (DA-CRUZ et al., 2002; TELINO et al., 2005; TOLEDO et al., 2001). 

Portanto, este estudo foi de fundamental importância na tentativa de contribuir para 

o entendimento de aspectos relacionados à evolução clínica de pacientes com LTA 

em PE. Essa compreensão permitirá o estudo e a identificação de novas moléculas 

imunogênicas do parasito potencialmente candidatas a vacinas. 

Em todas as formas clínicas da LTA, a resposta imune é dependente de 

células T e, de maneira geral, aceita-se que a diferença entre resistência e 

susceptibilidade à infecção por Leishmania está relacionada com o nível de 

expansão de células Th1 e Th2 (BACELLAR et al., 2002; PIRMEZ et al., 1993). 

Os estudos imunológicos na infecção por L. (V.) braziliensis estavam limitados 

aos estudos em humanos devido a falta de um modelo experimental para essa 

espécie. Em 2005, Moura et al. estabeleceram um modelo experimental para L. (V.) 

braziliensis utilizando camundongos BALB/c que apresentaram evolução clínica 

semelhante ao do homem. Entretanto, a dificuldade existente no estabelecimento 

desse modelo experimental ainda contribui para a continuação dos estudos com 

pacientes (CARVALHO et al., 1995; CONCEIÇÃO-SILVA et al., 1990; COUTINHO et 

al., 1996; DA-CRUZ et al., 2002; FARIA et al., 2005; LEOPOLDO et al., 2006; 

SILVEIRA et al., 1998; TELINO et al., 2005; TOLEDO et al., 2001). 

Para analisar a resposta imune celular em relação ao tratamento 

quimioterápico convencional na LTA, PBMC obtidas de sangue periférico de quinze 

pacientes antes do tratamento quimioterápico (lesões ativas) e 12 meses após o 

término do tratamento quimioterápico (lesões cicatrizadas) e de 10 indivíduos do 

grupo controle foram estimuladas in vitro com antígeno solúvel de L. (V.) braziliensis. 

O estímulo in vitro também foi realizado com os mitógenos ConA e PHA. 

Todos os indivíduos apresentaram proliferação celular em resposta aos 

mitógenos, não havendo diferença significativa entre o grupo controle e os pacientes 

antes e após tratamento, mostrando que a resposta imune celular não foi suprimida. 

Esses mitógenos também vêm sendo utilizados por outros autores apresentando 

resultados similares (CARVALHO et al., 1985; CONCEIÇÃO-SILVA et al., 1990; 

COUTINHO et al., 1996; MENDONÇA et al., 1986; TELINO et al., 2005; TOLEDO et 

al., 2001). 

Analisando-se a resposta proliferativa frente ao estimulo antigênico, nenhum 

indivíduo do grupo controle apresentou linfoproliferação. Os pacientes, antes e após 

tratamento, apresentaram uma elevada resposta proliferativa. Embora a média dos 
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índices de estimulação tenham aumentado nos pacientes após o tratamento, não foi 

observada diferença significativa quando comparado antes de iniciar o tratamento. 

Estes resultados não foram diferentes daqueles encontrados por outros autores 

(COUTINHO et al., 1996; 1998; DA-CRUZ et al., 1994; TOLEDO et al., 2001). 

A persistência de uma resposta imune celular específica a antígenos de 

Leishmania, após a cura clínica, poderá contribuir para a imunoproteção da doença. 

Um efeito benéfico indireto do tratamento com antimonial seria um aumento da 

resposta imune de células T após o tratamento (MENDONÇA et al., 1986). 

Estudos sobre a resposta imune celular na LTA também já foram 

desenvolvidos por alguns autores utilizando-se outros antígenos. O estímulo de 

PBMC de pacientes com leishmaniose cutânea localizada com antígenos totais de 

promastigotas de L. (V.) braziliensis, antes do tratamento com antimonial 

pentavalente e no término da terapia, promoveu uma tendência ao declínio da 

resposta linfoproliferativa no fim da terapia, mesmo não tendo observado diferença 

significativa (COUTINHO et al., 1996; 1998; DA-CRUZ et al., 1994). 

Telino et al. (2005) avaliaram in vitro a resposta de PBMC de pacientes com 

LTA frente a estimulação com antígenos totais de L. (V.) braziliensis e L. 

amazonensis, bem como frações antigênicas solúveis e insolúveis de L. 

amazonensis. Após o estímulo com esses antígenos, a resposta linfoproliferativa dos 

pacientes foi significativamente mais elevada quando comparada com indivíduos 

saudáveis. O antígeno total de L. (V.) braziliensis apresentou uma proliferação 

significativamente mais elevada em relação ao antígeno total de L. amazonensis. 

Esse resultado pode ser explicado pelo fato dos pacientes estarem infectados por L. 

(V.) braziliensis.  

Em relação aos antígenos de L. amazonensis, a resposta linfoproliferativa foi 

significativamente mais elevada com o antígeno total, comparado-se com a fração 

antigênica solúvel. Em contrapartida, não houve diferença na resposta com a fração 

insolúvel. A fração insolúvel apresentou uma antigenicidade mais elevada que a 

fração solúvel, sugerindo que as proteínas presentes nessa fração insolúvel seriam 

mais antigênicas que o antígeno total. Contudo, pouco se sabe a respeito da 

antigenicidade entre as frações solúveis e insolúveis de promastigotas de 

Leishmania (TELINO et al., 2005).   

Em busca de alternativas para o tratamento, Toledo et al. (2001) avaliaram a 

resposta imune em pacientes com LTA tratados com antimonial pentavalente 
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(Glucantime) e em pacientes tratados com imunoquimioterapia. Enquanto o 

tratamento com Glucantime corresponde a quimioterapia convencional, a 

imunoquimioterapia é a associação de uma vacina composta por cinco diferentes 

cepas de Leishmania (Leishvacin) com o antimonial. PBMC de pacientes tratados 

com a quimioterapia, estimuladas com antígeno total de L. (V.) braziliensis, 

apresentaram uma diminuição na resposta proliferativa ao término da terapia, 

comparado-se com pacientes tratados com a imunoquimioterapia. Neste caso, não 

foi observada diferença significativa em relação a proliferação antes e após o 

tratamento.  

Portanto, pacientes tratados com imunoquimioterapia apresentaram uma 

resposta linfoproliferativa persistente durante o tratamento. Essa diferença na 

resposta é provavelmente relacionada com a presença in vivo do antígeno durante o 

tratamento. Em relação aos pacientes tratados com Glucantime, é esperado que in 

vivo, a estimulação de células T diminua durante o progresso do tratamento para a 

cura. Isso ocorrerá desde que a redução na carga parasitária possa provavelmente 

causar a diminuição do número de células T responsivas (TOLEDO et al., 2001).  

Na imunoquimioterapia, entretanto, a contínua inoculação do antígeno 

possivelmente faz com que, in vivo, essas células continuem sendo estimuladas. 

Essa estimulação persiste, mesmo na diminuição da carga parasitária. Assim, 

pacientes tratados com imunoquimioterapia apresentam in vitro uma resposta 

linfoproliferativa inalterada no final do tratamento (TOLEDO et al., 2001). 

O mecanismo imune envolvido no processo de cura é, ao que tudo indica, 

diferente em cada tratamento. Essa afirmação decorre pelo fato de células de 

pacientes tratados pela imunoquimioterapia produzirem, significativamente, menos 

IFN-γ in vitro do que pacientes tratados com a quimioterapia convencional (TOLEDO 

et al., 2001). 

A capacidade do sistema imune em responder a uma infecção secundária 

mais rápida e melhor, comparando-se a uma primeira infecção, é de 

responsabilidade da memória imunológica do hospedeiro. Este é o objetivo das 

vacinas nas doenças infecciosas. A leishmaniose induz uma excelente proteção 

contra uma segunda exposição; apesar disso, uma vacina efetiva contra essa 

doença ainda não existe. Esse fato indica a necessidade de uma melhor 

compreensão dos mecanismos imunológicos envolvidos na doença, sobretudo na 
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memória imunológica para auxiliar no processo de criação das vacinas (SCOTT, 

2005). 

Uma importante característica da infecção por Leishmania é a ocorrência de 

persistência parasitária, após a cura clínica, levando a produção de uma resposta 

imune protetora e resistência a re-infecção. Essa resposta protetora é formada pelas 

células T efetoras e células T de memória que são divididas em células T de 

memória central (Tcm) e células T de memória efetora (Tem). As Tcm, 

independentes da presença do parasito, migram para os linfonodos. Já as Tem são 

dependentes da presença do parasito, secretam citocinas e possuem a capacidade 

de migrarem para os tecidos (SCOTT et al., 2004; 2005). 

 Zaph et al. (2004) demonstraram, em camundongos, que apesar das células 

T CD4+ efetoras serem perdidas na ausência dos parasitos, as células T CD4+ de 

memória central são mantidas. Em uma re-infecção, essas células T de memória 

central se tornam células T efetoras e conferem proteção. Porém, ainda não está 

claro como as Tcm são desenvolvidas e conservadas. Questões em relação a essas 

células permanecem e maiores investigações são necessárias, de modo a contribuir 

para o desenvolvimento de vacinas contra Leishmania (GOLLOB et al., 2005). 

Embora infecções por Leishmania induzem intensa resposta imune celular, os 

parasitos não são totalmente eliminados.  

Recentes estudos indicam que, durante a infecção, a geração de células T 

regulatórias limitam a ação do sistema imune suficientemente para manter a 

persistência do parasito. Essas células exercem sua função regulatória em parte 

pela produção de IL-10. Camundongos knock-out para IL-10 infectados com uma 

baixa dose de parasitos desenvolveram uma resposta imune aumentada com a 

eliminação total dos parasitos. Interessantemente, esses camundongos perderam a 

imunidade à re-infecção, sugerindo que a persistência parasitária é necessária para 

manter a imunidade (BELKAID et al., 2002). 

A resposta imune celular ao parasito Leishmania ocorre com a produção de 

citocinas que são importantes para o desenvolvimento e controle da resposta imune 

(ANTONELLI et al., 2004). 

Na leishmaniose humana, o papel da resposta imune celular do tipo Th1 tem 

sido associado ao controle da infecção. O evento crucial para indução da resposta 

imune curativa contra a Leishmania é a eficiente ativação de células capazes de 

produzir citocinas protetoras que levam à ativação de macrófagos via IFN-γ. Isso 
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resulta na síntese de intermediários de nitrogênio e oxigênio reativo e, 

conseqüentemente, na morte dos parasitos intracelulares. Embora a resposta Th1 

seja benéfica, o controle da resposta inflamatória através da produção de IL-10 é 

essencial para a cura da doença (ANTONELLI et al., 2004; SALAIZO-SUAZO et al., 

1999; SCOTT et al., 2004). 

Como parte da caracterização da resposta imune na LTA, em nosso estudo 

também foi analisada a produção das citocinas IFN-γ e IL-10 em sobrenadantes de 

culturas de PBMC antes e após o tratamento, utilizando os mesmos estímulos 

utilizados na avaliação da resposta de proliferação celular. 

Avaliando-se a produção de IFN-γ e IL-10, frente aos mitógenos, observou-se 

diferenças significativas entre os grupos. A ConA e a PHA são mitógenos policlonais 

que têm sido amplamente utilizados em estudos in vitro de ativação de células. 

Induzem mitose por um mecanismo que é dependente de TCR e nem todas as 

células T sofrem esse processo (PAUL, 1999). Assim, as diferenças estatísticas 

encontradas na produção das citocinas podem ser explicadas por esse fato, ou seja, 

os mitógenos não estimularam a mitose igualmente nesses grupos. 

A análise dos níveis das citocinas IFN-γ e IL-10 nesse estudo, após 

estimulação com o antígeno, apresentou resultados superiores nos pacientes do que 

no grupo controle. As PBMC do grupo controle produziram estas citocinas em 

quantidades mínimas, comparado-se com as médias dos pacientes com LTA. 

Em relação à produção de IFN-γ, observou-se uma diminuição após o término 

do tratamento em relação a média dos pacientes antes do tratamento. Embora 

evidenciada, não foi encontrada diferença significativa. Já os níveis de IL-10 

apresentaram resultados inversos. Nos pacientes avaliados, a produção dessa 

citocina foi mais elevada após tratamento, embora também não tenha sido 

constatada diferença significativa. 

A existência de mecanismos de imunorregulação, necessários para promover 

uma resposta Th1 efetiva na LTA, pode explicar nossos resultados. Esses 

mecanismos são importantes para manter a integridade tecidual do hospedeiro 

contra uma subseqüente resposta inflamatória. Recentes estudos demonstraram que 

a reposta Th1, formada após infecção por L. (V.) braziliensis, é acompanhada pela 

resposta de células T produtoras de IL-10 (ANTONELLI et al., 2004). 
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 Citocinas como IFN-γ, TNF-α e IL-12 podem ser tóxicas quando produzidas 

em quantidades elevadas e a IL-10 bloqueia a ativação de células Th1. 

Conseqüentemente, previne a superprodução dessas citocinas, evitando dano 

tecidual (RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998). A IL-10 também inibe a ativação 

macrofágica, como a expressão de moléculas co-estimulatórias como B7.1 (CD80) e 

B7.2 (CD86) e moléculas de adesão intercelular, diminuindo a habilidade dessas 

células em destruir a Leishmania (DING et al., 1993; BOURREAU et al., 2001). 

Pompeu et al. (2001) identificaram que a produção de IFN-γ é proporcional à 

produção de TNF-α e IL-10. Usualmente, a IL-10 exibe propriedades para desativar 

macrófagos em humanos.  

Em nosso estudo, a produção de IL-10 aumentada após o tratamento pode 

sugerir a ação de células T regulatórias que utilizam essa citocina para limitar a ação 

do sistema imune, favorecendo a persistência do parasito após cura clínica 

(BELKAID et al., 2002).  

O perfil de citocinas encontrado nas lesões ativas de pacientes com LTA tem 

sido demonstrado como uma mistura de citocinas do tipo 1 e 2, predominando 

mRNA para citocinas do tipo 1 (PIRMEZ et al., 1993). Células de pacientes com 

lesões crônicas produzem mais IFN-γ do que pacientes com lesões recentes. Esse 

fato está provavelmente relacionado com o elevado numero de células T produtoras 

de IFN-γ que infiltram nas lesões (RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998; TOLEDO et al., 

2001). 

Estudos anteriores avaliando a produção de IFN-γ em sobrenadantes de 

cultura de PBMC de pacientes com lesões cutâneas localizadas, estimuladas com 

antígenos totais de promastigotas de L. (V.) braziliensis, demonstraram um aumento 

nos níveis dessa citocina logo após o término da terapia com Glucantime. Apesar 

desse aumento, não foi constatada diferença significativa antes e após o tratamento. 

Esse aumento está provavelmente relacionado com o aumento da expressão de 

células CD8+ produtoras de IFN-γ (COUTINHO et al., 1996; 1998; DA-CRUZ et al., 

1994; TOLEDO et al. 2001).  

Toledo et al. (2001) analisando a produção de IFN-γ, antes do tratamento, 

observaram que sobrenadantes de cultura de pacientes tratados com 

imunoquimioterapia apresentaram uma diminuição na produção de IFN-γ ao final do 

tratamento quando comparado aos valores antes do tratamento. Uma significante 
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diminuição na produção de IL-10 pôde ser observada após o termino do tratamento 

com Glucantime e com a imunoquimioterapia. A diminuição da produção de IL-10 

provavelmente permite uma ação mais eficiente do IFN-γ, levando à cicatrização das 

lesões. 

Telino et al. (2005) demonstraram que o antígeno total de L. (V.) braziliensis

provoca uma alta resposta proliferativa e produz elevados níveis de IFN-γ. O mesmo 

não ocorre com IL-10, quando comparado com antígenos de L. amazonensis em 

culturas de PBMC de pacientes com LTA. Entretanto, esses pacientes estavam 

infectados com L. (V.) braziliensis. É esperado que as células T de pacientes 

infectados com L. (V.) braziliensis respondam mais fortemente a antígenos 

provenientes de espécies homólogas do que a antígenos provenientes de espécies 

de diferente subgênero. Resultados semelhantes foram encontrados por Silveira et 

al. (1998) que mostraram que o antígeno de L. (V.) braziliensis é um potente 

estimulador da resposta de células T em relação ao antígeno de L. amazonensis. 

As diferenças nos resultados que obtivemos poderiam estar associadas com 

o antígeno utilizado, mostrando diferenças na antigenicidade em estimular as células 

T de memória. Estudos com a resposta de células T a antígenos totais são tão 

importantes quanto o estudo da resposta de células T a peptídeos e/ou epítopos 

derivados de antígenos de Leishmania (DA-CRUZ et al., 1994). A finalidade dos 

estudos sobre a resposta imune celular traz contribuições para a busca de novos 

antígenos candidatos a vacinas e para o desenvolvimento de modelos para o 

parasito. 

Além disso, esses resultados também podem ser influenciados pelo tempo 

utilizado como critério para cura clínica. Em nosso trabalho, a avaliação foi feita um 

ano após o término do tratamento. Nos outros estudos, as avaliações foram 

realizadas logo após o fim da terapia, embora todos os indivíduos estudados 

apresentaram lesões cicatrizadas.  

Apesar da importância da resposta Th1 na cura da infecção, vale ressaltar 

que as mesmas citocinas envolvidas no controle da infecção podem estar 

relacionadas com a patogênese da doença. Parece ser necessário a existência de 

um contrabalanço com as células produtoras de citocinas do tipo Th2, ou seja, uma 

dicotomia Th1 x Th2 (REIS et al., 2006).  



REIS, L. C.                                                                                 78

Assim, as células T CD4+ e CD8+ atuam como fonte de produção de 

citocinas envolvidas no processo de ativação de macrófagos. A produção inicial de 

IFN-γ por células “natural killer” (NK) pode ser importante na diferenciação das 

células T CD4+ nas respostas Th1 e Th2 (PINHEIRO, 2004). 

As células T auxiliares (CD4+) induzem efeitos opostos associados com cura 

ou agravamento da doença, dependendo do perfil de citocinas produzidas. Já as 

células T citotóxicas (CD8+) também parecem desenvolver um papel importante no 

processo de cura na leishmaniose experimental, pela modulação da atividade de 

células T CD4+ ou possivelmente via efeito citolítico direto em macrófagos 

infectados. Em resposta ao estímulo com antígenos de Leishmania, essas células 

proliferam em números significativos (DA-CRUZ et al., 1994). 

Foi constatado que as células T CD4+ proliferaram em maior freqüência que 

as células T CD8+ antes do tratamento quimioterápico, sendo encontrada situação 

semelhante em indivíduos sadios. Ao final da terapia, observou-se um aumento da 

população de células T CD8+ e um declínio na população de células CD4+, 

sugerindo uma maior participação das células T citotóxicas nos processos de cura 

(DA-CRUZ et al., 1994; SCOTT et al., 2004).  

Além disso, a determinação da resposta do tipo Th1 e Th2 também pode ser 

influenciada pelo tipo de cepa e a dose inoculada do parasito, pelo sítio de 

inoculação, pela saliva de algumas espécies de flebótomos, além dos aspectos 

imunológicos e predisposição genética do hospedeiro (ROGERS et al., 2002). 

Visando caracterizar e compreender de forma mais completa a resposta 

imune na LTA em Pernambuco, trabalhos futuros serão desenvolvidos abordando a 

caracterização fenotípica das PBMC responsivas às frações antigênicas solúvel e 

insolúvel de L. (V.) braziliensis, através da citometria de fluxo, realização de 

dosagem de citocinas em sobrenadante de cultura, além da realização de RT-PCR. 

Tais análises serão feitas não só para verificar a influência do tratamento, mas 

também para avaliar a resposta de pacientes curados espontaneamente.  

 Como a maioria dos estudos envolvendo a resposta imune na leishmaniose 

utiliza espécies do Velho Mundo, principalmente a L. major, a investigação trouxe 

maiores esclarecimentos a respeito dos aspectos imunológicos envolvidos na 

infecção por L. (V.) braziliensis em nossa região.  

Os resultados obtidos neste estudo e nos próximos a serem realizados 

poderão contribuir para a busca de novas moléculas antigênicas capazes de induzir 
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uma resposta imune protetora, podendo ser utilizadas no futuro no desenvolvimento 

de vacinas, como também no diagnóstico e na quimioterapia.  
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8 CONCLUSÃO 

1) Os isolados do parasito, obtidos do cultivo in vitro de promastigotas, 

confirmam que L. (V.) braziliensis é a única espécie até o momento responsável pela 

LTA em PE. Esta identificação é essencial para entender os aspectos clínicos e 

epidemiológicos, sobretudo para o diagnóstico e para o desenvolvimento de terapia 

e prevenção desta doença. 

2) Considerando que a persistência parasitária, após a cura clínica, é 

uma importante característica da infecção por Leishmania e pode induzir uma 

resposta imunológica protetora e resistente a re-infecção, pode-se concluir que há 

resposta proliferativa específica de PBMC de pacientes com LTA antes e após 

tratamento quimioterápico frente a fração antigênica solúvel de L. (V.) braziliensis. 

3) A produção de IFN-γ e IL-10, antes e após tratamento 

quimioterápico, indica que os pacientes produziram uma resposta celular específica, 

sugerindo que mecanismos de regulação imunológica com a participação de células 

T de memória e células T regulatórias, além da dicotomia Th1 x Th2 estão presentes 

na evolução clínica desses indivíduos. 
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APÊNDICE A 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Projeto: Caracterização da resposta imune celular em portadores de Leishmaniose 
Tegumentar Americana antes e após tratamento quimioterápico, utilizando-se a fração 
antigênica solúvel de Leishmania  braziliensis”.  

Eu, ............................................................................................., concordo em participar 
voluntariamente neste projeto que será desenvolvido no Centro de Pesquisas Aggeu 
Magalhães da Fundação Oswaldo Cruz (CPqAM/FIOCRUZ). Fui informado que o objetivo 
principal do referido projeto é a investigação da resposta imunológica dos pacientes com 
leishmaniose tegumentar ativa antes e após tratamento quimioterápico, estando ciente que este 
documento é feito em duas vias, ficando uma em posse do participante e a outra com a equipe.  

Serei submetido a coleta de sangue venoso antes e após tratamento quimioterápico e a 
exames que incluirão a pesquisa direta; punção aspirativa  e biópsia da borda da lesão ativa. 
Todo procedimento será realizado com material estéril descartável e por profissionais de 
saúde de reconhecida capacidade para executar os procedimentos, podendo ser considerado 
isento de riscos. 

Esse trabalho trará grande benefício, pois indicará se as citocinas avaliadas, IFN-γ e IL-4 
poderão ser usadas como marcadores da resposta terapêutica.

Antes de minha participação no referido projeto, fui incentivado a pedir esclarecimento 
adicional que julgasse necessário, esclarecido por um participante do projeto. 

Autorizo a Fundação Oswaldo Cruz (CPqAM/FIOCRUZ) a utilização das informações 
obtidas através dos resultados dos procedimentos em reuniões, congressos e publicações 
científicas preservando, neste caso, a minha identidade. Autorizo, também que o 
CPqAM/FIOCRUZ poderá estocar amostra biológica para posteriores estudos. 

______________________________________________                     _____________ 

Assinatura do paciente                                                                                    data 

_______________________________________________                  _____________ 

Assinatura da testemunha                                                                               data 

_______________________________________________                   _____________ 
Assinatura do médico responsável – CPqAM/FIOCRUZ                              data 
Endereço profissional: Ambulatório de Dermatologia do Hospital das Clínicas da 
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Av. Moraes Rêgo, s/n°, Recife, fone: (81) 
34215003. 

FIOCRUZCentro de Pesquisas 

AGGEU 

Fundação Oswaldo Cruz, Ministério da Saúde 
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APÊNDICE B 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Projeto: Caracterização da resposta imune celular em portadores de Leishmaniose 
Tegumentar Americana antes e após tratamento quimioterápico, utilizando-se a fração 
antigênica solúvel de Leishmania braziliensis”.  

Eu, ............................................................................................... concordo em participar 
voluntariamente neste projeto que será desenvolvido no Centro de Pesquisas Aggeu 
Magalhães da Fundação Oswaldo Cruz (CPqAM/FIOCRUZ). Embora faça parte do grupo 
controle, fui informado que o objetivo principal do referido projeto é a investigação da 
resposta imunológica dos pacientes com leishmaniose tegumentar ativa antes e após 
tratamento quimioterápico, estando ciente que este documento é feito em duas vias, ficando 
uma em posse do participante e a outra com a equipe.  

Serei submetido a coleta de sangue venoso. Todo procedimento será realizado com 
material estéril descartável e por profissionais de saúde de reconhecida capacidade para 
executar os procedimentos, podendo ser considerado isento de riscos. 

Esse trabalho trará grande benefício, pois indicará se as citocinas avaliadas, IFN-γ e IL-4 
poderão ser usadas como marcadores da resposta terapêutica.

Antes de minha participação no referido projeto, fui incentivado a pedir esclarecimento 
adicional que julgasse necessário, esclarecido por um participante do projeto. 

Autorizo a Fundação Oswaldo Cruz (CPqAM/FIOCRUZ) a utilização das informações 
obtidas através dos resultados dos procedimentos em reuniões, congressos e publicações 
científicas preservando, neste caso, a minha identidade. Autorizo, também que o 
CPqAM/FIOCRUZ poderá estocar amostra biológica para posteriores estudos. 

_______________________________________________                      ____________ 

Assinatura do paciente                                                                                         data 

_______________________________________________                       ____________ 

Assinatura da testemunha                                                                                     data 

_______________________________________________                       ____________ 

Assinatura do médico responsável – CPqAM/FIOCRUZ                                    data 
Endereço profissional: Ambulatório de Dermatologia do Hospital das Clínicas da 
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Av. Moraes Rêgo, s/n°, Recife, fone: (81) 
34215003.

FIOCRUZCentro de Pesquisas 

AGGEU 

Fundação Oswaldo Cruz, Ministério da Saúde 
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APÊNDICE D – ARTIGO EM PREPARAÇÃO 

CARACTERIZAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE CELULAR EM PORTADO RES DE 

LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA ANTES E APÓS TRAT AMENTO 

QUIMIOTERÁPICO 

REIS L.C.1; BRITO M.E.F.1; SOUZA M.A.1; MEDEIROS A.R.2, SILVA C.J.3; LUNA 

C.F.1 PEREIRA V.R.A.1

1- Departamento de Imunologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães- CPqAM/ 

FIOCRUZ; 2- Universidade de Pernambuco-UPE; 3- Núcleo de Vigilância em Saúde 

e Ambiente do município de Moreno-PE. 

RESUMO 

As infecções por Leishmania apresentam uma resposta imune específica por parte 

do hospedeiro, dependente de células T, apresentando um perfil de citocinas Th1 e 

Th2. Neste estudo os objetivos foram avaliar a resposta linfoproliferativa e identificar 

a produção das citocinas IFN-γ e IL-10 em células mononucleares do sangue 

periférico (PBMC) de pacientes com LTA antes e 12 meses após o término do 

tratamento quimioterápico com Glucantime e de indivíduos saudáveis, frente a 

estímulos da fração antigênica solúvel de L. (V.) braziliensis e de Concanavalina A 

(ConA). Em relação ao antígeno, nenhum indivíduo do grupo controle apresentou 

linfoproliferação. Os pacientes apresentaram elevada resposta proliferativa antes e 

após tratamento, embora sem diferença estatística ao comparar esses dois 

momentos. A análise na produção das citocinas IFN-γ e IL-10 identificou diferença 

significativa ao comparar o grupo de pacientes em relação ao controle. Após 

tratamento quimioterápico, embora sem diferença estatística, a dosagem dos 

sobrenadantes dos pacientes revelou diminuição nos níveis de IFN-γ e aumento de 

IL-10. Estes resultados indicam que os pacientes produziram uma resposta celular 

específica a fração antigênica solúvel de L. (V.) braziliensis, sugerindo que 

mecanismos de regulação imunológica com a participação de células T de memória 

e células T regulatórias, além da dicotomia Th1 x Th2 estão presentes  na evolução 

clínica desses indivíduos. 
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INTRODUÇÃO 

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doença causada por 

protozoários digenéticos pertencentes ao gênero Leishmania, de transmissão 

vetorial, acometendo pele, mucosas e cartilagens. As formas clínicas da LTA 

dependem da espécie do parasito, do vetor, além das características 

epidemiológicas, constituição genética e condição imunológica do hospedeiro 

(ROGERS et al., 2002).  

As infecções por Leishmania levam a uma ativação específica da resposta 

imunológica por parte do hospedeiro. Há uma expansão de vários tipos de células, 

caracterizada sobretudo por linfócitos T CD4+, apresentando um perfil de citocinas 

Th1 ou Th2 (HOLZMULLER et al., 2006; REIS et al., 2006). Se a resposta for do tipo 

Th1, citocinas como IL-2, IFN-γ, TNF-α e IL-12 serão produzidas, promovendo 

ativação de macrófagos e, conseqüentemente, destruição dos parasitos. Por outro 

lado, se a resposta for do tipo Th2 serão produzidos IL-4 e IL-10. Estas citocinas 

provocarão uma baixa ativação macrofágica e, conseqüentemente, as formas 

clínicas aparecerão. A Leishmania é capaz de direcionar a diferenciação de células 

T para uma resposta do tipo Th2, caracterizada pela persistência da infecção 

(BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1998; REIS et al., 2006). 

Os estudos imunológicos na infecção por L. (V.) braziliensis estavam limitados 

aos estudos em humanos devido a falta de um modelo experimental para essa 

espécie. Em 2005, Moura et al. estabeleceram um modelo experimental para L. (V.) 

braziliensis utilizando camundongos BALB/c que apresentaram evolução clínica 

semelhante do homem. Entretanto, a dificuldade existente no estabelecimento desse 

modelo experimental ainda contribui para o surgimento de estudos com pacientes 

(CARVALHO et al., 1995; CONCEIÇÃO-SILVA et al., 1990; COUTINHO et al., 1996; 

DA-CRUZ et al., 2002; FARIA et al., 2005; LEOPOLDO et al., 2006; TELINO et al., 

2005; TOLEDO et al., 2001). 

Apesar dos antimoniais serem as principais drogas contra a Leishmania ainda 

não se sabe corretamente o mecanismo de ação das mesmas (ARMIJOS et al., 

2004; YARDLEY et al., 2006). E o mecanismo imune envolvido no processo de cura 

pode ser provavelmente diferente em cada tipo de tratamento. A quimioterapia 

associada a resistência a drogas e a toxicidade enfatizam a necessidade de uma 
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vacina eficaz contra a leishmaniose que promova uma correta resposta imune, como 

uma resposta Th1 (COLER; REED 2005). Para isso, estudos de novos antígenos 

potencialmente candidatos a vacinas e para testes de diagnósticos são necessários 

(COLER; REED, 2005; HABERER et al., 1998).  

Estudos anteriores, realizados por Brito et al. (2001), demonstraram que a 

fração antigênica solúvel de L. (V.) braziliensis, constituída por proteínas 

provenientes do citoplasma do parasito, promoveu resposta anticórpica em 

pacientes com LTA. Foi observado uma diminuição na reatividade anticórpica 

quando comparado soros de pacientes apresentando lesões ativas, antes e após 

tratamento específico. Resultado similar foi observado em indivíduos com cura 

espontânea, sugerindo que esses antígenos poderiam ser usados como marcadores 

de cura.  

Visto que a imunidade mediada por células T desenvolve um papel 

fundamental na resposta do hospedeiro ao parasito Leishmania e que o papel de 

anticorpos específicos na resposta imune não está completamente esclarecido 

(TRUJILLO et al., 1999), faz-se necessário caracterizar a resposta imune celular de 

PBMC ao estímulo com este antígeno antes e após o tratamento.  

Além disso, a L. (V.) braziliensis é a principal espécie responsável pela LTA 

no Brasil e tem a capacidade de causar desde a forma cutânea localizada até graves 

lesões mucocutâneas multilantes (GONTIJO; CARVALHO, 2003). 

Embora estudos semelhantes tenham sido realizados por outros autores, 

foram avaliadas as respostas celulares a frações antigênicas totais de L. (V.) 

braziliensis (DA-CRUZ et al., 2002; TELINO et al., 2005; TOLEDO et al., 2001). 

Portanto, essa compreensão permitirá o estudo e a identificação de novas moléculas 

imunogênicas do parasito potencialmente candidatas a vacinas. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

POPULAÇÃO DE ESTUDO 

Foram selecionados quinze pacientes, de ambos os sexos, com idade 

superior a 12 anos, portadores de lesões ativas, diagnóstico confirmado e ausência 

de tratamento quimioterápico prévio. Todos os pacientes foram tratados com 
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Glucantime, apresentando cicatrização completa das lesões ao final da terapêutica. 

Após tratamento, os pacientes foram acompanhados por um período de 12 meses 

para confirmação de cura clínica e evitar o aparecimento de novas lesões e de 

recidivas. Todos os pacientes foram provenientes de áreas endêmicas de 

Pernambuco, onde L. (V.) braziliensis é a única espécie circulante. Os pacientes 

foram submetidos a coleta de sangue antes do tratamento quimioterápico e 12 

meses após o término do tratamento. O grupo controle foi representado por 10 

indivíduos saudáveis de área não endêmica, sem histórico da doença. Todos os 

participantes assinaram o “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” e os 

protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética do 

CPqAM/FIOCRUZ. 

ANTÍGENO

Formas promastigotas de L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), mantidas in 

vitro, foram expandidas em meio Schneider´s contendo 10% de soro fetal bovino e 

1% de antibiótico (penicilina 100 UI/ml e estreptomicina 100 µg/ml) até atingir a fase 

exponencial. Em seguida, foram sedimentadas por centrifugação a 800 X g durante 

15 minutos a 4oC e lavadas três vezes com salina tamponada (PBS - pH 7.2). Foram 

acrescentados inibidores de proteases (metil-fenil-fluoreto-PMSF, 0,1mM e ácido 

etilenodiaminotetra acético-EDTA, 2mM), pepstatina A 0,001M e, em seguida, 

ultrassonicadas.  A suspensão parasitária foi centrifugada a 10000 X g durante 10 

minutos a 4°C. O sobrenadante resultante foi removido e submetido a uma nova 

centrifugação a 100000 X g durante 1 hora, à mesma temperatura. A partir do 

sobrenadante resultante, fração antigênica solúvel, foi feito a determinação protéica.  

OBTENÇÃO DE PBMC

Foram coletados 40 ml de sangue venoso periférico em tubo heparinizado e foi 

adicionado Ficoll-Hypaque. Após centrifugação a 400 X g durante 30 minutos a 20oC 

foi obtido um anel de PBMC. As células foram lavadas por centrifugação a 400 X g 

durante 30 minutos a 20oC em PBS. As PBMC foram contadas em câmara de 

Neubauer utilizando azul de Trypan, ajustando-se a concentração de interesse de 

acordo com cada ensaio realizado. 



REIS, L. C.                                                                                 114

PROLIFERAÇÃO CELULAR

PBMC na quantidade de 2X105/poço foram cultivadas em triplicata em placas 

de cultura plana de tecido de 96 poços em estufa a 37°C/5% de CO2 durante cinco 

dias. As culturas foram estimuladas com 1,25µg/ml da fração antigênica solúvel de 

L. (V.) braziliensis e com o mitógeno concanavalina A (ConA-2,5µg/ml). Células 

apenas na presença de meio de cultura foram utilizadas como controle negativo. 

Doze horas para o término do cultivo, foi adicionado 0,5µCi de timidina tritiada 

([3H]TdR) (Amersham International, USA). Ao final desse período, o material foi 

coletado através do coletor automático de células e depositado em papel de fibra de 

vidro (Whatman AH). A radioatividade incorporada foi determinada através das 

radiações β emitidas expressas em contagem por minuto (CPM). Os resultados 

foram expressos pelo índice de estimulação (IE), como sendo a média aritmética da 

CPM das culturas estimuladas, dividida pela média aritmética da CPM das culturas 

não estimuladas, ± desvio-padrão. O cut-off foi determinado pela média do grupo 

controle ± dois desvios-padrões. Foram considerados valores representativos da 

proliferação positiva, índices de estimulação maior ou igual a 3. 

AVALIAÇÃO DAS CITOCINAS NOS SOBRENADANTES DE CULTURA

Suspensões celulares (106 células/ml) em duplicata foram depositadas em 

placas de 24 poços. Os estímulos utilizados foram os mesmos dos ensaios de 

proliferação celular e as placas mantidas em estufa à 37ºC/5% de CO2 durante 48 

horas. Após o tempo de incubação, as placas foram centrifugadas (1800 x g por 10 

min, a TA) e os sobrenadantes de cultura coletados e estocados a -70°C.  

A dosagem das citocinas IFN-γ e IL-10 nos sobrenadantes de cultura foi 

determinada através do ELISA de captura. Os anticorpos monoclonais utilizados 

foram do Kit OptEIA (BD Biosciences), sendo previamente titulados. Placas de 

ELISA (Nunc-96 poços) foram sensibilizadas com anticorpos anti-citocinas 

específicos (de acordo com o fabricante) e incubadas “overnight” a 4°C. Os padrões 

das citocinas foram diluídos a partir da concentração de 1000pg/ml em diluição 
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seriada com fator 2. Após lavagens, 50 µl da amostra e dos padrões foram 

adicionados em duplicata e a placa incubada por 2h a TA. Posteriormente, foram 

adicionados os anticorpos biotinilados específicos (de acordo com o fabricante) por 

1h30min, a TA. Foi adicionado a solução reveladora contendo ABTS - 2,2-azino-de 

[sulfato(6)de 3-etil benzitiazolina]. A reação foi bloqueada com ácido sulfúrico 1 M e 

a leitura realizada no espectrofotômetro (Bio-Rad 3550) a 415 nm. As concentrações 

das amostras foram calculadas na região linear da curva de titulação dos padrões de 

citocinas e as concentrações finais expressas em pg/ml, utilizando o software 

Microplate Manager, versão 4.0 (Bio-Rad laboratories). 

ANÁLISE ESTATÍSTICA

A análise estatística foi realizada empregando-se os testes não paramétricos. Para 

análise comparativa intra-grupos foi utilizado o teste dos postos sinalizados de 

Wilcoxon e para a análise entre grupos o teste U de Mann-Whitney.  Todas as 

conclusões foram tomadas ao nível de significância de 5%.  

RESULTADOS 

Como controle positivo do teste, a ConA estimulou fortemente a 

linfoproliferação de PBMC no grupo controle e nos pacientes, antes e após 

tratamento, não sendo observada diferença significativa entre os grupos, mostrando 

que a resposta imune celular não foi suprimida (Figura 1). 

Em relação ao estímulo com a fração antigênica solúvel, nenhum indivíduo do 

grupo controle apresentou resposta proliferativa. As culturas de PBMC dos pacientes 

antes e após tratamento proliferaram intensamente ao antígeno. Embora constatado 

pequeno aumento no IE após tratamento, não foi observado diferença significativa 

entre os pacientes (p=0,944).  Comparando-se os IEs dos pacientes antes e após 

tratamento com o grupo controle, houve diferença significativa em relação aos níveis 

de proliferação (p<0,001) (Figura 2). 

Assim como na proliferação, resultados similares foram encontrados entre os 

pacientes e o grupo controle após estímulo com ConA, não havendo diferença 

significativa na detecção de IFN-γ. Por outro lado, a produção de IL-10 foi 
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significativamente mais elevada nos pacientes comparado ao grupo controle. Entre 

os pacientes houve uma maior produção após tratamento, com diferença 

significativa.  

Não foi detectada produção de IFN-γ nas culturas de PBMC do grupo controle 

sem estímulo. Embora pôde ser observada mínima produção de IFN-γ em PBMC de 

pacientes, antes e após tratamento, não foi evidenciada diferença significativa. 

Comparando o grupo controle com os pacientes, observa-se diferença significativa 

apenas com os pacientes antes do tratamento. Este resultado pode ser observada 

na Figura 5. 

Em relação a produção das citocinas frente ao antígeno, os resultados 

demonstraram que os pacientes, antes e após tratamento, produziram uma maior 

quantidade de IFN-γ em relação ao grupo controle. A diferença significativa ficou 

evidenciada apenas entre os pacientes antes do tratamento comparado ao grupo 

controle. Diminuição desta citocina foi observada após o término do tratamento. 

Entretanto, não foi constatada diferença significativa (Figura 3). 

Já os níveis de IL-10 foram mais elevados nos pacientes comparado ao grupo 

controle. Nos pacientes avaliados, embora a produção desta citocina tenha sido 

mais elevada após tratamento, não foi constatada diferença significativa (p=0,307). 

Diferença significativa foi encontrada comparando-se pacientes antes do tratamento 

com o grupo controle (p=0,008) (Figura 4).   

DISCUSSÃO

As lesões cutâneas causadas pela L. (V.) braziliensis são normalmente 

susceptíveis ao tratamento com antimoniais e a cicatrização ocorre no final da 

terapia (COUTINHO et al., 1996). 

O “status” imunológico do hospedeiro infectado por Leishmania pode 

representar um papel importante no sucesso da quimioterapia, uma vez que 

infecções por este parasito estão associadas com uma imunossupressão do 

hospedeiro. Uma eficiente resposta imune mediada por células é necessária para a 

eficácia máxima do antimonial pentavalente e a relação entre a imunossupressão 

induzida pelo parasito e a quimioterapia efetiva é de grande importância (BERGER; 

FAIRLAMB, 1992). 
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A persistência de uma resposta imune celular específica a antígenos de 

Leishmania, após a cura clínica, poderá contribuir para a imunoproteção da doença. 

Um efeito benéfico indireto do tratamento com antimonial seria um aumento da 

resposta imune de células T após o tratamento (MENDONÇA et al., 1986). 

Estudos sobre a resposta imune celular na LTA também já foram 

desenvolvidos por alguns autores, utilizando-se antígenos totais de promastigotas de 

L. (V.) braziliensis. Esses trabalhos mostraram uma tendência ao declínio da 

resposta linfoproliferativa após terapia, mesmo não se observando diferença 

significativa (COUTINHO et al., 1996; 1998; DA-CRUZ et al., 1994; TOLEDO et al 

2001). 

Telino et al. (2005) demonstraram que o antígeno total de L. (V.) braziliensis

apresentou uma proliferação significativamente mais elevada em relação ao 

antígeno total de L. amazonensis. Esse resultado pode ser explicado pelo fato dos 

pacientes estarem infectados por L. (V.) braziliensis.  

Em relação aos antígenos de L. amazonensis, a resposta linfoproliferativa foi 

significativamente mais elevada com o antígeno total, comparado-se com a fração 

antigênica solúvel. Em contrapartida, não houve diferença na resposta com a fração 

insolúvel. A fração insolúvel apresentou uma antigenicidade mais elevada que a 

fração solúvel, sugerindo que as proteínas presentes nesta fração seriam mais 

antigênicas que o antígeno total. Contudo, pouco se sabe a respeito da 

antigenicidade entre as frações solúveis e insolúveis de promastigotas de 

Leishmania (TELINO et al., 2005).   

Em busca de alternativas para o tratamento, Toledo et al. (2001) 

demonstraram que pacientes tratados com imunoquimioterapia apresentaram uma 

resposta linfoproliferativa persistente durante o tratamento. Essa diferença na 

resposta é provavelmente relacionada com a presença in vivo do antígeno durante o 

tratamento.  

Em relação aos pacientes tratados com Glucantime, é esperado que in vivo

a estimulação de células T diminua durante o progresso do tratamento para a cura. 

Isso ocorrerá desde que a redução na carga parasitária possa provavelmente causar 

a diminuição do número de células T responsivas.  O mecanismo imune envolvido 

no processo de cura é, ao que tudo indica, diferente em cada tratamento (TOLEDO 

et al., 2001).  
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Uma importante característica da infecção por Leishmania é a ocorrência de 

persistência parasitária, após cura clínica, com a finalidade de induzir uma resposta 

imune protetora pelas células T de memória e resistência a re-infecção (SCOTT, 

2005). 

O evento crucial para indução da resposta imune curativa contra a 

Leishmania é a eficiente ativação de células capazes de produzir citocinas 

protetoras.  A análise na produção das citocinas IFN-γ e IL-10 identificou diferença 

significativa ao comparar o grupo de pacientes em relação ao controle. Após 

tratamento quimioterápico, embora sem diferença estatística, a dosagem dos 

sobrenadantes dos pacientes revelou diminuição nos níveis de IFN-γ e aumento de 

IL-10. 

A existência de mecanismos de imunorregulação, necessários para promover 

uma resposta Th1 efetiva na LTA, pode explicar nossos resultados. Essa resposta é 

importante para manter a integridade tecidual do hospedeiro contra uma 

subseqüente resposta inflamatória. Recentes estudos demonstraram que a reposta 

Th1, formada após infecção por L. (V.) braziliensis, é acompanhada pela resposta de 

células T produtoras de IL-10 (ANTONELLI et al., 2004). 

 Citocinas como IFN-γ, TNF-α e IL-12 podem ser tóxicas quando produzidas 

em quantidades elevadas e a IL-10 bloqueia a ativação de células Th1. 

Conseqüentemente, previne a superprodução dessas citocinas, evitando dano 

tecidual (RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998).  

Pompeu et al. (2001) identificaram que a produção de IFN-γ é proporcional a 

produção de TNF-α e IL-10. Usualmente, IL-10 exibe propriedades para desativar 

macrófagos em humanos. Altos níveis de IL-10 podem representar um 

contrabalanço necessário para uma resposta exacerbada, limitando o dano tecidual. 

Em nosso estudo, a produção de IL-10 aumentada após o tratamento pode 

também ser explicada pela ação das células T regulatórias que utilizam essa citocina 

para limitar a ação do sistema imune, favorecendo a persistência do parasito após 

cura clínica (BELKAID et al., 2002).  

Apesar da importância da resposta Th1 na cura da infecção, vale ressaltar 

que as mesmas citocinas envolvidas no controle da infecção podem estar 

relacionada com a patogênese da doença. É necessário a existência de um 
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contrabalanço com as células produtoras de citocinas do tipo Th2, ou seja, uma 

dicotomia Th1 x Th2 (REIS et al., 2006). 

Portanto, considerando que a persistência parasitária, após cura clínica, é 

uma importante característica na infecção por Leishmania e pode induzir uma 

resposta imunológica protetora e resistente a re-infecção, pode-se concluir que há 

resposta proliferativa específica de PBMC de pacientes com LTA antes e após 

tratamento quimioterápico frente a fração antigênica solúvel de L. (V.) braziliensis. 

Além disso, a produção de IFN-γ e IL-10, antes e após tratamento 

quimioterápico, indica que os pacientes produziram uma resposta celular específica, 

sugerindo que mecanismos de regulação imunológica com a participação de células 

T de memória e células T regulatórias, além da dicotomia Th1 x Th2 estão presentes 

na evolução clínica desses indivíduos. 
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Figura 1: Gráfico comparativo da resposta linfoproliferativa de PBMC dos pacientes de LTA 
antes (Pcs-AT) e após tratamento quimioterápico (Pcs-PT) e do grupo controle (Cts) 
estimulado com ConA (2,5 µg/ml). A resposta linfoproliferativa foi expressa pelo IE. As 
barras verticais representam o erro padrão. 

0

3

6

9

12

15

18

21

24

Antígeno solúvel

Ín
di

ce
 d

e 
es

tim
ul

aç
ão Pcs-AT

Pcs-PT

Cts

Figura 2: Gráfico comparativo da resposta linfoproliferativa de PBMC dos pacientes de LTA 
antes (Pcs-AT) e após tratamento quimioterápico (Pcs-PT) e do grupo controle (Cts) ao 
antígeno solúvel de L. (V.) braziliensis (1,25 µg/ml). A resposta linfoproliferativa foi expressa 
pelo IE. As barras verticais representam o erro padrão e a linha horizontal representa o cut 
off. 
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Figura 3: Gráfico da quantificação da produção de IFN-γ (pg/ml) em sobrenadante de cultura 
de PBMC dos pacientes de LTA antes (Pcs-AT), após tratamento quimioterápico (Pcs-PT) e 
do grupo controle na presença de 1,25 µg/ml do antígeno solúvel de L (V.) braziliensis. As 
barras horizontais representam a média dos grupos 
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Figura 4: Gráfico da quantificação da produção de IL-10 (pg/ml) em sobrenadante de cultura 
de PBMC dos pacientes de LTA antes (Pcs-AT), após tratamento quimioterápico (Pcs-PT) e 
do grupo controle na presença de 1,25 µg/ml do antígeno solúvel de L (V.) braziliensis. As 
barras horizontais representam a média dos grupos. 
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ANEXO A – Comitê de Ética do CPqAM/FIOCRUZ 



Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
 
 

http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

