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RESUMO 

 

As leishmanioses são um conjunto de doenças cujo agente etiológico é um 
protozoário do gênero Leishmania. São amplamente distribuidas nas zonas tropicais 
do globo, totalizando cerca de 102 paises. As manifestações clínicas são divididas 
em: visceral (LV) e tegumentar (LT), com a LT responsável pela maioria dos casos 
em todo mundo. No Brasil, é a Leishmania (Viannia) braziliensis a principal espécie 
responsável pela LT. O tratamento da doença possui diversos fatores limitantes e a 
vacinação é uma promissora alternativa para o combate à doença. Um dos grandes 
fatores que limitam o desenvolvimento de vacinas é a escassez de antígenos 
capazes de ativar células e moléculas que estejam relacionados com a proteção da 
doença. Além disso, grande parte dos estudos se concentra em investigar modelos 
animais, que nem sempre refletem o que acontece em seres humanos. Neste 
contexto, o objetivo desse trabalho foi Avaliação do perfil fenotípico de células 
mononucleares do sangue periférico de pacientes com Leishmaniose Tegumentar 
Americana (LTA) na presença de epítopos vacinais derivados do proteoma de L. (V.) 
braziliensis. Para isso, as PBMCs de 7 pacientes e 7 controles foram isoladas e 
estimuladas com um “pool” dos epítopos peptídicos e, por fim, marcadas com os 
principais marcadores fenotípicos de células T de memória (Tm) (CD45RA-), T 
Citotóxicas (T CD8+) e T auxiliares (T CD4+) e analisadas por citometria de fluxo. Os 
sobrenadantes foram coletados para dosagem das citocinas IL-2, IL-4, IL-10 e IFN-γ. 
A análise estatística foi realizada empregando-se testes não paramétricos. Foi 
observado um perfil de subpopulações de células CD8+ com maior expressão de 
marcadores T-bet e RORɣT em pacientes com LTA, quando comparado aos 
indivíduos saudáveis. A expressão significativa dos marcadores T-bet e RORɣT 
também foi observada na população CD4+ em pacientes quando comparado a 
indivíduos saudáveis. Com relação ao perfil de células T de memória, foi observado 
que na população T CD8+ o perfil tende ao de células T de memória central (TCM), 
enquanto na população T CD4+ a tendência direciona para o perfil de T de memória 
efetora (TEM). Esses últimos resultados demonstram que células T CD4+ e T CD8+ 
desempenham diferentes papéis no momento de uma resposta imunológica voltada 
à memória, de modo que a população T CD4+ parece estar voltada a uma resposta 
mais efetora enquanto que a T CD8+ parece ter maior contribuição em uma resposta 
de memória em longo prazo. Além disso, a expressão de marcadores T-bet e 
RORɣT pelas células T CD8+, ainda não visto na LTA, sinaliza a necessidade de 
aprofundamento no estudo do papel dessas subpopulações no desenvolvimento 
dessa doença. Não foi observada diferença significativa entre amostras sem 
estímulo para as estimuladas com o “pool” de peptídeos para nenhuma população 
estudada. Quanto aos resultados de produção de citocinas investigadas, não foi 
observada produção significativa. Sendo assim, os resultados indicam que, em 
pacientes com LTA, os perfis TCM e TEM se apresentam em proporções diferentes 
em linfócitos T CD4+ e T CD8+. Esses perfis são importantes na investigação de um 
candidato vacinal para LTA. Esses dados fornecem uma importante contribuição 
para o conhecimento e combate contra a LTA.  

Palavras-chave: Leishmaniose Tegumentar; L. (V.) braziliensis; Células T de 

memória. 



ABSTRACT 

Leishmaniasis is a group of diseases whose etiologic agent is a protozoan of the 
genus Leishmania. They are widely distributed in tropical areas of the globe, totaling 
about 102 countries. The clinical manifestations are divided into: visceral and 
tegumentary (LT), with LT responsible for most cases worldwide. In Brazil, 
Leishmania (Viannia) braziliensis is the main species responsible for LT. The 
treatment of the disease has several limiting factors and vaccination is a promising 
alternative to fight the disease. One of the major factors that limit the development of 
vaccines is the scarcity of antigens capable of activating cells and molecules that are 
related to protection against disease. In addition, most of the studies focus on 
investigating animal models, which do not always reflect what happens in humans. In 
this context, the objective of this work was to evaluate the phenotypic profile of 
peripheral blood mononuclear cells of patients with American Cutaneous 
Leishmaniasis (LTA) in the presence of vaccine epitopes derived from the 
Leishmania (Viannia) braziliensis proteome. For this, the PBMCs of 7 patients and 7 
controls were isolated and stimulated with a pool of peptide epitopes and, finally, 
marked with the main phenotypic markers of memory T cells (Tm) (CD45RA-), T 
Cytotoxic (T CD8+ ) and auxiliary T (CD4+ T) and analyzed by flow cytometry. 
Supernatants were collected to measure cytokines IL-2, IL-4, IL-10 and IFN-γ. Were 
used and statistical analysis was performed using non-parametric tests. A profile of 
subpopulations of CD8+ cells with greater expression of T-bet and RORɣT markers 
was observed in patients with ATL, when compared to healthy individuals. The 
significant expression of the T-bet and RORɣT markers was also observed in the 
CD4+ population in patients when compared to healthy individuals. Regarding the 
profile of memory T cells, it was observed that in the CD8+ T population the profile 
tends to that of central memory T cells (TCM), while in the CD4+ T population the 
trend is towards the effector memory T profile (TEM) . These latest results 
demonstrate that CD4+ T and CD8+ T cells play different roles at the time of a 
memory-driven immune response, so that the CD4+ T population appears to be 
focused on a more effective response whereas T CD8+ appears to have a greater 
contribution to a long-term memory response. In addition, the expression of T-bet 
and RORɣT markers by CD8+ T cells, not yet seen in LTA, signals the need for 
further study of the role of these subpopulations in the development of this disease. 
There was no significant difference between samples without stimulus for those 
stimulated with the peptide pool for any population studied. As for the results of 
cytokine production investigated, no significant production was observed. Thus, the 
results indicate that, in patients with LTA, the TCM and TEM profiles are present in 
different proportions in T CD4+ and T CD8+ lymphocytes. These profiles are 
important in the investigation of a vaccine candidate for LTA. These data provide an 
important contribution to the knowledge and fight against LTA. 

Keywords: Cutaneous Leishmaniasis; L. (V.) braziliensis; Memory T Cells.  
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1 INTRODUÇÃO 

As leishmanioses representam um grupo de doenças presentes em cerca de 

102 países, e estima-se que há 1,3 mil novos casos de pessoas infectadas por ano 

(HOTEZ, 2013; WHO, 2016; WHO; AMERICAS/LEISHMANIASIS, 2019). Os 

protozoários do gênero Leishmania são responsáveis por essas doenças, os quais 

são transmitidos no momento em que fêmeas de flebótomos infectadas realizam 

repasto sanguíneo (MENDES et al., 2019; MURRAY et al., 2005; SANGIORGI et al., 

2012a). Cerca de 20 espécies desse protozoário são responsáveis por causar 

doenças em humanos, podendo apresentar as manifestações clínicas: visceral (LV) 

e tegumentar (LT) (ORGANIZAÇÃO PAN-AMERICANA SAÚDE, 2018). A LT é a 

forma clínica mais comum de leishmaniose e na América é comumente chamada de 

Leishmaniose tegumentar americana (LTA). No Brasil, a principal espécie envolvida 

é a Leishmania (Viannia) braziliensis, que provoca úlceras de pele em sua maioria 

em partes expostas do corpo, deixando cicatrizes ao longo da vida. Vale salientar 

que a L. (V.) braziliensis tem potencial de provocar uma variação da doença 

chamada de leishmaniose mucocutânea (LMC), que tem como característica uma 

lesão nasofaringeana extremamente desfigurante (BRASIL; / MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE, 2017; WHO; 

AMERICAS/LEISHMANIASIS, 2019).   

Em geral, o tratamento para as leishmanioses é realizado através do uso de 

antimoniais pentavalentes. Essas drogas atuam em vias bioenergéticas da forma 

intracelular infectiva do parasita (GONTIJO, 2003). Esse tratamento, no entanto, 

apresenta alta toxicidade e requer diversas doses para atingir a concentração 

terapêutica efetiva (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2010). Isso pode acarretar 

desistência do tratamento por parte do paciente e surgimento de cepas resistentes 

(MEHEUS et al., 2010a; OLIVEIRA et al., 2011). De fato, o controle de vetores e dos 

reservatórios parecem ser medidas promissoras em áreas endêmicas para a 

doença. Entretanto, não é uma alternativa aplicável em todos os cenários 

epidemiológicos, pois necessitam de infraestrutura e vigilância que muitas vezes vão 

além da realidade de muitos países endêmicos. Essas particularidades do combate 

à doença sinalizam uma necessidade de empregar outras medidas de controle que 
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atendam a realidade dos cenários epidemiológicos da LT (COSTA et al., 2011; 

KEDZIERSKI, 2010). 

Dentre as medidas de controles que podem atender todos os cenários nos 

quais as leishmanioses se inserem, está a vacinação. A vacina tem como papel 

prevenir a infecção ou o estabelecimento da doença, como também participar de 

uma estratégia terapêutica (MOAFI et al., 2019). Até o momento, das três vacinas 

anti-Leishmania aprovadas duas são direcionada a humanos, entretanto nenhuma 

tem um potencial profilático eficaz para prevenir a leishmaniose, sendo apenas 

empregadas como auxilio para medidas terapêuticas (BORJA-CABRERA et al., 

2008; MAYRINK et al., 2006; PARRA et al., 2007). Diante dessa carência, ainda é 

necessário uma maior investigação de potenciais candidatos a vacinas (SACKS, 

2014) 

Nas doenças parasitárias, o sistema imune apresenta um grande contribuição 

para o desenvolvimento ou não do processo patológico, e nas leishmanioses essa 

relação já vem sendo bem estudada. A depender da resposta imunológica 

desenvolvida, podem ocorrer desde a prevenção e cura, quanto à evolução do 

processo patológico (ROSSI; FASEL, 2017). Estudos sugerem que a predominância 

de linfócitos T CD4+ ou T helper (Th)1 (produtor de IL-12 e IFN- γ)  está associada 

com a proteção contra a doença, eliminando o parasita (LOEUILLET et al., 2016; 

SOLBACH; LASKAY, 2000). Enquanto que a predominância de linfócitos Th2 

(produtor de IL-4 e IL-10) está ligada com a progressão da doença e susceptibilidade 

(BARATTA-MASINI et al., 2007; GOMES-SILVA et al., 2007). O fato anterior se deve 

a produção de anticorpos, que por sua vez podem não ser tão eficazes no combate 

ao parasita (COSTA et al., 2011; DE ASSIS SOUZA et al., 2013a).  

Da mesma forma, as células T de memória desempenham um papel 

importante para prevenir não somente a primeira infecção, mas também reinfecção 

contra o patógeno. Um dos principais papéis das células T de memória durante a 

reinfecção é produzir as citocinas-chave necessárias para combater o patógeno 

(SHIN; IWASAKI, 2013). A indução de células T de memória, e uma resposta anti-

Leishmania mediada por um imunobalanço Th1 / Th2 são esperadas de um 

imunoterápico ou de uma vacina ideal contra LTA (BERTHOLET et al., 2009; 

NAGILL; KAUR, 2011). 
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Reconhecendo que há uma complexidade no desenvolvimento de um 

antígeno ideal para vacinas e imunoterapias, pesquisa realizada por nosso grupo 

(Laboratório de imunologia de doenças infeciosas e parasitárias – 

IMUNODIP/FIOCRUZ-PE) identificou potenciais epítopos vacinais dentro do 

proteoma predito de L. (V.) braziliensis (FREITAS-SILVA et al., 2016). Dando 

continuidade aos estudos, sobretudo na avaliação do perfil de resposta imunológica 

de memória, o objetivo descrito avalia o aspecto fenotípico de células 

mononucleares do sangue periférico de pacientes com LTA na presença de epítopos 

vacinais derivados do proteoma de Leishmania (Viannia) braziliensis. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

2.1 Leishmaniose Tegumentar Americana 

A leishmaniose tegumentar compõe um grupo dentro das doenças tropicais 

negligenciadas (DTN), representando um complexo de doenças que acometem em 

torno de 2 milhões de pessoas ao ano em todo o mundo. Segundo dados da 

Organização Mundial de Saúde (OMS) as leishmanioses são endêmicas em cerca 

de 102 países (Figura 1) (HOTEZ, 2013; WHO, 2016; WHO; 

AMERICAS/LEISHMANIASIS, 2019). Esse mesmo levantamento apontou que a 

estimativa de novos casos no mundo é de 22 mil de pessoas infectadas por ano pela 

forma tegumentar da doença (HOTEZ, 2013; WHO, 2016). Além disso, o número de 

pessoas residindo em áreas endêmicas, consideradas de risco iminente de 

transmissão, é de cerca de 1,7 bilhões de indivíduos, o que torna a doença ainda 

mais preocupante (PIGOTT et al., 2014). Esses dados alertam que pode haver um 

grande número de casos subnotificados de pessoas acometidas de leishmaniose.  

Dentre os países com índice de endemicidade para LT 18 estão localizados 

nas Américas (WHO/PAHO, 2019), sendo então empregado o termo Leishmaniose 

tegumentar americana (LTA) para essa doença no continente americano. Em 2017, 

dentre mais de 22 mil casos novos notificados à OMS, 94% ocorreram em sete 

países: Brasil, Etiópia, Índia, Quênia, Somália, Sudão do Sul e Sudão (WHO, 2019). 

Nas Américas, em média, ocorrem 56.000 casos novos de leishmaniose tegumentar 

e 3.800 casos de LMC por ano (PAHO/WHO, 2017). Em 2017, dos 49.959 casos 

que foram reportados à Organização Pan-Americana da Saúde, o Brasil deteve 

72,6% desses casos de LTA (OPAS/OMS, 2019). No estado de Pernambuco desde 

2002 houve um crescente número de notificações, chegando ao total de 4.298 casos 

registrados oficialmente (DATASUS, 2017).  

No Brasil pelo menos 8 espécies são conhecidas como circulantes e com 

casos notificados da doença em todas as regiões do país, com destaque para a L. 

(V.) braziliensis que é a mais frequente (ANVERSA et al., 2018) (Tabela 1). Ainda 

sim, acredita-se que há um número ainda maior de casos subnotificados da doença, 
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principalmente por carência de captação e ferramentas no diagnóstico nas décadas 

passadas.  

Figura 1 - Status de endemicidade da leishmaniose tegumentar ou cutânea no mundo em 2018. 

 

Fonte: WHO, 2018 
Nota: O gradiente de cor ilustra o número de novos casos reportados para LT no ano de 2015. 
Os tons mais escuros representam números superiores a 5.000 novos casos, vermelho entre 
1.000 – 4.999 novos casos, salmão 100 – 999 novos casos, rosa claro número de casos 
inferiores a 100 e cor branca número de casos igual a zero. 

Tabela 1 - Espécies de Leishmania que causam LTA e LV no Brasil. 

 

Fonte: Adaptado de Brito MEF et al. 2012.  
Nota: asterisco (*) indicando espécies menos frequentes. 
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2.2 Aspectos biológicos do parasita 

2.2.1 Ciclo vetor e hospedeiro 

O agente etiológico associado a esse complexo de doenças denominadas 

“leishmanioses” é um grupo de protozoários que abrange o gênero Leishmania 

(MURRAY et al., 2005; SANGIORGI et al., 2012b; WHO, 2015). De ciclo de vida 

heteroxênico, esses protozoários são transmitidos de seu vetor, dípteros da 

subfamília dos flebotomíneos, para seu hospedeiro através da picada de espécimes 

fêmeas no momento do repasto sanguíneo (MURRAY et al., 2005; SANGIORGI et 

al., 2012b). Os vetores atuam como hospedeiros intermediários para esses parasitas 

e não desenvolvem aspectos da doença. Já os demais hospedeiros vertebrados 

podem atuar como reservatórios (esses podem não desenvolver a doença) ou 

hospedeiros definitivos que tem alta chance de desenvolver as manifestações 

clínicas características dessa doença (READY, 2013). Entre esses hospedeiros 

vertebrados está o grupo que abrange os mamíferos, consequentemente o homem. 

Atualmente cerca de 20 espécies de Leishmania potencialmente provocam a doença 

no homem (CARVALHO et al., 2012). 

Os principais vetores de transmissão do parasita no Velho e Novo Mundo, são 

flebotomíneos do gênero Phlebotomus spp. e Lutzomyia spp., respectivamente 

(KILLICK-KENDRICK, 1999). A Leishmania sp. é um parasita que majoritariamente 

infecta espécies de mamíferos, com algumas poucas espécies infectando lagartos 

(COUGHLAN et al., 2017; ZHANG et al., 2019).  Várias espécies dentro de 7 ordens 

de mamímferos funcionam como reservatórios naturais para Leishmania sp., 

mantendo seu ciclo de vida nas áreas de mata densa (ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 

2017; ROQUE; JANSEN, 2014). O homem se torna um hospedeiro acidental devido 

principalmente as atividades exploratórias em áreas silvestres (ALEMAYEHU; 

ALEMAYEHU, 2017; GONZÁLEZ et al., 2010). As espécies que são reservatórios 

naturais são importantes, uma vez que provocam um efeito de distribuição da carga 

parasitária em áreas silvestres. O avanço da urbanização e destruição dessas áreas 

reduzem as populações dessas espécies que atuam como reservatórios, gerando 

uma maior concentração do parasita e aumentando o risco para saúde humana 

(ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017). O ciclo de vida, que antes era selvático, 
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passou a abranger animais domésticos e o próprio homem (BRILHANTE et al., 

2016; LARA-SILVA et al., 2015; MORENO et al., 2020).  

O ciclo de vida do parasita basicamente consiste em duas fases evolutivas: 

promastigota e amastigota. As formas promastigotas, são caracterizadas por serem 

a fase móvel e presente no inseto vetor (Figura 2). Esta fase é flagelada, e se inicia 

dentro do intestino do vetor, ocorrendo proliferação da fase chamada de 

promastigota procíclica. Posteriormente sofrem alterações morfológicas, se 

transformando nas promastigotas metacíclicas, que são incapazes de divisão e tem 

potencial infectivo. Essa segunda fase se aloja nas paredes da válvula estomodeal, 

e são transmitidas na regurgitação durante a picada do flebotomíneo (DOSTÁLOVÁ; 

VOLF, 2012). Durante essa transmissão, os flebotomíneos também eliminam uma 

gama de moléculas presentes na saliva que possuem efeitos imunomodulatórios, 

como os proteofosfoglicanos (KAYE; SCOTT, 2011). 

 Dentro do corpo do hospedeiro, as promastigotas metacíclicas podem ser 

fagocitadas por uma gama de tipos celulares presentes no microambiente tecidual. 

Após serem fagocitadas, dentro de vesículas fagocíticas, as promastigotas passam 

por mais modificações morfológicas e químicas e se transformam em amastigotas 

aflageladas (Figura 3). As formas amastigotas têm a capacidade de proliferação no 

interior do vacúolo fagocítico e, por consequência, provocam rompimento da célula 

por conter grande número de parasitas. Essas amastigotas livres têm potencial de 

infectar novas células circunvizinhas, propagando rapidamente a infecção. 

O ciclo se completa a partir da captação de células infectadas por 

amastigotas, por um flebotomíneo realizando o repasto sanguíneo. Os parasitas 

então se diferenciam no intestino do inseto, reiniciando o ciclo (Figura 4) 

(WHEELER; GLUENZ; GULL, 2011) 
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Figura 2 - Formas promastigotas e seus dois sub-estágios no intestino do inseto vetor.  

Fonte: o autor, 2019 

Nota: As formas promastigotas são encontradas ao longo do trato intestinal do flebótomo, entre elas 

se subdividem em dois estágios: formas promastigotas metacíclicas (N° 3, em azul) na porção 

anterior do intestino torácico do vetor (N°1), mais especificamente na válvula estomodeal e as fomas 

promastigotas procíclicas (n° 4, em vermelho) na porção do intestino abdominal do vetor (n°2). Os 

componentes desta figura foram criados usando modelos modificados da Servier Medical Art, que são 

licenciados sob uma Creative Commons Attribution 3.0 Unported License; https://smart.servier.com/ 

Figura 3 - Infecção de células do hospedeiro por formas promastigotas e amastigotas de Leishmania 

spp. 

 

Fonte: o autor, 2017 
Nota: Representação do processo de infecção de células do hospedeiro por parasitas. A esquerda o 
início da infecção se dá quando as formas promastigotas (em azul) entram em contato com uma 
célula fagocítica, e após fagocitose se transformam nas formas amastigotas (em vermelho). Após 
sucessivas divisões do parasita, a célula rompe e extravasa as formas amastigotas que vão infectar 

novas células. Os componentes desta figura foram criados usando modelos modificados da Servier 
Medical Art, que são licenciados sob uma Creative Commons Attribution 3.0 Unported License; 
https://smart.servier.com/ 

. 
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Figura 4 - Ciclo de vida de Leishmania spp. 

Fonte: WHO / Wellcome Trust, 2007 

Nota: Representação do processo global do ciclo de vida das espécies de Leishmania, 

representando o processo de diferenciação das fases evolutivas do parasita (dentro do quadro azul 

na porção superior da imagem), transmissão e relação com os hospedeiros e reservatórios (dentro do 

quadro amarelo na porção inferior da imagem). Externamente ao hospedeiro vertebrado, o ciclo se dá 

quando o vetor aspira as formas amastigotas presentes no sangue. Uma vez dentro do vetor, esse 

protozoário se modifica para uma forma promastigota. No próximo repasto sanguinio que esse vetor 

infectado realizar, ele injeta essas formas promastigostas no hospedeiro vertebrado. Dentro do 

hospedeiro vertebrado, as formas promastigotas injetadas são captadas por células do sistema 

imuno. No interior dessas células imunológicas o parasita retoma a forma amastigota e realiza 

sucessivas divisões, levando ao rompimento da célula hospedeira. As amastigotas livres no meio 

infectam outras células vizinhas podendo estabelecer ou não a doença, de modo que a espécie do 

parasita determina se será uma manifestação cutânea (CL) ou visceral (VL). O ciclo se forma quando 

um novo vetor passa a aspirar amastigotas do hospedeiro vertebrado infectado, que pode ser desde 

o homem a outros placentários domésticos ou silvestres.  

2.2.2 Manifestações clínicas da LTA 

Na LTA geralmente rosto, antebraço e pernas são as áreas acometidas, uma 

vez que são as áreas do corpo expostas ao vetor transmissor. As lesões podem ser 

extremamente desfigurantes e induzirem grave quadro de morbidade nas 

populações afetadas (CARVALHO et al., 2012). Devido à debilidade provocada pela 

LTA, organismos oportunistas podem se instalar nas lesões existentes, agravando 
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assim o estado do paciente. Geralmente a letalidade na LTA é associada ao risco de 

infecções secundárias. O não tratamento da doença pode levar a sua persistência 

por semanas a meses ou evoluir para cura espontânea em alguns casos (GOLLOB 

et al., 2008). Além disso, mesmo tratando a doença não segnifica que houve cura 

parasitológica, apenas cura clínica (MENDONÇA et al., 2004). 

As manifestações clínicas da LTA são diversas, sendo esta uma doença com 

risco letal baixo  (DAVID; CRAFT, 2009). A doença pode acometer pele e mucosas 

das regiões dos membros e rosto, se manifestando como uma úlcera ou nódulo 

único próximo (Figura 5A) ou na região de picada do flebotomíneo ou infecção 

subclínica, podendo até se disseminar para áreas diferentes do corpo (GOLLOB et 

al., 2008). A LTA pode ser dividida em 4 principais apresentações clínicas: 

Leishmaniose cutânea localizada (LCL); leishmaniose cutânea difusa (LCD); 

leishmaniose mucocutânea (LMC); e leishmaniose cutânea disseminada (LD).  

A LCD ocorre devido a fatores genéticos individuais, status imunológico do 

indivíduo e da espécie do parasita (ROGERS et al., 2002; SILVEIRA; LAINSON; 

CORBETT, 2004). Na maior parte destes casos a espécie dominante é a Leishmania 

amazonensis, nos quais o indivíduo apresenta lesões nodulares de variados 

tamanhos em diferentes locais do corpo (Figura 5B). Além disso, os casos de LT 

causados por L. panamensis e L. (V.) braziliensis podem progredir para uma forma 

mais agressiva e mutilante da doença, acometendo as mucosas, a leishmaniose 

mucocutânea (LMC) (DAVID; CRAFT, 2009). 
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Figura 5 – Diferentes formas clínicas observadas na LTA 

Fonte: http://www.enetmd.com/content/leishmaniasis (A); ARENAS et al., 2017 (B);  
https://fellowshipoftheminds.com/tag/cutaneous-leishmaniasis/ (C); GUSTAVO UZÊDA MACHADO; 
PRATES; MACHADO, 2019 (D). 
Nota: Principais espectros clínicos da LTA. A = Leishmaniose cutânea localizada (LCL); B = 
Leishmaniose cutânea difusa (LCD); C = Leishmaniose mucocutânea (LMC); D = Leishmaniose 
disseminada (LD).  

A LMC é uma manifestação clínica que causa grandes desfigurações e 

impactos psicossociais importantes, além dos danos à saúde (Figura 5C). Acomete 

por meses ou anos após a lesão cutânea persistente, principalmente quando há 

aumento ou expansão da área acometida pela lesão cutânea inicial, atingindo as 

mucosas (AMATO et al., 2008). A LMC é resultado da destruição crônica e 

progressiva de tecidos do nariz, boca, oro e naso-faringe além de pálpebras. A 

doença pode progredir afetando a função respiratória e dificultar a nutrição do 
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indivíduo acometido (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). A L. (V.) braziliensis é a 

principal causadora da LMC no novo mundo, e os fatores que resultam na 

patogênese dessa forma clínica ainda não são bem compreendidos, acreditando-se 

que envolvem fatores do próprio parasita e fatores individuais (DE OLIVEIRA; 

BRODSKYN, 2012). 

Majoritariamente, os casos de LMC acontecem em países da América do Sul, 

com destaque para o Brasil, mas também ocorrendo casos importantes no Peru e 

Bolívia. Notificações ocorrem também na Colômbia, Equador, Paraguai e Venezuela 

(CALVOPINA; ARMIJOS; HASHIGUCHI, 2004). Geralmente a doença tem um 

péssimo prognóstico, e muitos casos são refratários ao tratamento medicamentoso. 

Desta maneira, infecções secundárias e comorbidades decorrentes e/ou má nutrição 

levam muitos dos indivíduos acometidos pela doença ao óbito. No Brasil, a 

incidência desta forma clínica em regiões endêmicas não tem ultrapassado os 5% 

(BRASIL, 2007; SAVOIA, 2015). 

A LD é outro espectro de manifestação clínica da LTA. A espécie mais 

associada a essa manifestação também é a L. (V) braziliensis (GUSTAVO UZÊDA 

MACHADO; PRATES; MACHADO, 2019; MEMBRIVE et al., 2017). A apresentação 

das lesões demonstram vários tipos de lesões cutâneas: erupções acneiformes, 

pápulas inflamatórias (que podem ser erodidas e crostosas), pequenos nódulos ou/e 

ulceras (GUSTAVO UZÊDA MACHADO; PRATES; MACHADO, 2019) (Figura 5D).  

As lesões partem de uma lesão inicial que por sua vez acompanha uma reação 

sistêmica, que influem febre e mal estar, levando a disseminação das lesões em 

cerca de 3-6 semanas. As lesões não se restrigem a área da lesão inicial, podendo 

aparecer em membros, tronco e rosto simultaneamente (GUSTAVO UZÊDA 

MACHADO; PRATES; MACHADO, 2019).  

Dada à complexidade envolvendo as manifestações clínicas da doença, o 

controle das leishmanioses é um esforço conjunto de medidas preventivas.  Dentre 

essas medidas se destacam o diagnóstico precoce, o controle de vetores e a 

vacinação (COSTA et al., 2011; KEDZIERSKI, 2010). Entretanto, o controle de 

vetores não é uma realidade possível para grande parte dos países afetados pela 
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doença, uma vez que requer grande esforço quanto à infraestrutura (COSTA et al., 

2011; KEDZIERSKI, 2010). Além disso, no cenário atual não está disponível 

nenhuma vacina segura e eficaz para humanos contra todas as manifestações da 

doença, embora muitos grupos de pesquisa ao redor do mundo estejam 

empenhados no desenvolvimento das mesmas (SACKS, 2014).  

2.2.3 Diagnóstico da LTA 

Devido à manifestação da doença se assemelhar com outras doenças como 

hanseníase, câncer de pele, tuberculose, esporotricose, entre outras. A estratégia do 

diagnóstico é realizada por meio de uma associação de técnicas epidemiológicas, 

clínicas e principalmente laboratoriais, dessa forma, chegando a um diagnóstico 

seguro da doença. (BRASIL, 2007; GUREL; TEKIN; UZUN, 2019; VEASEY et al., 

2020). 

Em grande parte, a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania, a cultura celular 

de amostras clínicas do indivíduo ou a detecção de material genético do parasita, 

são as técnicas mais utilizadas (GUREL; TEKIN; UZUN, 2019; KOBETS; GREKOV; 

LIPOLDOVA, 2012; VEASEY et al., 2020). Da mesma forma, exames parasitológicos 

diretos e indiretos também são considerados para o diagnóstico, dentre eles o mais 

utilizado é a demonstração direta do parasita através de material coletado da lesão e 

observação das lâminas geradas (BRASIL; / MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE, 2017). Outra técnica de diagnóstico 

bastante empregada é a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), que visa 

detecção do material genético do parasita na amostra (DE PAIVA-CAVALCANTI et 

al., 2015).  Como técnica auxiliar para diagnóstico da leishmaniose temos a 

citometria de fluxo (DE ASSIS SOUZA et al., 2013b; DE PAIVA-CAVALCANTI et al., 

2015; TEIXEIRA-CARVALHO et al., 2015). A citometria de fluxo se mostrou eficaz 

em detectar anticorpos anti-Leishmania circulantes e monitorar a cura pós-

tratamento da LTA, utilizando parasitos vivos e parasitos fixados (ASSIS et al., 2013; 

DE ASSIS SOUZA et al., 2013b; MENDES et al., 2019; PEDRAL-SAMPAIO et al., 

2016; SILVA et al., 2013). 
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2.2.4 Tratamento na LTA 

O tratamento preferencial disponível para todas as formas da doença são dois 

antimoniais pentavalentes: o antimoniato de meglumina (comercialmente vendido 

como Glucatime®) e o estibogluconato de sódio (comercialmente vendido como 

Pentostam®) (Quadro 1). Entretanto, no Brasil, apenas a primeira opção é o 

utilizado (BRASIL; / MINISTÉRIO DA SAÚDE, SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM 

SAÚDE, 2017). A aplicação desse medicamento é realizada preferencialmente via 

intramuscular, tendo como alternativa administração via intravenosa geralmente em 

pessoas subnutridas e com trombocitopenia. Os antimoniais apresentam custo 

elevado, requerem repetidas doses para alcançar um resultado satisfatório e estão 

frequentemente associados com efeitos adversos importantes (SUNDAR; 

CHAKRAVARTY, 2010). Somado a isso, a própria aplicação envolve dor ao 

paciente, o que pode levar a sua desistência em continuar o tratamento, uma vez 

que a aplicação é diária. Em alguns casos recomenda-se a aplicação intralesional, 

que é menos dolorosa e os efeitos adversos são mais leves em comparação a 

aplicação convencional (BRASIL; / MINISTÉRIO DA SAÚDE, SECRETARIA DE 

VIGILÂNCIA EM SAÚDE, 2017).  

Os antimoniais não são específicos para a doença e seus mecanismos de 

ação ainda não foram elucidados completamente (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012). 

Além do mais, a utilização dos antimonais pentavalentes ao longo de 70 anos trouxe 

como consequência o surgimento de parasitas resistentes (MEHEUS et al., 2010b; 

OLIVEIRA et al., 2011). Outro medicamento alternativo que segue disponível é a 

anfotericina B que, por sua vez, está disponíveis no Brasil em duas formas: 

desoxicolato de anfotericina B e anfotericina B lipossomal; essa última mostrou-se 

ser menos nefrotóxica quando comparada à primeira forma (BRASIL; / MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE, 2017).  Levando em conta 

que os medicamentos disponíveis apresentam uma toxicidade considerável e a 

aplicação perdura por um período de vários dias, é imperativo que o diagnóstico seja 

preciso e rápido. Ainda estão claros os mecanismos de vias metabólicas envolvidos 

na atuação do fármaco para a cura da doença (GOTO; LINDOSO, 2010; OMS, 

2010; REITHINGER et al., 2007; REIS 2007). Vale salientar que há indivíduos com 
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cura espontânea da LTA, sem que esses tenham sido tratados previamente. Isso 

evidencia a importância da resposta imunológica, principalmente na terapêutica, no 

sucesso do combate à doença (BRITO et al., 2001). 

Quadro 1 - Tratamento e acompanhamento das formas clínicas da leishmaniose tegumentar 

americana. 

 

Fonte: Guia de vigilância em saúde,2017 
Nota: “a” Esta droga está registrada na Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa) para uso 
no tratamento da leishmaniose visceral (LV), mas  não existe registro para uso na leishmaniose 
tegumentar americana  (LTA), sendo considerada uma droga off label. O uso off label de  qualquer 
medicamento pode ser realizado por conta e risco do  médico que o prescreve. A recomendação está 
baseada em experiências relatadas na literatura que permitem indicar o uso da Anfotericina B 
lipossomal para LTA, nos casos em que todas as demais opções terapêuticas tenham sido utilizadas 
sem sucesso ou contraindicadas. “b” Três aplicações para pacientes infectados por L. (V.) 
guyanensis e 10 aplicações para pacientes infectados por L. (V.) braziliensis ou L. (L.) amazonensis. 

2.3 Imunologia na Leishmaniose 

O sistema imunológico é um sistema complexo de defesa que desempenha o 

papel de evitar infecções e evita o estabelecimento de diversas doenças.  Da 

mesma forma, na leishmaniose, a resposta desencadeada por esse sistema é 

importante para o desenvolvimento ou não da doença através da interação de suas 

células e moléculas associadas (ROSSI; FASEL, 2017). Essa interação entre o 
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parasita e o sistema imunológico abre um leque de possibilidades e aplicações, 

como por exemplo, para diagnóstico e monitoramento da resposta ao tratamento 

(HARTLEY et al., 2013; KIP et al., 2015).  

A resposta imune em humanos pode apresentar um papel que favorece a 

cura da doença, por meio da indução de células e produção de mediadores que 

favorecem a destruição do parasita. Além disso, pode também promover um 

imunobalanço por esses mesmo fatores, contendo assim sua proliferação. Portanto, 

é fundamental a interação e presença de células como macrófagos, linfócitos T, 

quimiocinas, citocinas e anticorpos para que exista um controle da doença 

(BIRNBAUM; CRAFT, 2011; ROSSI; FASEL, 2017; VILLANI; SARKIZOVA; 

HACOHEN, 2018). 

O sistema imunológico possui uma grande diversidade das células imunes, 

exibindo um amplo espectro de fenótipos que são identificados por moléculas que 

refletem o comportamento e função exercidos pela célula (VILLANI; SARKIZOVA; 

HACOHEN, 2018). O entendimento desses fenótipos imunológicos exibidos durante 

a infecção direciona e otimiza os estudos acerca do desenvolvimento de moléculas 

terapêuticas, como também o próprio entendimento da relação do parasita com o 

organismo do hospedeiro (PAPENFUSS, 2017; ROSSI; FASEL, 2017; VILLANI; 

SARKIZOVA; HACOHEN, 2018). 

O estabelecimento da infecção é, em grande parte, dependente do primeiro 

contato dos parasitas com um tipo celular importante, os neutrófilos. Eles são a 

primeira linha celular de defesa, rapidamente fagocitando os parasitas. Os 

neutrófilos podem combater o parasita por ação interna, com digestão por meio de 

moléculas no fagolisossomo, como também externamente por meio de armadilhas 

extracelulares de neutrófilos (NETs) e extrusão de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) (BAHRAMI; HARANDI; RAFATI, 2018; REGLI et al., 2017). As NETs são 

compostas do DNA do próprio neutrófilo associado a proteínas microbicidas que 

aprisionam o parasita, restringindo sua propagação, e até levando a morte celular 

(VAN AVONDT; HARTL, 2018).  
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Entretanto, o microambiente interno do neutrófilo não é capaz de sustentar a 

sobrevivência do parasita por muito tempo, principalmente devido ao seu pH interno 

(PETERS et al., 2009). Além disso, há diversos mecanismos de escape que as  

Leishmania spp. podem utilizar para evadir da ação dos neutrófilos (Figura 6) 

(REGLI et al., 2017). Dentre esses mecanismos, o parasita pode prejudicar a 

formação de fagolisossomos maduros e sua fusão com grânulos de neutrófilos 

(Figura 6A). Também se inserindo em compartimentos celulares que moléculas 

digestivas não alcançam (Figura 6B), além de resistir à toxicidade associada à 

produção de ROS (Figura 6C). Algumas Leishmania spp. também pode inibir 

diretamente (Figura 6C) ou indiretamente a formação de NETs (Figura 6D), 

principalmente pela digestão da NETs usando endonucleases derivadas de 

patógenos e do vetores. Além disso, algumas espécies podem resistir tanto a ação 

direta das NETs, se envolvendo com de moléculas de superfície resistentes à 

protease (Figura 6E), como também sendo capaz de replicar livremente em 

neutrófilos (Figura 6F) (REGLI et al., 2017). Devido a tudo isso, consequentemente, 

outros tipos celulares são fundamentais para o estabelecimento do parasita no corpo 

hospedeiro. 

Entre os tipos celulares que contribuem para esse estabelecimento, pode-se 

destacar as células dendríticas (dDCs) dérmicas, também chamadas de células de 

Langerhan que expressam principalmente CD207 (Langerina, uma lectina tipo-C) 

(CARVALHO et al., 2016). Essas células também são capazes fagocitar os parasitas 

nas primeiras horas após a infecção inicial, e podem comportar um grande número 

deles. Essas dDCs são responsáveis pelo reconhecimento de PAMPs de 

Leishmania spp. na derme, principalmente por receptores tipo toll-2 (TLR-2) e toll 4 

(TLR-4) (FEIJÓ et al., 2016; KOMAI-KOMA et al., 2014; VARGAS-INCHAUSTEGUI 

et al., 2009). Notavelmente, após esse reconhecimento as dDCs atuam 

apresentando antígeno do parasita, via MHC-II, à linfócitos que vão atuar contra a 

infecção. A qualidade da apresentação do antígeno pode determinar a eficiência da 

ativação desses linfócitos, onde envolve também outras moléculas co-estimulatorias 

como CD40, CD54, CD80 e CD86 (FEIJÓ et al., 2016; SAHA et al., 2006). Essa 

capacidade de processamento e apresentação de antígeno confere as DCs o título 
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de principais células apresentadoras de antígenos (APC), principalmente para 

linfócitos T CD4+ e T CD8+ (ROSSI; FASEL, 2017; STEBUT; TENZER, 2017; 

VILLANI; SARKIZOVA; HACOHEN, 2018).  

Figura 6 - Mecanismos de evasão de Leishmania spp. em neutrófilos 

 

         
Fonte: adaptado de Regli et al., 2017 
Nota: Estratégias usadas por Leishmania spp. para evadir da ação de neutrófilos.  

Contudo, o parasita desenvolveu mecanismos que paracem modular ou 

bloquear a atividade de co-apresentação de antígenos pelas DCs (RIBEIRO-

GOMES et al., 2015). Na infecção por L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum é 

observado um aumento da expressão de CD86 em DCs, entretanto uma diminuição 

da expressão de CD209. Essa baixa expressão de CD209 parece facilitar a entrada 

dos parasitas nas DCs (FALCÃO et al., 2016). Além disso, L. infantum parece 

contribuir para a inibição da apoptose de DCs infectadas, preservando assim a 

célula hospedeira e facilitando a disseminação para outros órgãos (FALCÃO et al., 

2016). Em modelos murinos, L. amazonensis é capaz de induzir a produção de 
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cAMP em DCs, o qual inibi a co-estimulação dessas células (FIGUEIREDO et al., 

2017). Também foi demonstrado que L. amazonensis é capaz de afetar na 

maturação de DCs, por acúmulo de cálcio intracelular, de modo a dirigir na 

diferenciação de linfócitos para um perfil anti-inflamatório (FIGUEIREDO et al., 

2017).   

Além das DCs dérmicas, decorrendo 24 horas após o início da infecção, outra 

população celular dominante é a de macrófagos dérmicos, que se tornam potenciais 

reservatórios para esses parasitas devido à intensa atividade fagocítica (NG et al., 

2008). Apesar dos macrófagos também exercerem função de APC, sua principal 

função é a de fagocitose e eliminação do parasita, caracterizando o perfil clássico de 

macrófagos do tipo M1. Além da alta atividade fagocítica, as células M1 

desempenham funções de produção de ROS e óxido nítrico, liberação de 

metaloproteinase e secreção de quimiocinas e citocinas que contruibuem no 

recrutamento celular (ITALIANI et al., 2020; MANTOVANI et al., 2013). Dentre as 

principais citocinas associadas destacam-se IFN-ɣ e TNF, principalmente 

responsáveis pelo recrutamento de células citotóxicas como NK e linfócitos Th1.  

Entretanto, a depender do microambiente algumas citocinas, como IL-4, 

podem direcionar uma polarização de macrófagos para um perfil alternativo ou 

desativado, também chamado de M2 (FRANKEN; SCHIWON; KURTS, 2016; 

ITALIANI et al., 2020; MANTOVANI et al., 2013). O perfil M2 é principalmente 

responsável por inibir a ativação do M1 e células com efeitos inflamatórios. O perfil 

M2 contribui para preservar o tecido, atenuando a inflamação e reconstruindo o 

tecido (cicatrização)(FRANKEN; SCHIWON; KURTS, 2016; ITALIANI et al., 2020; 

MANTOVANI et al., 2013). Na LTA o perfil M2 de macrófagos parece estar 

associado ao sucesso dos parasitas no desenvolvimento das lesões. A depender da 

espécie, as células M2 podem se tornar mais permissivas a Leishmania, 

contribuindo para sua propagação (TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018). Por outro 

lado, os macrófagos de perfil M2 fagocitavam menos parasitas quando infectados 

por cepas associadas à autocura (LEE et al., 2018).   
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Devido ao baixo número de DCs e macrófagos dérmicos, que não seriam 

suficientes para acarretar em uma lesão, há uma contribuição maior de outros tipos 

celulares no sítio de infecção. Possivelmente, há um recrutamento de monócitos que 

se diferenciam em células dendríticas derivadas de monócitos (moDCs) (CHARMOY 

et al., 2010; LEÓN; LÓPEZ-BRAVO; ARDAVÍN, 2007). Essa população celular tem o 

importante aspecto por ter alta capacidade fagocítica. No entanto, essa capacidade 

favorece o crescimento e a sobrevivência dos parasitas. Em consequência disso, 

consegue comportar um grande número de parasitas em seu interior, de forma que 

necessitaria de um grande número de células infectadas para sinalizar o surgimento 

da doença (Figura 7). (DE TREZ et al., 2009; LEÓN; LÓPEZ-BRAVO; ARDAVÍN, 

2007). 

A imunidade inata é fundamental durante o estabelecimento da doença e no 

contato inicial com a Leishmania sp. Entretanto, outros tipos celulares estão 

relacionados ao desenvolvimento de uma resposta protetora em longo prazo 

(ROSSI; FASEL, 2017). Essa resposta tem como intuito prevenir a reinfecção, 

aspecto importante quando se leva em conta o cenário epidemiológico das 

leishmanioses (ROSSI; FASEL, 2017). Grande parte dos estudos que relacionam os 

mecanismos imunológicos nas leishmanioses são baseados em modelo murinos. 

Esses modelos permitiram a compreensão dos mecanismos da resposta 

imunológica. De fato, esses estudos vêm elucidando o importante papel das 

citocinas pró-inflamatórias da via Th1 na resistência e das citocinas da via Th2 

associadas à susceptibilidade (DE LUCA; MACEDO, 2016b). Contudo, essas 

relações imunológica demonstram divergências ao comparar os modelos murinos e 

os ensaios clínicos com seres humanos (OLIVEIRA et al., 2014).   

São observadas quatro principais de células T para esse papel protetor: 

Células T auxiliares 1 (Th1), células T auxiliares 2 (Th2), células T auxiliares 17 

(Th17) e células T reguladoras (Treg) (BETTELLI et al., 2006). Vale salientar que 

outros tipos celulares são relacionados com o papel protetor. As populações de 

células T citotóxicas (Tc) também desempenham uma contribuição importante como 

células efetoras e atuantes na relação parasita-hospedeiro nas leishmanioses 

(NOVAIS; SCOTT, 2015). 
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Figura 7- Dinâmica no sítio de infecção por Leishmania spp. associando moDCs. 

 

 

Fonte: o autor, 2017 
Nota: No sítio de infecção há uma pluralidade de tipos celulares que interagem com o parasita. O 
micro ambiente formado proporciona condições para migração de monócitos que por sua vez podem 
se diferenciar em moDCs, essas que por sua vez podem contribuir tanto para sobrevivência do 

parasita quanto para uma resposta protetora. Os componentes desta figura foram criados usando 
modelos modificados da Servier Medical Art, que são licenciados sob uma Creative Commons 
Attribution 3.0 Unported License; https://smart.servier.com/ 

2.3.1 Papel dos linfócitos T auxiliares (CD4+) 

Particularmente nas leishmanioses, os fatores de proteção têm sido 

relacionados principalmente com a presença de linfócitos T CD4+ com o perfil Th1 

produzindo IFN-γ, TNF e IL-12 (Figura 8). Esses fatores são associados com a 

ativação de macrófagos e consequente eliminação de parasitas (LOEUILLET et al., 

2016; MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016; ROSSI; FASEL, 2017; SCORZA; 

CARVALHO; WILSON, 2017). Oposto a isso, o perfil Th2 tem sido relacionado com 

alta carga parasitária, inibição da produção de óxido nítrico por macrófagos ativados 

por IFN-γ, esse fato se deve principalmente pelas citocinas IL-4, IL- 10, TGF-β desse 

perfil, levando também a uma inibição da diferenciação de linfócitos, principalmente 
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por IL-10 (MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016; ROSSI; FASEL, 2017). Em 

camundongos resistentes, na infecção por L. major é observado um perfil com 

poucas lesões acompanhado com uma baixa predominância de parasitas, 

concomitante a isso um perfil pronunciado de Th1 CD4+, destacado pela produção 

principalmente de citocinas pró-inflamatórias IFN-γ, TNF-α, e IL-2 (DA SILVA 

SANTOS; BRODSKYN, 2014; MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016).  

Em humanos, é observado que na evolução para uma lesão mucosa da 

doença há um perfil de secreção aumentada de TNF e IFN-γ mediada por células T 

CD4+ (DA SILVA SANTOS; BRODSKYN, 2014; SCORZA; CARVALHO; WILSON, 

2017). Na forma clássica da LT as várias citocinas, incluindo TNF e IFN-γ, parecem 

desempenhar papéis que transitam entre ambos os perfils pró e anti-inflamatórios, 

destacando a complexidade dessa resposta em humanos (ROSSI; FASEL, 2017; 

SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017). Em linhas gerais, as células Th1 secretoras 

de citocinas desempenham um papel crucial para cura clínica de pacientes com LT 

(COUTINHO et al., 1996).  

Os linfócitos Th17 são importantes produtores de algumas citocinas, tais 

como a IL- 17, IL-22 e IL-6. Ainda que o papel dessas citocinas na infecção por 

Leishmania spp. não esteja completamente elucidado, resultados de diversos 

trabalhos demonstraram uma dependência espécie-específica e de fatores do 

hospedeiro. Mais recentemente, foi observado que a infecção por L. infantum induz 

a produção de IL-17a que, por consequência, é capaz de potencializar a resposta do 

tipo Th1, também prevenindo expansão de células Treg e linfócitos produtores de IL-

10 (NASCIMENTO, 2015). Em modelos murinos foi observado que a IL-17 é um 

importante mediador da patologia da doença em camundongos C57BL/6 que não 

expressam IL-10 infectados com L. major (GONZALEZ-LOMBANA et al., 2013). Já 

em camundongos BALB/c susceptíveis a IL-17 também foi envolvida com a 

progressão da doença após infecção com L. major (LOPEZ KOSTKA et al., 2009). 

Em pacientes foi encontrado para leishmaniose cutânea causada por L. braziliensis 

uma associação patológica de IL-17, enquanto que em leishmaniose visceral foi 

encontrada uma relação de resistência (BACELLAR et al., 2009; NOVAIS; SCOTT, 

2015; ROBERTO et al., 2011). 
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Figura 8 - Perfis de resposta imunológica à infecção por Leishmania spp. em modelo murino. 

 

Fonte: o autor, 2017 

Nota: Em modelos murinos, observa-se que logo após a infecção por Leishmania spp., a resposta 

imunológica induzida pode favorecer a progressão da doença por meio da indução de um perfil de 

resposta com linfócitos T CD4
+
 produzindo citocinas como IL-4, IL-10 e TGF-β. Ou, a resposta  

imunológica  pode induzir  a proteção contra a doença  por  meio de  um  perfil de linfócitos T CD4
+
 e 

T CD8
+
 produtores, principalmente, de IFN-γ. Os componentes desta figura foram criados usando 

modelos modificados da Servier Medical Art, que são licenciados sob uma Creative Commons 

Attribution 3.0 Unported License; https://smart.servier.com/ 

2.3.2 Papel dos linfócitos T CD8+ 

Dentre os conjuntos de células efetoras, os linfócitos T citotóxicos estão entre 

as células que possuem grande participação na patogênese da LTA (CAMPOS et 

al., 2017). Esse tipo celular é caracterizado pela expressão de CD8 na sua 

superfície, sendo um importante produtor de mediadores citotóxicos, como 

granzimas e perforinas, que provocam a destruição da célula infectada, e 

consequentemente do parasita (BOUSSOFFARA et al., 2019; NOVAIS; SCOTT, 

2015). 

Apesar de reconhecer a importância dos linfócitos T CD4+ Th1 como 

mecanismo protetor nas leishmanioses, é observado cada vez mais que os linfócitos 

T CD8+ também apresentam um papel protetor importante (Figura 8) (DA SILVA 
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SANTOS; BRODSKYN, 2014; DE OLIVEIRA; BRODSKYN, 2012). Isso é bem 

observado em camundongos com depleção transitória de linfócitos T CD4+ 

susceptíveis a infecção por L. major, onde os linfócitos T CD8+ foram essenciais 

para manter os animais resistentes à infecção (MÜLLER et al., 1991; STÄGER; 

RAFATI, 2012). Além disso, em pacientes curados para LTA é observado uma maior 

frequência de célula T CD8+, enquanto que uma frequência menor dessas células é 

observada em pacientes com doença persistente (EGUI et al., 2018). A 

característica chave da ação de proteção realizada pelos linfócitos T CD8+ 

produtores de IFN-γ, é principalmente pela capacidade dessas células de alternar a 

resposta Th2 para a resposta Th1 (UZONNA; JOYCE; SCOTT, 2004).   

Entretanto, essas células T CD8+ também podem ser associadas com dano 

tecidual em pacientes com LT (GOLLOB et al., 2008; RIBEIRO et al., 2013). Isso 

ocorre quando há uma resposta exacerbada de devido a mediadores citotóxicos 

secretados por essas células que se apresentam altamente concentrados na área da 

lesão nesses pacientes (NOVAIS; SCOTT, 2015). Todos esse processo é 

retroalimentado de maneira que, ao levar a lise celular pelo ambiente tóxico, há 

liberação de padrões moleculares associados a danos (DAMPs), que por sua vez 

estimulam ainda mais a ação citotóxica das T CD8+ (Figura 9) (BONILLA et al., 

2012; STROWIG et al., 2012). Tem sido observado células T CD8+ expressando 

marcadores intracelulares que antes apenas se conhecia em células T auxiliares, de 

forma que essas subpopulações desempenham muitas vezes papéis análogos aos 

que as subpopulações de células T auxiliares desempenham, incluindo na produção 

de algumas das principais citocinas desses perfis (Figura 10) (VALENTINE; 

HOYER, 2019).  
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Figura 9 - Representação do ambiente inflamatório e interação com celulas TCD8+. 

 

Fonte: adaptado de NOVAIS; SCOTT, 2015 
Nota: Esquema representativo do ambiente inflamatório na leishmaniose, com foco em macrófagos e 

células T CD8 citotóxicas. Os componentes desta figura foram criados usando modelos modificados 
da Servier Medical Art, que são licenciados sob uma Creative Commons Attribution 3.0 Unported 
License; https://smart.servier.com/ 

Figura 10 - Subpopulações de células T CD8+. 

 

Fonte: adaptado de VALENTINE; HOYER, 2019.  
Nota: Subpopulações de linfócitos T CD8

+
 de acordo com a expressão de fatores de trânscrisão e 

principais citocinas produzidas por esses perfis.  
Legenda: Tc – células T citotóxica; Tc1 – célula T citotóxica tipo 1; Tc2 – célula citotóxica tipo 2; Tc17 
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– célula citotóxica tipo 17; Treg – célula T regulatória; CTL – função citotóxica clássica de linfócitos T 

citotóxicos. Os componentes desta figura foram criados usando modelos modificados da Servier 
Medical Art, que são licenciados sob uma Creative Commons Attribution 3.0 Unported License; 
https://smart.servier.com/ 

2.3.4 Papel dos linfócitos T de memória 

A memória imunológica é quando uma célula T de memória desempenha um 

papel importante para prevenir a reinfecção contra o patógeno. Esse papel protetor é 

interessante para a abordagem de vacinas contra Leishmania uma vez que gera 

uma resposta mais rápida e eficaz contra o parasita (DE LUCA; MACEDO, 2016b; 

SCHROEDER; AEBISCHER, 2011). A população de células T de memória (Tm) é 

bem heterogênea, tendo três principais subpopulações: células T de memória central 

(TCM), célula T de memória efetora (TEM) e as células T de memória residente 

(TRM) (SHIN; IWASAKI, 2013). Diferentes das células T naives (C45RA+), as 

células Tm são caracterizadas pela expressão do marcador de superfície CD45RO 

(CD45RO+CD45RA-) (HOSSEIN KESHAVARZ VALIAN, ET AL, 2012).   

As células TCM expressam constitutivamente CCR7 e CD62L e são 

encontradas em áreas de células T de órgãos linfóides secundários onde são 

capazes de proliferar e se diferenciar em células efetoras em resposta a estimulação 

antigênica (SHIN; IWASAKI, 2013). As células TEM reduzem a expressão de CCR7, 

têm expressão heterogênea de CD62L e são capazes de migrar para tecidos 

inflamados e têm funções efetoras imediatas (SALLUSTO, 2004; SALLUSTO et al., 

1999). Um estudo demonstrou que em modelos murinos infectados com L. major, as 

células T CD4+ efetoras são perdidas na ausência de parasitas, já as células T CD4+ 

de memória central são mantidas e posteriormente se diferenciam em células T 

efetoras para mediar a proteção (ZAPH et al., 2004). O estudo anterior sugere que 

as células TCM são potenciais alvos de investigação de vacinas contra Leishmania 

spp.  Já células TRM expressam CD103 e CD69, onde a expressão de CD103 

parece estar relacionado com a morfologia de células dendrítica e a capacidade de 

serem residentes no tecido (SHIN; IWASAKI, 2013). Recentemente, foi observada a 

presença de células TRM específicas contra Leishmania spp.  Elas são capazes de 

produzir altos níveis IFN- γ e de recrutar células T circulantes na pele, resultando em 
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um melhor controle dos parasitas, a partir de uma resposta protetora ideal contra o 

patógeno (GLENNIE et al., 2015). 

Figura 11 - Mecanismo de ação desejado para uma vacina em potencial contra Leishmania spp. 

 

Fonte: o autor, 2018. 

Nota: Esquema representativo das possíveis formas de ação induzidas por uma vacina eficaz e 

desejada para combate a leishmaniose. A molécula vacinal deve prover uma resposta de combate 

capaz de ativar DCs eficientes, que irão co-apresentar antígenos do parasita a linfócitos efetores e 

produtores de citocinas. O microambiente de citocinas poderá provocar recrutamento e maturação de 

outras células, o que incluem plasmócitos, produtores de anticorpos, e macrófagos ativados capazes 

de fagocitar e destruir os parasitas durante a infecção. Os componentes desta figura foram criados 

usando modelos modificados da Servier Medical Art, que são licenciados sob uma Creative 

Commons Attribution 3.0 Unported License; https://smart.servier.com/ 

De fato, devido à importância e a plasticidade funcional do sistema imune na 

leishmaniose, ele se torna um objeto favorável de estratégias de combate à doença. 

Tendo entendimento disso, uma das melhores formas do uso desse sistema é o de 

estratégias vacinais. Uma estratégia vacinal desejável deve considerar moléculas 

que sejam capazes de: ativar corretamente APCs, que por sua vez devem 

apresentar de forma eficiente antígenos do parasita para linfócitos efetores, via MHC 

I e II; serem capazes de induzir linfócitos T produtores IFN-γ, TNF, IL-2, entre outras 

citocinas de caráter inflamatório; as citocinas induzidas devem sufientes para levar a 



Silva, A.A.  40 

 

 

ativação de macrófagos e outras células citotóxicas como T CD8+ e NK; induzindo 

os macrófagos a produzi ROS e RNS, como também induzir produção de moléculas 

como granzimas, perforinas e Fas/FasL; e induzir células capazes de produzir e 

secretar anticorpos anti-Leishmania (Figura 11) (IBORRA et al., 2018). Tais 

mecanismos combinados da resposta imune seriam capazes de levar a destruição 

dos parasitas no organismo humano.  

2.5 Vacinação 

O maior desafio para uma vacina é induzir o desenvolvimento de uma resposta 

imune protetora contra um patógeno em específico. A duas vacinas licenciadas 

atualmente em circulação são voltadas para leishmaniose canina. No Brasil, a 

Leishmune ® obteve aprovação de uso em áreas endêmicas por ser capaz de 

proteger cães da LV canina, também sendo usada para diagnósticos em humanos. 

Essa vacina se baseia em uma molécula presente em todas as fases do parasita, 

extraída de L. donovani, e associada à saponina como adjuvante (MOAFI et al., 

2019; SRIVASTAVA et al., 2016; WYLIE et al., 2014). Outra vacina também 

licenciada, mais uma vez para LV canina, é a LiESP / QA-21 ou CaniLeish ®. De 

origem francesa e com distribuição para Europa, a CaniLeish ® foi produzida através 

de proteínas segregadas extraídas de Leishmania infantum (LiESP), e usa saponina 

como adjuvante (STARITA; GAVAZZA; LUBAS, 2016; VIANA et al., 2016). Vale 

salientar que ambas são voltadas para leishmaniose canina e a manifestação 

visceral da doença. Essa carência de produtos vacinais direcionados a LTA em 

humanos ainda gera muitos esforços por parte dos grupos de pesquisas. Alguns 

candidatos vacinais têm sido investigados, mas ainda se encontram em fase I e II, 

enquanto os de fase III são voltados principalmente para LV (Tabela 2).  

De modo geral, uma vacina consiste de dois elementos essenciais: o antígeno 

e o adjuvante (KOCOURKOVA et al., 2016). Diferentes moléculas estão sendo 

utilizadas como adjuvantes vacinais, uma vez que são capazes de ativar o sistema 

imune do indivíduo e permitir uma melhor resposta ao antígeno (AWATE; BABIUK; 

MUTWIRI, 2013). Dentro os adjuvantes disponíveis, o CpG-ODN destaca-se pelo 

uso crescente em ensaios experimentais. Essa molécula é formada por sequências 
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de oligonucleotídeos com domínios citosina-fosfato-guanina não metilados e que são 

capazes de estimular receptores tipo Toll-9 (TLR-9), importantes receptores de DCs 

e linfócitos B (GURSEL; GURSEL, 2016; HANAGATA, 2017). O CpG-ODN tem sido 

usado em alguns estratégias vacinais e terapêuticas contra câncer, justamente por 

mostrar o potencial na indução IL-12, TNF e IFN-ɣ por células Th1 (HANAGATA, 

2017; IBORRA et al., 2018). 

As vacinas são organizadas com base na composição do antígeno principal. 

Basicamente existem três classes de vacinas: primeira, segunda e terceira geração 

(Figura 12). As bases do antígeno usado nas vacinas de primeira geração podem 

ser por parasita completo, inativado ou morto, seja por processos físicos e ou 

químicos. Já as vacinas de segunda geração são compostas por antígenos 

molecularmente definidos, podendo ser de uma ou mais proteínas, por exemplo. Por 

fim, as vacinas de terceira geração são a abordagem mais moderna, a qual utiliza de 

DNA como antígeno vacinal (OSMAN et al., 2017). 

Figura 12 - Tipos de vacinas quanto ao tipo de antígeno.  

 

Fonte: o autor, 2019.  

Nota: As vacinas são divididas em três tipos de acordo com o antígeno usado como base, de modo 

que: 1ª geração – parasita vivo atenuado ou morto; 2ª geração – moléculas pequenas do parasita 

como proteínas, peptídeos ou epítopos; 3ª geração – fragmentos de DNA ou histonas. Os 
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componentes desta figura foram criados usando modelos modificados da Servier Medical Art, que são 

licenciados sob uma Creative Commons Attribution 3.0 Unported License; https://smart.servier.com/ 

Tabela 2 - Status de vacinas voltadas para LT e LT registradas em ensaios clínicos.  

Fonte: adaptado de MOAFI et al., 2019. 

2.5.1 Vacinas de primeira geração 

As vacinas de primeira geração estão associadas a um processo chamado de  

leishmanização (LZ). Esse processo consiste na inoculação de uma cepa viva 

virulenta ou atenuada para produzir a lesão. No inicio esse método foi muito utilizado 

em populações de alto risco, uma vez que se provou ser eficiente em induzir uma 

 Classificação Fase I Fase II Fase III Referência 

Leishvaccine 
Primeira 

geração 
  x (TEIXEIRA et al., 2011) 

ALM ϼ 
Primeira 

geração 
 x  (DE LUCA; MACEDO, 2016a) 

Leishmune 
Primeira 

geração 
  x (WYLIE et al., 2014) 

CaniLeish 
Primeira 

geração 
  x (STARITA; GAVAZZA; LUBAS, 2016) 

GALM α 
Primeira 

geração 
 x  (PROVINCE, 2020) 

LEISH-F1 
Segunda 

geração 
x   (CHAKRAVARTY et al., 2011) 

LEISH-F2 
Segunda 

geração 
 x  

(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT0101

1309) 

ultimo acesso em: 20/07/2020 

LEISH-F3 
Segunda 

geração 
x   (CHRISTIAANSEN et al., 2017) 

Leish-Tec 
Segunda 

geração 
  x (REGINA-SILVA et al., 2016) 

SMT γ + NH µ 
Segunda 

geração 
x   (SRIVASTAVA et al., 2016) 

ChAd63-KH 
Terceira 

geração 
 x  (OSMAN et al., 2017) 
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resposta protetora contra exposição subsequente a Leishmania spp  

(GREENBLATT, 1980; HANDMAN, 2001). Todavia, nessa indução que deveria 

provocar uma lesão que eventualmente levaria a uma cura espontânea, foi relatada 

“cronificação” das lesões em alguns casos, dificultando o tratamento (GHALIB; 

MODABBER, 2007; KHATAMI et al., 2007). Essa técnica ficou em desuso por um 

tempo, mas atualmente alguns grupos voltaram a emprega-la experimentalmente. 

(AUDREY ROMANO et al., 2016; IBORRA et al., 2018; SALJOUGHIAN; TAHERI; 

RAFATI, 2014).  

Dentre as abordagens que foram e ainda são exploradas, há introdução de 

cassetes suicidas no genoma de Leishmania spp. que inclui genes de sensibilidade 

à drogas. Alguns exemplos deste último são L. major expressando o gene da 

timidina quinase sensível a ganciclovir do Herpes vírus I (MUYOMBWE et al., 1998) 

ou o gene da citosina deaminase de Saccharomyces cerevisae sensível ao 5-

fluorocitosina (DAVOUDI et al., 2005). Ainda há várias discussões éticas sobre 

ensaios clínicos em seres humanos com parasitas vivos, ainda que esses parasitas 

não apresentarem alguns genes de virulência ou mesmo apresentarem genes de 

susceptibilidade à drogas (BORJA-CABRERA et al., 2008; REQUENA et al., 2004). 

Apesar dessa controvérsia, um fator vantajoso do uso desses parasitas 

geneticamente atenuados é que eles persistem no hospedeiro por um tempo maior. 

Como consequência, provêm antígenos em quantidade e tempo suficiente para 

induzir a geração de células específicas de memória imunológica que podem 

combater uma reinfecção (SELVAPANDIYAN et al., 2012). 

Ainda que os novos estudos com vacinas de primeira geração estejam em 

curso, por diferentes fatores, há uma série de limitações na abordagem desses 

candidatos. Neste sentido, alternativas ao uso dessas vacinas foram criadas no 

sentido de obter melhores resultados, como por exemplo, o alvo em genes de 

virulência em Leishmania spp. Nesta categoria são incluídas as vacinas produzidas 

com organismos geneticamente modificados, knock-out de genes de virulência de 

Leishmania spp. (COSTA et al., 2011), tais como dihidrofolato-redutase timidilato 

sintase (CRUZ; COBURN; BEVERLEY, 1991), cisteíno-proteinase (ALEXANDER; 

COOMBS; MOTTRAM, 1998; SOUZA et al., 1994) ou transportador de biopterina 
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(PAPADOPOULOU et al., 2002). O sucesso no uso desses parasitas modificados, é 

devido ao curto ciclo de vida, que é suficiente para induzir uma resposta imune 

específica, além de ser capaz de eliminar a infecção e não induzir doença no 

homem. 

Primordialmente, a vacina deve ter componentes seguros para uso em 

populações humanas, não gerando efeitos colaterais importantes. Nos novos 

candidatos à vacinas de primeira geração, há supressão ou remoção de alguns 

genes que afeta a fisiologia do parasita, como também a associação de adjuvantes. 

Bons exemplos disso são alguns caditatos de cepas de L. major com deleção para 

genes como LPG2, associado ao complexo de Golgi, e HSP70-II que está associado 

a sobrevivência no hospedeiro vertebrado (MANDELL; BEVERLEY, 2017; SOLANA 

et al., 2017). Outro candidato interessante é um recombinande de L. tarentolae, que 

infecta naturalmente lagartos, que não desenvolve a doença em humanos.  Algumas 

abordagens demonstraram o potencial dessa cepa L. tarentolae de em gerar 

proteção em modelos murinos infectados com L. infantum (KATEBI et al., 2015; 

PIRDEL; FARAJNIA, 2017).  

2.5.2 Vacinas de segunda geração 

As vacinas que são baseadas no uso de antígenos recombinantes se 

mostram uma alternativa promissora, e fornecem bons resultados e esclarecimentos 

quanto à segurança para uso em humanos e/ou animais. Diante disso, são feitas 

investigações da imunogenicidade de antígenos em potencial de espécies de 

Leishmania. Os mais promissores foram a proteína 11 de membrana do 

kinetoplastídeo (AGALLOU; MARGARONI; KARAGOUNI, 2011; CARRILLO et al., 

2008; DE MENDONÇA; CYSNE-FINKELSTEIN; MATOS, 2015), esterol 24-c-

metiltransferase (GOTO et al., 2007, 2009) proteína A2 específica do amastigota 

(GHOSH; ZHANG; MATLASHEWSKI, 2001), cisteína proteinase B (RAFATI; 

ZAHEDIFARD; NAZGOUEE, 2006), fator de alongamento e iniciação de L. (V.) 

braziliensis (SKEIKY et al., 1998), K26/HASPB (STÄGER; SMITH; KAYE, 2000), 

kinase C ativada de Leishmania spp. (BENHNINI et al., 2009), antígeno 2 da 

superfície de promastigota (HANDMAN et al., 1995), nucleosídeo hidrolase (AL-
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WABEL et al., 2007; NICO et al., 2014) e glicoproteína expressa de superfície gp63 

(CONNELL et al., 1993). 

Muitas vezes algumas vacinas são formuladas com base na combinação de 

uma série de moléculas diferentes, um bom exemplo é a Leish- 111F/MPL-SE. Esta 

vacina consiste na combinação do homólogo de L. major do antioxidante tiol-

específico de eucarioto, proteína 1 de estresse de L. major e fator de iniciação e 

alongamento de L. (V) braziliensis, combinados com o adjuvante MPL-SE. Em 

modelos murinos de LT e LV, Leish-111F/MPL-SE induziu proteção (COLER et al., 

2007; SKEIKY et al., 2002). Entretanto, a vacina foi eficaz apenas para casos leves 

de LV canina e foi comprometida em cães com doença grave. (GRADONI et al., 

2005; TRIGO et al., 2010). A vacina Leish-111F/MPL-SE demonstrou ser segura, 

imunogênica e reatogênica em voluntários nos EUA e em pacientes de LT e LMC no 

Brasil e Peru, respectivamente (GHALIB; MODABBER, 2007). A combinação de 

vacinação com os componentes da Leish-111F, com a proteína de choque térmico 

83 (Lbhsp83) e GM-CSF, conjuntamente à quimioterapia, induziu uma melhora 

clínica na resposta de pacientes e na cura de seis pacientes com LMC (BADARO et 

al., 2006).  

A Leish-111F/MPL-SE, agora chamada de LEISH-F1, atingiu estudos clínicos 

de fase II, entretanto o IDRI, que é o institudo que originou essa primeira versão, 

começou a investir em novas versões dessa vacina(MOAFI et al., 2019). A segunda 

versão, chamada de LEISH-F2, é uma proteína artificial que exclui o marcador N-

terminal da histidina, resultando em maior semelhança com as proteínas naturais de 

espécies selvagens (GILLESPIE et al., 2016). Após a aprovação de segurança e 

imunogenicidade, a vacina entrou na Fase II de um ensaio clínico, onde foram 

avaliados seus efeitos terapêuticos em pacientes com CL e comparado à 

quimioterapia. A LEISH-F2 manteve a associação com o adjuvante MPL-SE como o 

de sua versão anterior (GILLESPIE et al., 2016). Uma terceira versão, chamada de 

o.LEISH-F3, é outra vacina multicomponente composta por duas proteínas: 

nucleosídeo hidrolase (NH), derivadas de L. donovani, e esterol 24-c-

metiltransferase (SMT), derivadas de  L. infantum (CHRISTIAANSEN et al., 2017). 

Dessa vez, essa versão usa nanoemulsão óleo-em-água estável em glicopiranosil 



Silva, A.A.  46 

 

 

lipídico A (GLA-SE) como adjuvante. O GLA-SE funciona como Ligante TLR-4 

(CHRISTIAANSEN et al., 2017), importante receptor para algumas APCs.  

Embora existam vários candidatos a antígenos vacinais, vale destacar que a 

maioria deles são pesquisados há vários anos. Boa parte desses antígenos foram 

descobertos com metodologias antigas com base na indução de anticorpos. Além 

disso, muitos desses candidatos foram testados somente em modelos murinos e não 

mostram resposta em células humanas. Também não se sabe se esses antígenos 

possuem epitopos que se ligam a MHC I ou MHC II, receptores que participam na 

apresentação de antígenos para células T. De fato, existe uma necessidade de 

novos candidados que tenham sido investigados e selecionados por metodologias 

mais avançadas. Uma abordagem recente que permite uma escolha mais racional e 

uma triagem mais segura de possíveis antígenos é o uso de ferramentas de 

bioinformática (BRITO et al., 2017; FREITAS-SILVA et al., 2016; JOHN; JOHN; 

KHOLIA, 2012; SEYED; TAHERI; RAFATI, 2016).  

2.5.3 Vacinas de terceira geração 

A proposta da imunização genética surgiu como uma alternativa interessante, 

com a finalidade de induzir imunidade específica em hospedeiros. O diferencial 

observado nesse tipo vacinal é a capacidade de expressão seletiva de genes muito 

próximos a sua conformação nativa natural, indução de resposta imune celular 

específica, persistência da expressão do antígeno por um período de tempo, e, por 

fim, indução de células de memória para proteger contra reinfecção (TANG; DEVIT; 

JOHNSTON, 1992). Sem dúvidas, a vacinação com DNA tem como importante 

característica a indução conjunta de linfócitos T CD8+ citotóxicos e T CD4+ 

auxiliares e a produção de anticorpos (DAS; ALI, 2012). 

Para esse fim, há uma procura recorrente por diferentes antígenos capazes 

de imunização de camundongos para vacina de DNA, como por exemplo, com 

proteínas ribossomais ou seus genes em formulações. Alguns estudos, como por 

exemplo, a vacina de DNA pVAX-P1, investigaram a eficácia do gene P1 de L. 

donovani (MASIH; ARORA; VASISHTA, 2011). A associação dessa vacina 

administrada com reforço, conseguiu imunizar hamsters e proteger contra a infecção 
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por L. donovani, aumentando da expressão de citocinas de resposta Th1 e 

reduzindo a mortalidade e a carga de parasitas no baço. Ademais, outros estudos 

demonstraram a contribuição de diferentes vacinas de DNA construídas com genes 

de histonas (H2A, H2B, H3, H4) na proteção de BALB/c contra a infecção por L. 

major (CARRIÓN, 2011; CARRIÓN; FOLGUEIRA; ALONSO, 2008). Outras 

pesquisas demonstraram que a vacinação com histonas H3 e H4 reduziram o 

edema na pata infectada com L. major, e a carga de parasitas nos linfonodos 

popliteais e baço. Esses e outros estudos foram possíveis a partir de análises de 

bibliotecas de cDNA de Leishmania que permitiram a identificação de diferentes 

antígenos (MELBY et al., 2000). 

Atualmente, a vacina de terceira geração mais promissora e avançada para 

teste em humanos é a ChAd63-KH. Essa molécula é construída baseada em 

adenovírus símio, que se mostrou importante na indução de células T CD8 +, 

especificadas para antígenos de Leishmania (OSMAN et al., 2017). Esse efeito vem 

da codificação do gene KH, constituído por dois genes de antígenos de L. donovani: 

KMP-11 e HASPB. Em teste clínicos utilizando essa vacina, foi observada a indução 

eficientemente da produção de IFN-ɣ e a ativação de DCs (OSMAN et al., 2017). Até 

o momento, a ChAd63-KH ainda se encontra em fase II de testes clínicos (IBORRA 

et al., 2018). 

É presumido que a exposição contínua a antígenos seja um passo decisivo 

para o desenvolvimento de células T de memória (ZINKERNAGEL et al., 1996). 

Ainda que outros parâmetros se mostram importantes nesta resposta, tais como o 

tipo de células que são ativadas e o nível e duração da estimulação (ZAPH et al., 

2004).  Há limitações em vacinas com parasitas mortos, principalmente devidos sua 

ineficácia em manter células de memória. Porém esse fato parece ser resolvido 

administrando repetidas injeções de parasitas mortos, resultando assim na 

expansão de populações de células de memória que por consequência confere em 

proteção contra o desafio com vírus (OKWOR; KURIAKOSE; UZONNA, 2010). 
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2.5.4 Potenciais antígenos vacinais 

A espécie L. (V). braziliensis é relatada como sendo uma das principais 

espécies responsáveis pelos casos endêmicos de leishmaniose tegumentar e 

mucocutânea no Brasil. Entretanto, grande parte dos trabalhos se concentram no 

uso de antígenos de outras espécies como L. major, L. amazonensis ou L. donovani 

(NANDA, 2009; SCHWARZ et al., 2013). De certo modo é demonstrado que os 

antígenos de L. (V.) braziliensis possuem grande potencial na indução de uma 

resposta imune celular em linfócitos de indivíduos com doença ativa, após o 

tratamento medicamentoso ou curado espontaneamente (BRELAZ-DE-CASTRO et 

al., 2012a; BRELAZ et al., 2012). Além disso, foi identificado que células de 

pacientes após o tratamento secretam altos níveis de IFN-γ e TNF quando 

estimuladas com frações antigênicas de L. (V.) braziliensis (BRELAZ-DE-CASTRO 

et al., 2012b; BRELAZ et al., 2012; DE ASSIS SOUZA et al., 2013b). Em 

contrapartida, as frações antigênicas possuem grande quantidade de moléculas do 

parasita e não são ideais para serem utilizadas como abordagem vacinal, devido ao 

tamanho da molécula e a possibilidade de reações cruzadas. Assim, o ideal é a 

busca de moléculas únicas ou uma combinação que seja capaz de estimular uma 

resposta protetora e de memória.  

Diante da complexidade de encontrar um antígeno ideal, um trabalho 

realizado por nosso grupo utilizou uma combinação de métodos in silico, visando 

identificar epítopos de linfócitos T CD4+ e T CD8+ no proteoma predito de L. (V.) 

braziliensis (FREITAS-SILVA et al., 2016). Vale salientar que a abordagem por 

bioinformática é recente na busca de potenciais candidatos a vacinas para 

leishmaniose, o que difere esses epítopos de outros candidatos citados ao longo 

dessa revisão. Os resultados indicaram que os epítopos foram capazes de gerar 

uma proliferação linfocitária, sugerindo que essas moléculas possam ter um 

potencial de induzir uma resposta protetora contra LTA. Em paralelo, avaliamos a 

imunogenicidade de células T CD4+ e T CD8+ de PBMC de paciente estimulados 

com esses mesmos peptídeos. Os resultados sugeriram a imunogenicidade desses 

peptídeos uma vez que, além do ter potencial de proliferação de células T humanas, 
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sinalizaram a produção de algumas citocinas como IFN-ɣ, TNF, IL-6 e IL-17, 

enquanto uma baixa produção de citocinas como IL-4 e IL-10  (E SILVA et al., 2020).   

Com esses resultados, demos continuidade neste trabalho ao investigar os 

peptídeos quanto a sua capacidade de induzir subpopulações das células T. O foco 

foi o estudo do perfil das subpopulações de células T auxiliares, citotóxicas e de 

memória, em pacientes com LTA após estímulo in vitro com os peptídeos. Além 

disso, investigamos os mesmos quanto a expressão das principais citocinas ( TNF, 

IFN-ɣ, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17a) que atuam nos perfis Th1/Th2 e Th17. Assim, 

com a identificação dos padrões dos perfis celulares induzido por esses peptídios, 

avançar em seu estudo para as futuras abordagem vacinais na LTA.  
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3 JUSTIFICATIVA 

A LTA ainda constitui um sério problema de saúde pública nos países tropicais e 

subtropicais. O tratamento atual enfrenta limitações causadas pela elevada 

toxicidade, alto custo, muitas vezes com necessidade de internamento e a crescente 

resistência de cepas do parasita. Considerando esse fato e a importante relação 

entre a resposta imune e o desenvolvimento da doença, faz-se necessário medidas 

alternativas no combate a mesma. Ainda que a vacinação apresente potencial para 

prevenção de infecções e reinfecções, não há vacinas seguras e eficazes em 

circulação para humanos que contemplem o cenário epidemiológico da LTA. Neste 

contexto, o objetivo desse trabalho foi Avaliação do perfil fenotípico de PBMCs de 

pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana na presença de epítopos 

vacinais derivados do proteoma de Leishmania (Viannia) braziliensis. A hipótese foi 

que essas moléculas eram capazes de estimular fenótipos celulares envolvidos com 

a resistência e a imunorregulação na LTA. Os padrões de células T de memória 

apresentados, juntamente com o perfil de células T auxiliares e citotóxicas, sugerem 

o potencial desses peptídeos como promissores candidatos vacinais para LTA.  
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4 OBJETIVOS 

4.1 Geral 
Avaliar a indução imunofenotípica de células mononucleares do sangue 

periférico (PBMC) de pacientes com LTA gerada por epítopos derivados do 

proteoma de L. (V.) braziliensis. 

4.2 Específicos  

 Avaliação do perfil de linfócitos T auxiliares e T de memória in vitro em PBMC 

de pacientes após estímulo com epítopos peptídicos de L. (V.) braziliensis; 

 Quantificação das citocinas IL-2, IL-4, IL-10 e IFN-γ nos sobrenadantes de 

cultura dessas PBMC após o estímulo com epítopos peptídicos de L. (V.) 

braziliensis; 
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5 METODOLOGIA 

5.1 Aspectos éticos:  

O presente trabalho está inserido em um projeto que foi avaliado e aprovado 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto Aggeu 

Magalhães (IAM/FIOCRUZ) (CAAE: 11083812.7.0000.5190). Todos os indivíduos 

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo III-V).   

5.2. População de estudo 
 

Para a captação de amostras neste trabalho, foi utilizado o método de 

conveniência ou disponibilidade através da busca ativa. As amostras de pacientes 

com LTA foram coletadas em colaboração com o Serviço de Referência em 

Leishmanioses (SRL) do Instituto Aggeu Magalhães (FIOCRUZ/PE). Foram 

selecionados sete pacientes para o presente trabalho com confirmação laboratorial 

pelo SRL. O Quadro 2 descreve os aspectos clínicos, epidemiológicos e 

laboratoriais dos pacientes avaliado. Foram utilizados como controle sete indivíduos 

saudáveis residentes de área não endêmica para leishmanione e sem histórico da 

doença.  

5.3 Seleçâo e preparacao de peptídicos de l. (v.) Braziliensis utilizados:  

 

Os epítopos peptídicos que foram utilizados neste projeto são moléculas 

correspondentes aos 10 melhores peptídeos classificados, descritos em trabalho 

anterior (Freitas-Silva et al., 2016) e foram sintetizados comercialmente (Genome 

Biotechnology, Brasil). Resumidamente, foi utilizado TriTrypDB para recuperar o 

proteoma previsto de Leishmania spp., posteriormente as sequências de proteoma 

previstas foram analisadas por diferentes métodos in silico. O banco de dados de 

relações do EpitopeDB foi criado e gerenciado usando o MySQL como sistema de 

gerenciamento de banco de dados. Analisadores e algoritmos nas linguagens PERL 

e SQL foram desenvolvidos para acessar e integrar os resultados, e por fim, os 

dados foram agrupados e posteriormente utilizados para modelagem molecular. 

Para o ranqueamento das moléculas finais foi considerado quanto a afinidade entre 

essas moléculas e MHC classe I e II e receptores de células T CD4+ e CD8+. A 
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validação dessas moléculas foi a partir de cultura de PBMC humano, de grupo 

controle e pacientes antes do tratamento, através de ensaio de proliferação celular 

(Freitas-Silva et al., 2016).  

 

Quadro 2 - Aspectos clínicos, epidemiológicos e laboratoriais dos pacientes 

Procedência 
Sexo/ 
Idade 

Ocupação 

Características da lesão 

Forma 
clínica 

No.  de 
Lesões 

Diâmetro da 
Lesão cm

2
 

Tempo 
Evolução 

Localização 
da lesão 

PD PCR 

Paciente1 
Tabuleiro de Manjop- 
Cruz de Rebouças-

Igarassu –PE 

M- 30 Jardineiro 
Úlcero-

crostosa 
02 

2x2 
1,0x0,5 

4 meses Braços D e E + + 

Paciente 2 
Sitio Tambor- Três 

Ladeiras - PE 
M-58 

Motorista 
Aposentado 

Úlcero-
crostosa 

01 3x3 2 meses Pescoço + + 

Paciente 3 
Sítio Tambor- Três 

Ladeiras - PE 

F-12 
 

Estudante Ulcerada 01 1,5x1,5 3 semanas Perna E + + 

Paciente 4 
Sítio Tambor- Três 

Ladeiras - PE 
F-54 Do Lar Ulcerada 03 

3x3 
1,5x1,5 
1,5x1,0 

3 meses Perna E + + 

Paciente 5 
Sítio Caetés –
Igarassu - PE 

F-20 Do Lar Ulcerada 01 1,5x1,5 
1 mês e 15 

dias 
Antebraço E NR + 

Paciente 6 
Sítio Tambor- Três 

Ladeiras - PE 
F-70 

Agricultora 
Aposentada 

Ulcerada 01 1,0x0,5 1 mês Dedo do pé D 
 
_ 

 
+ 

Paciente 7 
Vila Jarapiã-Três 

Ladeiras - PE 
F-29 Do Lar Ulcerada 01 0,5x0,5 1 mês Dedo do Pé E _ + 

Nota: M – Masculino. F- Feminino. D – Direito. E – Esquerdo. PD – Pesquisa direta. PCR – Reação 
em Cadeia de Polimerase. NR – Não Realizado. 

5.4 Obtenção de células mononucleadas de sangue periférico: 

O sangue coletado foi diluído a 1:1 (v/v) com meio do Instituto Roswell Park 

Memorial Institute (RPMI) 1640 (pH 7,2); depositado na solução gradiente Ficoll-

paque PLUS (GE) e centrifugado por 35 min a 400 x g. Em seguida, foi isolada a 

camada de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e as células foram 

lavadas duas vezes com RPMI 1640 (pH 7,2) por centrifugação a 300 x g durante 10 

min. As células foram ressuspensas em RPMI 1640 contendo 2 mM de L-glutamina, 

50 mg/L de sulfato de gentamicina, suplementado com 10% de soro bovino fetal 

(ambos os reagentes Cultilab, Brasil).  

5.5 Cultivo Celular:  
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As células ressuspensas (conforme item 5.4) foram contadas e a sua 

concentração ajustada para 106 células/mL antes da cultura. 2 x 105 PBMCs foram 

depositadas em placas de 96 poços de fundo em U (BD Falcon, USA) e foram 

estimuladas individualmente com 15 μg/mL de um pool formado por 10 peptídeos 

originados do trabalho de Freitas-Silva et al., 2016. Foram realizadas triplicatas para 

o “pool” testado. As placas foram incubadas a 37°C com 5% de CO2 por 24h, 48h e 

72h, para dosagem de sobrenadante, e 72h para marcação com anticorpos (ver 

item 5.6.2).  Depois deste período, as placas foram centrifugadas por 10 min a 400 x 

g e o sobrenadante foi coletado e estocado a -80°C para quantificação das citocinas 

IL-2, IL-4, IL-10 e IFN-γ pelo método de ELISA (kit Invitrogen – Thermo Fischer 

Scientific) seguindo as instruções do fabricante. A leitura das absorbâncias foi feita 

em leitora de placa Multiskan (Thermo Fischer) utilizando o filtro de 450nm. 

5.6 Ensaio de citometria de fluxo 

5.6.1 Anticorpos monoclonais utilizados na marcação de citometria: 

Os anticorpos monoclonais usados nesse estudo foram provenientes do 

fabricante Becton Dickinson (BD) e estão descritos na tabela 3.  

Tabela 3 - Marcadores distribuídos quanto aos seus respectivos painéis e fluoróforos 

ANTICORPOS MONOCLONAIS USADOS  

Marcador  Fluocromo Clone 

Anti-CD3 APC-Cy7 SK7 

Anti-CD4 FITC SK3 

Anti-CD8 APC RPA-T8 

Anti-CD45RA PE-Cy7 HI100 

Anti-CD62L PE TWAJ 

Anti-TBET PECF594 04-46 

Anti-RORɣT BV421 Q21-559 

Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 
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5.6.2 Marcação in vitro de linfócitos T com anticorpos monoclonais: 

Para determinação das populações de células T CD4+, CD8+, reguladoras, de 

memória e seus subtipos, após cultura, as células foram suspensas em PBS-Wash e 

marcadas com os anticorpos de superfície anti-CD3, CD4, CD8 e CD45RA, (ver 

tabelas 3 e 4) e por 1h  a 4°C. Em seguida as células foram processadas com base 

no protocolo do “Transcription Factor Buffer Set” da BD Pharmigen (San Diego, CA) 

e marcadas com os anticorpos intracelulares anti- Tbet e RORɣT  (30 minutos,TA, ao 

abrigo da luz). Depois disso, as células foram lavadas 2x com tampão do kit, por fim, 

ressupensas em paraformaldeído para realização da leitura em citometro de fluxo. 

Foram adquiridos 100 mil eventos por amostra em citômetro de fluxo (FACSARIA III- 

BD Bioscience) usando o software “DiVa” (BD Bioscience) para aquisição dos dados 

e para análise o software FlowJo 10.1 (®Tree Star Inc.). Os marcadores estudados e 

seus fenótipos estão descritos nas tabelas 3 e 4. 

 

Tabela 4 - Relação entre os fenótipos estudados e os marcadores atribuídos a cada fenótipo de 

células T. 

Resumo dos fenótipos celulares investigados  

Fenótipo celular 
Marcadores 

condicionais para 

o fenótipo 
 Fenótipo celular 

Marcadores 

condicionais para 

o fenótipo 

Linfócitos T CD3+  Linfócitos Th1 CD4+ TBET+ 

Linfócitos Th CD3+ CD4+  Linfócitos Th17 CD4+ RORɣT+ 

Linfócitos T 

citotóxicos 
CD3+ CD8+  Linfócitos TEM CD45RA- CD62L- 

Linfócitos T naive CD45RA+  Linfócitos TCM CD45RA- CD62L+ 

Linfócitos Tm CD45RA-    

Fonte: elaborado pelo autor, 2020. 

Nota: Linfócito Th – Linfócito T auxiliar; Linfócito Th1 – Linfócito Th tipo 1;; Linfócito Th17 – Linfócito 

Th tipo 17; Linfócito Treg – Linfócito Tregulador; Linfócito Tm – Linfócito T de memória; Linfócito TEM 

– Linfócito T de memória efetor; Linfócito TCM – Linfócito T de memória central;  
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5.6.3 Estratégia de análise na citometria de fluxo: 

Para descriminação das diferentes populações de linfócitos estudadas neste 

trabalho, foi aplicado o seguinte racional: 1- as células foram delimitadas como 

linfócitos de acordo com seu padrão de tamanho e granulosidade característicos 

(Figura 13A), sendo criado um “gate” (região) para isolar essa população; 2 – Desse 

“gate” foi realizada a separação das “singlets” (singles cells/evento único) de 

possíveis “doublets” (aglomerado de células) também observando o padrão de 

tamanho e granulosidade característicos (Figura 13 B e C); 3 – Dos “singlets” foi 

determinada a população de linfócitos T a partir da expressão positiva de CD3 

(Figura 13 D); 4 – Da população de linfócitos T foram determinadas as populações 

de linfócitos T CD4 (Figura 13 E) e de linfócitos T CD8 (Figura 13 F); 5 – 

Separadamente, de ambas as populações de linfócitos T CD4 e T CD8, foi 

delimitada a população negativa para expressão de CD45RA (Figura 13 G), 

caracterizando a população de linfócitos T de memória; 6 – Da população de 

linfócitos T de memória, foram delimitadas as populações de linfócitos TCM 

(CD62L+) e TEM (CD62L-) pela expressão de CD62L (Figura 13 H); 7 – Ainda das 

populações de linfócitos T CD4  e T CD8, foi delimitado as populações positivas para 

expressão de Tbet (Figura 13 I) e RORgT (Figura 13 J). As delimitações dos 

quadrantes foram baseadas na utilização de controles de fluorescência menos um 

(FMO, do inglês “fluorescence minus one”). 

 Para determinar os perfis celulares de linfócitos T auxiliares/citotóxicos 

tipo 1 (Th1) e tipo 17 (Th17):  

 

Th1:   CD3+ CD4+/CD8+ Tbet+ 

Th17:  CD3+ CD4+/CD8+ RORgT+  

 Para determinar os perfis celulares de linfócitos T de memória central 

(TCM) e de memória efetora (TEM): 

 

TCM:  CD3+ CD4+/CD8+ CD45RA- CD62L+ 

TEM:   CD3+ CD4+/CD8+ CD45RA- CD62L-  
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Nota: Representação da estratégia de análise empregadas de acordo com os marcadores usados no 
painel 1. Em “A” Dotplot de tamanho por granulosidade (FSC-A/SSC-A) delimitando população 
linfocitária; em “B” dotplot Single cells considerando a granulosidade (SSC-H, SSC-W) derivada de 
“A”; em “C” dotplot Single cells considerando o tamanho (FSC-H, FSC-W) derivada de “B”; em “D” 
histograma delimitando população positiva para o marcador CD3

+
 (APC-H7) derivado de “C”; em “E” 

histograma delimitando populações quanto ao marcador CD4
+
 (FITC) derivado da população positiva 

em “D”; em “F” histograma representando população CD8
+
 (APC) derivado da população positiva em 

“D”; em “G” histograma representando população CD4+ ou/e CD8+ expressando CD45RA (PE-Cy7) 
derivado das populações positivas em “E” para CD4+ e “F” para CD8+; em “H” histograma 
representando população CD45RA- expressando CD62L (PE) derivado de “G”; em “I” histograma 
representando população CD4+ e/ou CD8+ expressando TBET (PECF594) derivado das populações 
positivas em “E” para CD4+ e “F” para CD8+; em “J” histograma representando população CD4+ e/ou 
CD8+ expressando RORɣT (BV421) derivado das populações positivas em “E” para CD4+ e “F” para 
CD8+.  

 

5.7 Análise estatística: 

Figura 13 - Estratégia de análise empregada para o painel de marcadores fenotípicos 
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A análise estatística foi realizada através dos softwares SPSS 8.0 e GraphPad 

Prisma 5.1, empregando-se testes paramétricos e/ou não paramétricos de acordo 

com a distribuição da normalidade, utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Para as 

análises entre os grupos (Paciente x Controles) foi utilizado o teste T (paramétrico) e 

Mann-Whitney (não-paramétrico). Todas as conclusões foram tomadas ao nível de 

significância de 5% (p<0,05 = estatisticamente significativos). 
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6 RESULTADOS 

6.1 Fenotipagem por citometria de fluxo 

 

Os resultados a seguir correspondem a análise de células PBMC de indivíduos 

controle (CT) e pacientes com lesão ativa (AT), marcadas após cultura de 72h, frente 

ao estímulo com “pool” de 10 peptídeos (p10) derivados do trabalho anterior de 

Freitas-Silva et al. 2016. Todos os valores de porcentagem média de células, desvio 

padrão e valor de p significativo correspondentes estão registrados nas tabelas 3 e 

4 ao final dessa sessão. 

 Perfil de linfócitos T expressando os marcadores RORgT e Tbet: 

O percentual de linfócitos T CD4+ foi significativamente maior no grupo AT 

quando comparado ao grupo CT, em ambos os estímulos SE e P10 (Figura 14A). 

Foi observado também diferença significativamente maior no percentual de linfócitos 

T CD8+ no grupo AT quando comparado ao grupo CT, em ambos os estímulos SE e 

P10. (Figura 14B). Contudo, não observamos diferença significativa importante no 

estimulo com p10, em relação ao controle. Não  houve diferença nas comparações 

intragrupo (ATxAT e CTxCT). 

Ao se observar as populações de linfócitos T CD4+ e T CD8+ expressando 

Tbet, em ambas as populações, se observou diferença significativamente maior do 

grupo AT em comparação ao grupo CT (Figura 15A e B). Essa diferença foi 

observada em ambos os estímulos SE e p10. Apesar disso, não observou-se 

diferenca na expressão de T-bet entre as amostras SE e p10 em nenhuma das 

populações de T CD4+ e T CD8+. Não houve diferença nas comparações intragrupo 

(ATxAT e CTxCT). 
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Figura 14 - Percentual de células T CD4+ e T CD8+ de pacientes e indivíduos controle após 

estímulo. 

Nota: Gráfico comparativo da porcentagem da população de células T CD4+ (células T auxiliares) e T 

CD8+ de paciente X indivíduos controle após cultura frente aos estímulos com “pool” peptídicol. 

Legenda: CT = grupo controle; AT = grupo de pacientes antes do tratamento; SE = sem estímulo; 

p10 = Pool de 10 epítopos peptídicos derivados do proteoma de L. braziliensis. *  p = 0,0001 ; ** p = 

0,0006; 
○ 

p = 0,0071; 
○ ○

 p = 0,0198. 

Nota: Gráfico comparativo da porcentagem da população de células T CD4+ expressando Tbet (Th1) 

e células T CD8+ expressando Tbet (Tc1) de controle X paciente após cultura frente aos estímulos 

com “pool” peptídico.  

Legenda: CT = grupo controle; AT = grupo de pacientes antes do tratamento; SE = sem estímulo; 

p10 = Pool de 10 epítopos peptídicos derivados do proteoma de L. braziliensis. *  p = 0,0023; ** p = 

0,0111; 
○ 

p = 0,0012; 
○ ○

 p = 0,0019.  

 

Figura 15 - Percentual de células T CD4+ e T CD8+ expressando Tbet de pacientes e indivíduos 

controle após estímulo. 
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Por sua vez, foi observado nas populações de linfócitos T CD4+ e T CD8+ 

expressando RORgT, em ambas as populações, se observou diferença 

significativamente maior do grupo AT em comparação ao grupo CT (Figura 16A e 

B). Essa diferença foi observada em ambos os estímulos SE e p10. Apesar disso, 

não observou-se diferenca na expressão de RORgT entre as amostras SE e p10 em 

nenhuma das populações de T CD4+ e T CD8+. Não houve diferença nas 

comparações intragrupo (ATxAT e CTxCT). 

Nota: Gráfico comparativo da porcentagem da população de células T CD4+ expressando RORgT 

(Th17) e células T CD8+ expressando RORgT (Tc17) de controle X paciente após cultura frente aos 

estímulos com “pool” peptídico. 

Legenda: CT = grupo controle; AT = grupo de pacientes antes do tratamento; SE = sem estímulo; 

p10 = Pool de 10 epítopos peptídicos derivados do proteoma de L. braziliensis. *  p = 0,0223 ; ** p = 

0,0223; 
○ 

p = 0,0206; 
○ ○

 p = 0,0192.  

 

 Perfil de linfócitos T de memória e suas subpopulações TCM e TEM: 

A investigação da população de linfócitos T CD4+ quanto ao estado de 

ativação e de memória foi baseada na expressão de CD45RA. As células foram 

consideradas Naives (não ativadas) pela expressão positiva de CD45RA e de 

memória pela expressão negativa do mesmo marcador. Desse modo, foi observado 

que para ambos os linfócitos CD45RA+ e CD45RA- não se apresentou diferença 

significativa entre os grupos AT e CT (Figura 17).     Entretanto, pode ser observada 

uma tendência de mais células CD45RA+ em AT quando comparado ao CT (Figura 

Figura 16 - Percentual de células T CD4+ e T CD8+ expressando RORgT de pacientes e indivíduos 

controle após estímulo. 
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17A). Consequentemente, foi observada uma menor frequência de células CD45RA- 

em AT ao comparar com CT (Figura 17B).  Não houve diferença nas comparações 

intragrupo (ATxAT e CTxCT). 

 

Nota: Gráfico comparativo da porcentagem da população de células CD4
+
 expressando o marcador 

CD45RA de controle X paciente após cultura frente aos estímulos com “pool” peptídico e antígeno 

total. Em “A” representa a população de células CD4
+
 naives (CD45RA

+
) enquanto em “B” é 

representada a população de células T CD4
+
 de memória (CD45RA

-
).  

Legenda: CT = grupo controle; AT = grupo de pacientes antes do tratamento; SE = sem estímulo;; 

p10 = Pool de 10 epitopos peptídicos derivados do proteoma de L. braziliensis.  

Dentro da população de linfócitos T de memória (CD45RA-) o marcador 

CD62L é expresso positivamente em linfócitos TCM (CD62L+) e negativamente em 

linfócitos TEM (CD62L-). Na população de linfócitos de memória T CD4+ foi 

observada diferenta significativamente menor de TCM no grupo AT ao se comparar 

com o grupo CT (Figura 18A). Em oposição a isso, TEM teve uma frequência 

significativamente maior em AT ao se comparar com CT (Figura 18B). Essas 

diferenças foram observadas em ambos os estímulos. Entretanto não houve 

diferença nas comparações intragrupo (ATxAT e CTxCT). 

Figura 17 - Percentual de células T CD4+ expressando CD45RA em pacientes e indivíduos controle 

após estímulo. 
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Nota: Gráfico comparativo da porcentagem da população de células CD4
+
CD45RA

-
 expressando o 

marcador CD62L de controle X paciente após cultura frente aos estímulos com “pool” peptídico e 

antígeno total. Em “A” é representada a população de células T CD4
+
 TCM (CD62L

+
), enquanto em 

“B” representa a população de células CD4
+
 TEM (CD62L

-
). 

Legenda: CT = grupo controle; AT = grupo de pacientes antes do tratamento; SE = sem estímulo; 

p10 = Pool de 10 epítopos peptídicos derivados do proteoma de L. braziliensis. *  p = 0,0124; ** p = 

0,0150; 
○ 

p = 0,0122; 
○ ○

 p = 0,0150.  

 

 Semelhante à abordagem na população de células T CD4+, a população de 

linfócitos T CD8+ foi descrimidada entre Naive e células de memória de acordo com 

a expressão de CD45RA Os linfócitos T CD8+ Naives no grupo AT apresentaram 

diferença significativamente menor ao comparar com o grupo CT (Figura 19 A).  

Essa diferença foi observada no estímulo com p10, entretanto há uma tendência 

semelhante em SE embora não tenha sido significativo. As células T CD8+ de 

memória foram significativamente mais frequentes no grupo AT em comparação a 

CT (Figura 19 B). Mais uma vez, essa diferença só foi observada no estímulo com 

p10, enquanto que em SE não chegou ao valor de p significativo. Não houve 

diferença nas comparações intragrupo (ATxAT e CTxCT). 

 

Figura 18 - Percentual de células T CD4+CD45RA- expressando CD62L em pacientes e indivíduos 

controle após estímulo. 
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Figura 19 - Percentual de células T CD8+ expressando CD45RA em pacientes e indivíduos controle 

após estímulo. 

Nota: Gráfico comparativo da porcentagem da população de células CD4
+
 expressando o marcador 

CD45RA de controle X paciente após cultura frente aos estímulos com “pool” peptídico e antígeno 

total. Em “A” representa a população de células CD4
+
 naives (CD45RA

+
) enquanto em “B” é 

representada a população de células T CD4
+
 de memória (CD45RA

-
).  

Legenda: CT = grupo controle; AT = grupo de pacientes antes do tratamento; SE = sem estímulo;; 

p10 = Pool de 10 epítopos peptídicos derivados do proteoma de L. braziliensis. *  p = 0,0379; 
○ 

p = 

0,0379. 

De igual forma, a população de células T CD8+ de memória foram 

investigadas quanto à frequência de TCM e TEM usando o marcador CD62L. 

Diferente do observado em T CD4+ de memória, as células T CD8+ TCM 

apresentaram diferença significativamente maior no grupo AT em comparação ao 

CT, frente ao estímulo com p10 (Figura 20 A). Embora que se observa que essa 

população no SE tem a mesma tendência de maior frequência em AT em 

comparação ao CT. Ao se observar a frequência de TEM em linfócitos T CD8+, se 

observa uma diferença significativamente menor em AT ao se comparar com CT, no 

estímulo com p10 e com a mesma tendência em SE (Figura 20 B).  Entretanto não 

houve diferença nas comparações intragrupo (ATxAT e CTxCT). 
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Figura 20 - Percentual de células T CD8+CD45RA- expressando CD62L em pacientes e indivíduos 

controle após estímulo. 

Nota: Gráfico comparativo da porcentagem da população de células CD8
+
CD45RA

-
 expressando o 

marcador CD62L de controle X paciente após cultura frente aos estímulos com “pool” peptídico e 

antígeno total. Em “A” representada a população de células T CD8
+
 TCM (CD62L

+
) enquanto em “B” 

é representa a população de células CD8
+
 TEM (CD62L

-
).  

Legenda: CT = grupo controle; AT = grupo de pacientes antes do tratamento; SE = sem estímulo; 

p10 = Pool de 10 epítopos peptídicos derivados do proteoma de L. braziliensis. *  p = 0,0064; 
○ 

p = 

0,0064. 

6.2 Dosagem de citocinas do sobrenadante de cultura  

 
Sendo assim, os resultados serão apresentados referentes aos tempos de 

48h e 72h de cultura do grupo AT. Para a citocina IL-4, foi observada produção 

apenas no tempo de 48h, em ambos SE e p10, porém não significativo entre eles 

(Figura 21). A citocina IL-10 foi detectada em ambos os tempos. Para IL-10, no 

grupo SE houve uma redução da produção entre os tempos de 48h e 72h, não 

sendo significativo (Figura 22). Em contrapartida, para essa mesma citocina, 

observou um aumento na sua produção entre o tempo de 48h e 72h após o estímulo 

com p10, não sendo significativo (Figura 22).  Já para a citocina IL-2, foi apenas 

detectada em 72h no grupo SE, enquanto que após o estímulo com p10 não foi 

observada produção de IL2, sugerindo que houve uma supressão por parte do "pool” 

de peptídeos (Figura 23). Finalmente, para IFN-ɣ também apenas foi detectada em 

72h no grupo SE, enquanto no grupo p10 houve supressão da produção nesse 

mesmo tempo (Figura 24).  
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Figura 21 - Produção da citocina IL-4 pelo grupo AT após 48h de cultivo frente ao estímulos com p10. 

Nota: Gráfico representando as médias de concentração da citocina IL-4 frente a cada estímulo após 
48h. 
Legenda: AT = grupo de pacientes antes do tratamento; SE = sem estímulo; p10 = “Pool” de 10 
epítopos peptídicos derivados do proteoma de L. braziliensis. 

 

Figura 22 - Produção da citocina IL-10 pelo grupo AT após 48h e 72h de cultivo frente ao estímulos 

com p10. 

Nota: Gráfico representando as médias de concentração da citocina IL-10 frente a cada estímulo nos 

tempos de 48h e 72h. 

Legenda: AT = grupo de pacientes antes do tratamento; SE = sem estímulo; p10 = “Pool” de 10 

epítopos peptídicos derivados do proteoma de L. braziliensis. 
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Figura 23 - Produção da citocina IFN pelo grupo AT após 72h de cultivo frente ao estímulo com p10. 

 

 

Nota: Gráfico representando as médias de concentração da citocina IL-2 frente a cada estímulo após 

72h. 

Legenda: AT = grupo de pacientes antes do tratamento; SE = sem estímulo; p10 = “Pool” de 10 

epítopos peptídicos derivados do proteoma de L. braziliensis. 

 

Figura 24 - Produção da citocina IL-2 pelo grupo AT após 72h de cultivo frente ao estímulo com p10. 

 

 

Nota: Gráfico representando as médias de concentração da citocina IFN-ɣ frente a cada estímulo 
após 72h. 
Legenda: AT = grupo de pacientes antes do tratamento; SE = sem estímulo; p10 = “Pool” de 10 
epítopos peptídicos derivados do proteoma de L. braziliensis. 
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Tabela 3 - Resumo dos principais resultados referentes aos linfócitos T CD4
+
 

Subpopulaçã
o de T helper 

Marcador 
Tipo de 
estímulo 

Média célular 
/ Desvio 

padrão de  
AT 

Média célular 
/ Desvio 

padrão de  
CT 

Relação de 
significância  

de  AT em 
relação a CT 

Valores 
significativos 

de p em 
relação ao 
controle 

T helper CD4+ 

Sem estímulo 
75,21% 
± 9,288 

48,76% 
± 8,657 

↑ 0,0001 

“Pool” 10 
75,40% 
± 8,463 

50,30% 
± 7,941 

↑ 0,0006 

T helper 1 Tbet+ 

Sem estímulo 
5,29% 
± 2,618 

1,43% 
± 0,1943 

↑ 0,0023 

“Pool” 10 
5,70% 
± 2,35 

1,34% 
± 0,2478 

↑ 0,0111 

T helper 17 RORgT+ 

Sem estímulo 
17,47% 
± 11,82 

5,39% 
± 2,967 

↑ 0,0223 

“Pool” 10 
13,40% 
± 15,60 

2,56% 
± 1,482 

↑ 0,0023 

T Naive CD45RA+ 

Sem estímulo 
65,80% 
± 14,02 

49,64% 
± 15,47 

X - 

“Pool” 10 
65,57%  
± 14,15 

57,40% 
± 12,84 

X - 

T de memória CD45RA- 

Sem estímulo 
34,20% 

± 14,02 

50,36% 

± 15,47 
X - 

“Pool” 10 
34,43% 
± 14,15 

42,60% 
± 12,84 

X - 

Linfócito T de 
memória 

efetor 

CD45RA-
CD62L- 

Sem estímulo 
18,25% 
± 9,595 

7,194% 
± 2,505 

↑ 0,0122 

“Pool” 10 
17,53% 
± 8,417 

8,457% 
± 0,925 

↑ 0,0150 

Linfócito T de 
memória 
central 

CD45RA-
CD62L+ 

Sem estímulo 
81,76% 

± 9,6 
92,79% 
± 2,51 

↓ 0,0124 

“Pool” 10 
82,47% 
± 8,422 

91,56% 
± 0,9307 

↓ 0,0150 

Nota: ↑ = significativamente maior comparado ao grupo controle com o mesmo estímulo; ↓ = 

significativamente menor comparado ao grupo controle com o mesmo estímulo; X = não significativo. 
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Tabela 4 - Resumo dos principais resultados referentes aos linfócitos T CD8
+
 

População e 

Subpopulaçã

o 

Marcador 

diagnóstico 

da população 

Tipo de 

estímulo 

Média célular 
/ Desvio 

padrão de  
AT 

Média célular 
/ Desvio 

padrão de  
CT 

Relação de 
significância  

de  AT em 
relação a CT 

Valores 

significativos 

de p em 

relação ao 

controle 

T citotóxico CD8
+
 

Sem estímulo 
22,60% 

± 9,803 

37,21% 

±6,811 
↓ 0,0071 

“Pool” 10 
23,94% 

± 10,36 

36,09% 

± 5,981 
↓ 0,0198 

Tc 1 Tbet+ 

Sem estímulo 
11,60% 

± 6,677 

2,36% 

± 1,735 
↑ 0,0012 

“Pool” 10 
15,85% 

± 8,706 

2,70% 

± 1,131 
↑ 0,0019 

Tc 17 RORgT+ 

Sem estímulo 
17,20% 

± 11,29 

5,59% 

± 2,346 
↑ 0,0206 

“Pool” 10 
18,50% 

± 14,82 

3,319% 

± 1,009 
↑ 0,0192 

T Naive CD45RA+ 

Sem estímulo 
11,20% 

± 12,65 

74,70% 

± 3,206 
X - 

“Pool” 10 
10,00% 

± 12,50 

77,60% 

± 3,306 
↓ 0,0379 

T de memória CD45RA- 

Sem estímulo 
88,80% 

± 12,65 

25,30% 

± 3,209 
X - 

“Pool” 10 
90,00% 

± 12,50 

22,40% 

± 3,310 
↑ 0,0379 

Linfócito T de 

memória 

efetor 

CD45RA-

CD62L- 

Sem estímulo 
27,93% 

± 13,38 

41,20% 

± 10,11 
x - 

“Pool” 10 
27,42% 

± 14,42 

47,99% 

± 8,039 
↓ 0,0064 

Linfócito T de 

memória 

central 

CD45RA-

CD62L+ 

Sem estímulo 
72,07% 

±  13,29 

58,80% 

± 10,11 
x - 

“Pool” 10 
72,57% 

± 14,42 

52,01% 

± 8,039 
↑ 0,0064 

Nota: ↑ = significativamente maior comparado ao grupo controle com o mesmo estímulo; ↓ = 

significativamente menor comparado ao grupo controle com o mesmo estímulo; X = não significativo. 
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7 DISCUSSÃO 

As leishmanioses configuram um problema que está longe de ser erradicado, 

visto que seu tratamento atual exibe diversos problemas como toxicidade e 

resistência (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2010). Ainda que existam investimentos em 

novos fármacos, a toxicidade ainda é uma barreira grande a ser superada. Diante 

disso, a vacinação é uma medida de controle importante e necessária, capaz de 

prevenir da doença por parte de indivíduos saudáveis, como também a reinfecção 

de indivíduos curados.  A vacina em si atua como um estímulo imunológico, sendo 

assim o arranjo de células e seus fatores secretados determinam a eficácia da 

resposta imune. Logo, nosso conhecimento em imunologia nos direciona para quais 

populações celulares são primordiais e sinalizam para uma vacina ideal. Portanto, a 

imunofenotipagem é uma ferramenta indispensável na avaliação de moléculas 

quanto a seu potencial vacinal. Dentre as tecnologias atuais que auxiliam nessa 

investigação, a citometria de fluxo nos dá a possibilidade de avaliar diversos 

parâmetros fenotípicos e moleculares (PAPENFUSS, 2017). Desse modo, ao 

empregar a citometria de fluxo em nosso trabalho, fomos capazes de investigar o 

perfil de células T de memórias, tão importantes para prevenção e resposta 

protetora contra a doença.  

Entendendo a importância do antígeno na composição de uma vacina, esse 

componente deve ser capaz de interagir com os receptores das células 

imunológicas, que por sua vez, irá gerar um tipo de resposta. Sendo assim, esse 

antígeno é de extrema importância para o sucesso da vacinação. Dada à 

diversidade de antígenos que podem ser usados, técnicas de triagem mais 

elaboradas são necessárias para chegar a uma molécula mais confiável para uso. 

Ao levar em conta essas questões, nosso grupo de pesquisa atuou na procura 

dessas moléculas potenciais, utilizando ferramentas modernas de bioinformática 

como descrito em Freitas-E-Silva et al., 2016. Ao fim desse trabalho, chegamos em 

dez potenciais epitopos peptídicos derivados do proteoma de L. (V.) brazilienses.  

Nas investigações seguintes, foi observado que existe um grau de proliferação 

linfocitária do sangue de pacientes e indivíduos controle ao estimular com esses 

peptídeos (FREITAS-E-SILVA et al., 2020, 2016). Esses dados nos incentivaram a 

procurar definir que tipo celular está presente nessa resposta ao nosso estímulo. 
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Entretanto, foi observado também que esses peptídeos quando usados 

isoladamente não demonstram uma indução tão forte das populações de interesse. 

Esse fato pode ser explicado por uma característica dos próprios linfócitos T, que 

dependem da quantidade e tempo suficiente de apresentação da molécula para 

então responderem de forma eficaz (ZINKERNAGEL, 2000). Essa particularidade 

dos linfócitos T nos levou a empregar esses dez peptídeos em forma de “Pool”, para 

assim atender as necessidades de indução. Contudo, não foi observada diferença 

em ambos os grupos, paciente e controle, quando estimulados com esse “pool” ao 

se comparar as amostras não estimuladas. Possivelmente duas hipóteses podem 

explicar esse efeito: a concentração dos peptídeos não foi suficiente para gerar uma 

resposta celular e/ou a interação entre alguns peptídeos podem ter 

anulado/antagonizado o efeito de outros.  

Os resultados provenientes desse estudo demonstram que, houve um aumento 

significativo da população T CD4+ em pacientes com lesão ativa, quando 

comparados ao controle. Essas células são desejadas, uma vez que são 

importantes produtoras citocinas que atuam na maturação, ativação e 

direcionamento de diversas células efetoras que combatem a doença (IBORRA et 

al., 2018; ROSSI; FASEL, 2018). Em contrapartida, houve uma redução significativa 

de T CD8+ em pacientes, quando comparado ao controle, nas amostras SE e 

estimuladas com p10. O baixo nível de células T CD8+ no sangue de pacientes pode 

ser explicado pelo fato de que, a maioria dessas células citotóxicas migram para a 

área da lesão (F. Conceição-Silva et. al., 1990;  A.M. Da-Cruz, A.L. Bertho, M.P. 

Oliveira-Neto and S.G. Coutinho, 2005). 

Houve um aumento significativo da expressão de Tbet em células T CD4+ e T 

CD8+ em pacientes quando comparado ao controle em todos os estímulos. O Tbet é 

um fator de transcrição conhecido responsável por polarizar a diferenciação de 

linfócitos T CD4+ para o tipo Th1 (O’GARRA; GABRYŠOVÁ, 2016; SZABO et al., 

2000). Entretanto, vem sendo observado que esse fator de transcrição pode 

desempenhar papel importante em células T CD8+, como demonstrado em estudo 

com camundongos infectados com T. cruzi (COBB et al., 2009). Ainda sim, pouco se 

sabe sobre essa relação do T-bet associado a linfócitos T CD8+, tão pouco o papel 

dessa população específica relacionada à leishmaniose tegumentar em humanos. 
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Em infecções virais e doenças inflamatórias como miosite, T CD8+Tbet+ reprimiu a 

expressão de fatores inibitórios como PD-1, gerando uma resposta satisfatória. Em 

contrapartida, a exaustão desse subtipo foi associada à persistência da inflamação 

em ambos os casos (DZANGUÉ-TCHOUPOU et al., 2019; KAO et al., 2011). Desse 

modo, um perfil Th1, secretor de citocinas proinflamatórias, em conjunto com um 

perfil Tc1 poderiam garantir uma resposta mais eficiente contra LTA.   

Os dados encontrados mostraram que há um aumento significativo na expressão 

de RORɣT em células T CD4+ e T CD8+ em pacientes quando comparado ao 

controle em todos os estímulos. Da mesma forma, o fator de transcrição RORɣT é 

responsável principalmente pela diferenciação de linfócitos T auxiliares para o perfil 

Th17 (IVANOV et al., 2006). Embora, recentemente têm sido mostradas células T 

CD8 expressando esse marcador em algumas doenças inflamatórias (CHELLAPPA 

et al., 2017; HUBER et al., 2009). Esse dado é interessante principalmente quando 

não há informações da relação dessa população T CD8+ expressando RORɣT no 

universo da leishmaniose tegumentar. Essas células parecem manter sua atividade 

próinflamatória como produtora de citocinas, principalmente IL-17, mas sua 

capacidade de gerar e liberar granzimas é suprimida (CHELLAPPA et al., 2017).  

Para a abordagem da LTA pode ser interessante, pois previne um ambiente 

inflamatório exarcerbado, não deixando de atuar no combate ao parasita.  

É observada a redução significativa de células T Naive em CD8+ de pacientes 

quando comparado ao controle. Esse efeito é esperado uma vez que ao decorrer da 

infecção se pressupõe que existe um grau de ativação no curso da resposta 

imunológica, caracterizado pela redução da expressão do marcador CD45RA 

(RODRÍGUEZ-PEREA et al., 2016). Diferentemente, foi observado que a população 

de células T Naives CD4+ se mostra maior em pacientes quando comparado ao 

controle em todos os estímulos, embora não significativo. Normalmente é observado 

em outras doenças parasitárias que o percentual de células T CD4 naives fica na 

faixa de 50% ou superior (SALLUSTO F. et al., 1999; HAILU A, et al, 2005).   Esse 

fato curioso parece sinalizar que as células T CD8+ são mais ativas no processo 

relacionado à memória durante a infecção por L. braziliensis na LTA, sendo 

necessário uma maior investigação dessa dinâmica populacional de memória entre 

T CD4+ e T CD8+. Em geral, as células de memória conseguem persistir por mais 
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tempo, mesmo sem a presença do antígeno, e são capazes de responder 

rapidamente caso ocorra uma reinfecção (MARTIN; BADOVINAC, 2018; SAMJI; 

KHANNA, 2017). Esse aspecto é muito desejado numa estratégia vacinal, portanto é 

essencial que esse tipo celular esteja presente.  

Quando observado a participação das subpopulações de linfócitos T de memória 

nessas populações, observamos que as células TEM são significativamente maior 

na população T CD4+ de pacientes quando comparado ao controle, após o estimulo. 

Na LTA é observado que essa população TEM CD4+ se encontra em alta 

densidade, tanto em PBMC quanto na área da lesão, em pacientes com lesão ativa 

(MENDES-AGUIAR et al., 2016). Em outras doenças parasitárias como a malária, o 

perfil TEM está associado a uma resposta protetiva com indução de INF-ɣ 

(COCKBURN IA, ZAVALA, 2007; JANGPATARAPONGSA K. et al., 2006; 

F.HOSSEIN KESHAVARZ VALIAN, 2012).  

 Enquanto isso, a população TEM CD8+ demonstrou ser mais reduzida em 

nossos resultados. Essa redução das TEM na população CD8+ pode estar 

relacionado a um aumento na ação citotóxica. Esse aumento na função efetora pode 

estar levando ao aumento da apoptose nessa população (BERTHO AL et al, 2000; 

MENDES-AGUIAR et al., 2016). Notavelmente, a população T CD8+ tem uma maior 

polarização de células TCM em pacientes quando comparado ao controle saudável 

após estímulo. A população de células TCM são fundamentais para a manutenção 

da população TEM. Por persistirem longos períodos de tempo, em um segundo 

contato com um antígeno, as TCM tem a capacidade de expandir e se diferenciarem 

rapidamente em TEM, contribuindo assim para uma resposta rápida e efetora em 

caso de reinfecção (ZAPH et al., 2004; SHIN, IWASAKI, 2013).  

Em nosso estudo, as citocinas investigadas não apresentaram resultados 

significativos entre os estímulos. Entretanto, houve uma tendência de aumento na 

produção de citocinas anti-inflamatórias (IL-4 e IL-10) na presença do “pool” de 

peptídeos, enquanto que para citocinas pró-inflamatórias (IL-2 e IFN-ɣ) houve uma 

redução, quando comparado ao SE.  Esse efeito pode indicar que, em pacientes 

com lesão ativa, esses peptídeos poderiam promover uma resposta mais 

balanceada (ROSSI; FASEL, 2018).  
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Neste presente trabalho, embora o estímulo com os peptídeos não demonstrasse 

sucesso, a abordagem imunofenotípica foi capaz de sinalizar alguns dos principais 

fenótipos celulares desejados para o combate a LTA. Além disso, outros perfis ainda 

não vistos no contexto da LTA, como células T CD8+ expressando T-bet e RORɣT, 

foram observados. Esses dados novos podem contribuir para investigações futuras 

de outras moléculas, como também sinalizar a importância desses perfis pouco 

estudados. Vale ressaltar que, por essas moléculas serem inéditas, talvez outras 

concentrações de estímulo pudessem gerar resultados mais satisfatórios, sendo 

essa outra limitação desse trabalho. Além disso, outros grupos de pacientes como 

pós-tratamento, durante o tratamento e cura espontânea, poderiam prover mais 

resultados relacionados aos perfis de memória. Ademais, os resultados encontrados 

em nosso estudo ajudam a elucida alguns dos aspectos envolvidos na LTA, 

principalmente relacionado aos fenótipos ainda não abordados nesse campo. De 

fato, os peptídeos usados necessitam de mais investigações que possam contribuir 

para o desenvolvimento de uma medida profilática para a LTA.  
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8 CONCLUSÃO 

 

 A população de linfócitos T CD4+  foi significativamente maior em pacientes 

com LTA, quando comparado aos indivíduos controles.  

 A população de células T CD8+ teve uma redução significativa em pacientes 

com LTA, quando comparado aos indivíduos controles. Podendo indicar um 

controle maior da população citotóxica, de modo a prevenir a exarcebação da 

resposta inflamatória.  

 Ambas as populações de células T CD4+ e T CD8+ expressaram 

significativamente o marcador T-bet em pacientes com LTA após o estímulo, 

indicando um potencial de gerar citocinas pró-inflamatórias de resposta a 

infecção;  

 O marcador RORgT foi expresso de forma significativa em ambas as 

populações de linfócitos T CD4+ e T CD8+ em pacientes com LTA, após o 

estímulo. Esse marcador em ambas as populações está relacionado à 

produção de citocinas pró-inflamatórias como IL-17 e IL-6;  

 Na população T CD4+ houve uma maior prevalência de células TEM enquanto 

que as células TCM foram encontradas em menor número em pacientes 

quando comparado a indivíduos saudáveis. Isso pode sinalizar que as células 

T CD4+ de memória pode se destacar mais na função efetora durante a 

infecção por LTA; 

 Na população T CD8+ as células TCM foram mais abundantes que as TEM, 

em pacientes com LTA ao se comparar com indivíduos saudáveis. Esse efeito 

pode sinalizar que na LTA as células T CD8+ de memória tem a tendência de 

gerar uma resposta de memória mais duradoura. 

 O pool de peptídeos usado nesse estudo não foi capaz de gerar diferenças na 

indução de populações celulares quando comparada a amostras sem 

estímulo; 

 Não houve produção significativa das citocinas investigadas no sobrenadante 

de PBMCs de pacientes após o estímulo com o Pool, quando comparado ao 

não estimulado.
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APÊNDICE A – Participação em artigo publicado: Immunogenicity of 

Potential CD4+ and CD8+ T Cell Epitopes Derived From the Proteome 

of Leishmania braziliensis 
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APÊNDICE B – Publicação de capitulo de livro de eBook: 

Avaliação da imunogenicidade de células dendríticas estimuladas 

com peptídeos recombinantes de Leishmania Viannia braziliensis 
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ANEXO I – Parecer do comitê de ética em pesquisa com seres humanos  
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ANEXO II – Termo aditivo do comitê de ética em pesquisa com seres 

humanos  
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ANEXO III - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido – Grupo Paciente 

  

 
 
 
 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido – Grupo Paciente  

 

Projeto: “Caracterização da resposta imunológica em pacientes portadores de 

Leishmaniose Tegumentar Americana Ativa e após cura clínica”. 

O objetivo principal desse projeto é a análise de aspectos biológicos que pode ter 

influência na doença causada por Leishmania (Viannia) braziliensis. A Leishmania é 

um parasita do homem que causa doença (lesões) na pele, conhecida como leishmaniose 

tegumentar (ferida brava).  

O(A) senhor(a) está sendo convidado(a) a participar deste estudo porque mora 

em uma região onde a leishmaniose é comum. O(A) senhor(a) será acompanhado(a) por 

visitas em sua casa, com objetivo de identificar se alguém de sua família foi 

contaminado pelo parasita que causa a leishmaniose. Para isto, as pessoas que moram 

em sua casa serão consultadas.  

Como o(a) senhor(a) faz parte do grupo de pacientes, será solicitada uma coleta 

de sangue de 20 ml, o que equivale a duas colheres de sopa. Serão também realizados 

exames para confirmar sua doença e que incluirão a pesquisa direta, punção aspirativa, 

imunofluorescência indireta e biópsia da borda da ferida. Todas as informações e 

detalhes dos exames que serão realizados, serão previamente esclarecidos para o(a) 

senhor(a). Além disso, o(a) senhor(a) também receberá os resultados desses exames, 

que será emitido pelo Serviço de Referência em Leishmanioses do Instituto Aggeu 

Magalhães. Todo procedimento será realizado com material estéril descartável e por 

profissionais de saúde de reconhecida capacidade. A coleta de sangue pode causar um 

leve desconforto, como dor no local da punção, e, raramente, pode levar ao 

aparecimento de uma mancha roxa ao redor da picada, causada pelo extravasamento de 

pequena quantidade de sangue (hematoma). A biópsia é a retirada de um pequeno 

pedaço da lesão, aplicando-se um anestésico; normalmente, não oferece riscos, exceto 

um pequeno sangramento no local ou um ponto de infecção, que pode ser tratado com 

limpeza e medicação locais. A biópsia será realizada pela médica dermatologista 

participante do projeto no hospital ou centro de saúde onde ela trabalha.  

O remédio utilizado para o tratamento será o Glucantime® e o senhor tomará 

injeções no braço ou nas nádegas em doses que serão prescritas pela sua médica. Esse 

remédio (Glucantime®) é o mais utilizado, promove cura da doença e pode ter efeitos 

colaterais como náuseas e indisposição (moleza). Se ocorrer qualquer alteração em seu 

organismo, o senhor deverá procurar o médico do posto de saúde. O senhor não terá 

gastos em decorrência dos testes ou tratamento que realizará. Os benefícios em 

participar deste estudo são que o senhor e os membros de sua família serão estudados 

para avaliar se apresentam algum sinal de infecção ou se são imunes a desenvolver a 

leishmaniose. Esse trabalho trará grande benefício no estudo da leishmaniose, pois 

ajudará a entender melhor sobre a proteção das pessoas a esta doença.  O(A) senhor(a) 

pode solicitar informações sobre o projeto a qualquer momento caso julgue necessário. 

O(A) senhor(a) poderá recusar ou retirar seu consentimento, em qualquer momento da 

investigação, sem qualquer punição ou prejuízo. 
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A Fundação Oswaldo Cruz (IAM/FIOCRUZ) está autorizada a utilizar as 

informações obtidas através dos resultados dos procedimentos em reuniões, congressos, 

patentes e publicações científicas preservando, neste caso, a sua identidade. O 

IAM/FIOCRUZ poderá também estocar o material coletado para posteriores estudos, 

apenas se o senhor(a) concordar. (A) senhor(a) poderá contactar o CEP/IAM para saber 

se a pesquisa foi avaliada e aprovada quanto à ética do estudo. Da mesma forma o CEP 

poderá ser contactado através do endereço Instituto Aggeu Magalhães, FIOCRUZ, 

Avenida Moraes Rego, s/n, Cidade Universitária, caixa postal 7472, CEP: 50670-420, 

Recife-PE, Brasil, telefone (81) 21012639 em caso de alguma denúncia de sua parte 

referente a essa pesquisa.  

Este documento é feito em duas vias, ficando uma em sua posse e a outra com a 

equipe do projeto e que todas e quaisquer dúvidas que o senhor venha a ter sobre o 

significado dos termos empregados nesse texto lhe serão completamente esclarecidos 

por um dos membros do projeto antes que o senhor assine este impresso. 

 

DECLARAÇÃO DO PARTICIPANTE 

 

Eu,.......................................................................................................................... , 

li e concordo em participar como voluntário neste projeto que envolverá o Instituto 

Aggeu Magalhães da Fundação Oswaldo Cruz (IAM/FIOCRUZ).  

 

_________________________________________________    ______________ 

Assinatura do paciente                                                                           data 

_________________________________________________    ______________ 

Endereço do paciente para contato                                                        data 

_________________________________________________    ______________ 

Assinatura do pesquisador responsável                       data 

_________________________________________________    ______________ 

Assinatura do médico responsável – IAM/FIOCRUZ                               data 

  
Endereço profissional do pesquisador responsável (Valéria Pereira Hernandes): 

Departamento de Imunologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, FIOCRUZ, Av. 

Moraes Rêgo, s/n , Recife, fone: (81) 21012631. 
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ANEXO IV - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido – Grupo Paciente 

Menor de 18 anos 

 

 

 

 

Termo de Assentimento Livre e Esclarecido – Grupo Paciente Menor de 18 anos  
Projeto: “Caracterização da resposta imunológica em pacientes portadores de 

Leishmaniose Tegumentar Americana Ativa e após cura clínica”. 

O objetivo principal desse projeto é a análise de aspectos biológicos que pode ter 

influência na doença causada por Leishmania Viannia braziliensis. A Leishmania é um 

parasita do homem que causa doença (lesões) na pele, conhecida como leishmaniose 

tegumentar (ferida brava).  

O(A) senhor(a) está sendo convidado a participar deste estudo porque moram em 

uma região onde a leishmaniose é comum. O(A) senhor(a) será acompanhado por 

visitas em sua casa, com objetivo de identificar se alguém de sua família foi 

contaminado pelo parasita que causa a leishmaniose. Para isto, as pessoas que moram 

em sua casa serão consultadas.  

Como responsável pelo menor, o(a) senhor(a) está sendo convidado a participar 

deste estudo devido ao mesmo se encontrar no grupo de pacientes menores de 18 anos. 

Será solicitada uma coleta de sangue de 20 ml, o que equivale a duas colheres de sopa. 

Serão também realizados exames para confirmar sua doença e que incluirão a pesquisa 

direta, punção aspirativa, imunofluorescência indireta e biópsia da borda da ferida. 

Todas as informações e detalhes dos exames que serão realizados, serão previamente 

esclarecidos para o(a) senhor(a) que é responsável pelo menor. Além disso, o(a) 

senhor(a) também receberá os resultados desses exames, que será emitido pelo Serviço 

de Referência em Leishmanioses do Instituto Aggeu Magalhães. Todo procedimento 

será realizado com material estéril descartável e por profissionais de saúde de 

reconhecida capacidade. A coleta de sangue pode causar um leve desconforto, como dor 

no local da punção, e, raramente, pode levar ao aparecimento de uma mancha roxa ao 

redor da picada, causada pelo extravasamento de pequena quantidade de sangue 

(hematoma). A biópsia é a retirada de um pequeno pedaço da lesão, aplicando-se um 

anestésico; normalmente, não oferece riscos, exceto um pequeno sangramento no local 

ou um ponto de infecção, que pode ser tratado com limpeza e medicação locais. A 

biópsia será realizada pela médica dermatologista participante do projeto no hospital ou 

centro de saúde onde ela trabalha.  

O remédio utilizado para o tratamento será o Glucantime® e o paciente menor 

de idade tomará injeções no braço ou nas nádegas em doses que será prescrita pela sua 

médica. Esse remédio (Glucantime®) é o mais utilizado, promove cura da doença e 

pode ter efeitos colaterais como náuseas e indisposição (moleza). Se ocorrer qualquer 

alteração no organismo do menor, o senhor deverá levar o menor oo médico do posto de 

saúde. O(A) senhor(a) não terá gastos em decorrência dos testes ou tratamento que o 

menor realizará. Os benefícios em participar deste estudo são que o senhor, o menor por 

quem o(a) senhor(a) é responsável e os outros membros de sua família serão estudados 

para avaliar se apresentam algum sinal de infecção ou se são imunes a desenvolver a 

leishmaniose. Esse trabalho trará grande benefício no estudo da leishmaniose, pois 

ajudará a entender melhor sobre a proteção das pessoas a esta doença.  O(A) senhor(a) 

pode solicitar informações sobre o projeto a qualquer momento caso julgue necessário. 
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O(A) senhor(a) poderá recusar ou retirar o consentimento do menor, em qualquer 

momento da investigação, sem qualquer punição ou prejuízo.  

A Fundação Oswaldo Cruz (IAM/FIOCRUZ) está autorizada a utilizar as 

informações obtidas através dos resultados dos procedimentos em reuniões, congressos, 

patentes e publicações científicas preservando, neste caso, a sua identidade. O 

IAM/FIOCRUZ poderá também estocar o material coletado para posteriores estudos, 

apenas se o senhor(a) concordar. O(A) senhor(a) poderá contactar o CEP/IAM para 

saber se a pesquisa foi avaliada e aprovada quanto à ética do estudo. Da mesma forma o 

CEP poderá ser contactado através do endereço Centro de Pesquisas Aggeu Magahães, 

FIOCRUZ, Avenida Moraes Rego, s/n, Cidade Universitária, caixa postal 7472, CEP: 

50670-420, Recife-PE, Brasil, telefone (81) 21012639 em caso de alguma denúncia de 

sua parte referente a essa pesquisa.  

Este documento é feito em duas vias, ficando uma em sua posse e a outra com a 

equipe do projeto e que todas e quaisquer dúvidas que o(a) senhor(a) venha a ter como 

responsável pelo menor sobre o significado dos termos empregados nesse texto lhe 

serão completamente esclarecidos por um dos membros do projeto antes que o senhor 

assine este impresso. 

 

DECLARAÇÃO DO PARTICIPANTE 
Eu,............................................................................................................................

......, responsável pelo 

menor.............................................................................................................  

................................................................................, li e concordo em participar como 

voluntário neste projeto que envolverá o Instituto Aggeu Magalhães da Fundação 

Oswaldo Cruz (IAM/FIOCRUZ). 

_________________________________________________    ______________ 

Assinatura do menor                                                                               data 

_________________________________________________    ______________ 

Assinatura do responsável pelo menor                                                    data 

_________________________________________________    ______________ 

Endereço do responsável pelo menor                                                     data 

_________________________________________________    ______________ 

Assinatura do pesquisador responsável                                  data 

_________________________________________________    ______________ 

Assinatura do médico responsável – IAM/FIOCRUZ                               data 

 

Endereço profissional do pesquisador responsável (Valéria Pereira Hernandes): 

Departamento de Imunologia, Instituto Aggeu Magalhães, FIOCRUZ, Av. Moraes 

Rêgo, s/n , Recife, fone: (81) 21012631. 
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ANEXO V - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido – Grupo Controle 

 

 

 

 

 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido – Grupo Controle  

 

Projeto: “Caracterização da resposta imunológica em pacientes portadores de 

Leishmaniose Tegumentar Americana Ativa e após cura clínica”. 

O objetivo principal desse projeto é a análise de aspectos biológicos que pode ter 

influência na doença causada por Leishmania Viannia braziliensis. A Leishmania é um 

parasita do homem que causa doença (lesões) na pele, conhecida como leishmaniose 

tegumentar (ferida brava).  

O(A) senhor está sendo convidado(a) a participar deste estudo por se encontrar 

no grupo controle, ou seja, grupo de indivíduos que não apresentam a doença, e reside 

em região em que não é endêmica para a doença, e que servirão de comparação com os 

indivíduos doentes. Ao senhor(a) será solicitada uma única coleta de sangue de 20 ml o 

que equivale a duas colheres de sopa. Todo procedimento será realizado com material 

estéril descartável e por profissionais de saúde de reconhecida capacidade. A coleta de 

sangue pode causar um leve desconforto, como dor no local da punção, e, raramente, 

pode levar ao aparecimento de uma mancha roxa ao redor da picada, causada pelo 

extravasamento de pequena quantidade de sangue (hematoma). Esse trabalho trará 

grande benefício no estudo da leishmaniose, pois ajudará a entender melhor sobre a 

proteção das pessoas a esta doença.  O(A) senhor(a) pode solicitar informações sobre o 

projeto a qualquer momento caso julgue necessário. O(A) senhor(a) poderá recusar ou 

retirar o seu consentimento, em qualquer momento da investigação, sem qualquer 

punição ou prejuízo.  

A Fundação Oswaldo Cruz (IAM/FIOCRUZ) está autorizada a utilizar as 

informações obtidas através dos resultados dos procedimentos em reuniões, congressos, 

patentes e publicações científicas preservando, neste caso, a sua identidade. O 

IAM/FIOCRUZ poderá também estocar o material coletado para posteriores estudos, 

apenas se o(a) senhor(a) concordar. O(A) senhor(a) poderá contactar o CEP/IAM para 

saber se a pesquisa foi avaliada e aprovada quanto à ética do estudo. Da mesma forma o 

CEP poderá ser contactado através do endereço Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, 

FIOCRUZ, Avenida Moraes Rego, s/n, Cidade Universitária, caixa postal 7472, CEP: 

50670-420, Recife-PE, Brasil, telefone (81) 21012639 em caso de alguma denúncia de 

sua parte referente a essa pesquisa.  

 

Este documento é feito em duas vias, ficando uma em sua posse e a outra com a 

equipe do projeto e que todas e quaisquer dúvidas que o(a) senhor(a) venha a ter sobre o 

significado dos termos empregados no presente texto lhe serão completamente 

esclarecidos por um dos membros do projeto antes que o senhor assine este impresso. 
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DECLARAÇÃO DO PARTICIPANTE 

 

Eu,.......................................................................................................................... , li e 

concordo em participar como voluntário neste projeto que envolverá o Instituto Aggeu 

Magalhães da Fundação Oswaldo Cruz (IAM/FIOCRUZ). 

 

_________________________________________________    ______________ 

Assinatura do voluntário                                                                        data 

_________________________________________________    ______________ 

Endereço do voluntário                                                                          data 

_________________________________________________    ______________ 

Assinatura do pesquisador responsável             data 

_________________________________________________    ______________ 

Assinatura do médico responsável – IAM/FIOCRUZ                               data 

 

Endereço profissional do pesquisador responsável (Valéria Rêgo Alves Pereira): 

Departamento de Imunologia, Instituto Aggeu Magalhães, FIOCRUZ, Av. Moraes Rêgo, 

s/n , Recife, fone: (81) 21012631. 

 


