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Sinopse: 

A Região Norte possui a maior incidência de leishmaniose do país, 

sendo a espécie Leishmania (Viannia) guyanensis responsável pelo 

maior número de casos. Suas diferentes formas clínicas constituem um 

grave problema de saúde pública. As manifestações clínicas estão 

relacionadas às distintas espécies de Leishmania e à resposta imune do 

hospedeiro. A leishmaniose cutânea causada pela Leishmania (Viannia) 

guyanensis, Leishmania (Viannia) naiffi e Leishmania (Leishmania) 

amazonensis diferenciam-se das outras espécies nos aspectos da 

infecção clínica, diagnóstico e terapêutica. Neste estudo sugere-se a 

participação de diferentes linhagens celulares envolvidas na resposta à 

infecção além da detecção e identificação das imunoglobulinas e 

concentração das citocinas no soro de indivíduos infectados 

principalmente com Leishmania (Viannia) guyanensis, antes e após o 

tratamento com antimonial pentavalente.  

Palavras-chave: Leishmaniose – tratamento – marcadores celulares. 
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RESUMO 

 

 

O processo de instalação da leishmaniose no hospedeiro é determinado por uma 

complexa associação entre fatores relacionados à virulência do parasito e a resposta imune do 

hospedeiro. Fatores como a espécie parasitária, sua virulência e tropismo, além da condição 

genética e imunológica do hospedeiro desencadeiam diferentes formas clínicas na 

Leishmaniose tegumentar Americana (LTA). Em decorrência disso, é de suma importância 

compreender os mecanismos da resposta imune contra o protozoário, os tipos celulares, as 

citocinas e o perfil da resposta envolvida nesse processo, uma vez que, esses fatores podem 

conferir certa resistência ao parasito e/ou impedir o desenvolvimento de nova infecção. Foram 

avaliados 33 pacientes com LTA, causada por Leishmania (Viannia) guyanensis, L. (V.) naiffi 

e L. (Leishmania) amazonensis. A espécie predominante encontrada foi L. (V.) guyanensis 

representando 73% dos casos. A análise comparativa do perfil celular e das citocinas 

avaliadas pelas técnicas da Citometria de fluxo e ELISA nos pacientes infectados foi 

significativamente maior do que nos indivíduos sem infecção (controle). Aparentemente, a 

infecção causada por L. (V.) guyanensis, induz maior concentração de citocinas pró-

inflamatórias (IL-2 e INF-γ) do que infecção causada por L. (L.) amazonensis, o mesmo não 

foi observado na infecção por L. (V.) naiffi. Verificou-se variação na concentração das 

citocinas e no percentual celular nas amostras dos pacientes infectados antes do início do 

tratamento com antimonial pentavalente quando comparado ao grupo controle e ao término do 

tratamento. O percentual de linfócitos T CD4
+
 antes do tratamento foi maior do que linfócitos 

T CD8
+
. Menor porcentagem de células T regulatórias foi observada antes do tratamento. 

Esses resultados indicam que existe influência da resposte imune na modulação da infecção 

por Leishmania e que infecções causadas por L. (V.) guyanensis apresentam resposta mais 

exacerbada do que a infecção causada pelas outras espécies aqui estudadas. 

 

Descritores:  Leishmaniose, Tratamento, Marcadores Celulares. 

 

 

 

 

 

 

 

 



viii 

 

ABSTRACT 

 

 

The installation process of leishmaniasis in the host is determined by a complex 

association between factors related to virulence of the parasite and the host immune response. 

Factors such as parasite species, its virulence and tropism, besides the genetic condition and 

host immune trigger different clinical forms in American cutaneous leishmaniasis (ACL). As 

a result, it is of paramount importance to understand the mechanisms of the immune response 

against the parasite, cell types, cytokines and response profile involved in this process, since 

these factors may confer some resistance to the parasite and/or prevent the development 

reinfection. 33 patients with ACL caused by Leishmania (Viannia) guyanensis, L. (V.) naiffi 

and L. (Leishmania) amazonensis. The predominant species found was L. (V.) guyanensis 

representing 73% of cases. The comparative analysis of the cellular and cytokine profile 

evaluated by the techniques of flow cytometry and ELISA in infected patients was 

significantly higher than in individuals without infection (control). Apparently, the infection 

caused by L. (V.) guyanensis induces a higher concentration of pro-inflammatory cytokines 

(IL-2 and INF-γ) than infection caused by L. (L.) amazonensis, what was not observed in 

infection by L. (V.) naiffi. There was variation in the concentration of cytokines and cell 

percentage in samples from infected patients before initiating treatment with pentavalent 

antimony compared to the control group and after treatment. The percentage of CD4
+
 T cells 

prior to treatment was greater than CD8
+
 T cells. Lower percentage of regulatory T cells was 

observed before treatment. These results indicate that there is influence of immune response 

modulation on Leishmania infection and infections caused by L. (V.) guyanensis have 

exacerbated the response to infection caused by the other species studied here. 

 

Key words:  Leishmaniasis, Tratament, Cell Markers. 
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1.   INTRODUÇÃO 

 

 

A leishmaniose compreende um grupo de doenças crônicas infecto-parasitárias de 

apresentação heterogênea, variando desde lesões de pele com evolução autolimitada até a 

forma visceral fatal (MURRAY et al., 2005). É causada por diferentes protozoários do gênero 

Leishmania, que pertencem à ordem Kinetoplastida e a família Trypanosomatidae, 

acometendo hospedeiros mamíferos, tais como o homem que vem a ser um hospedeiro 

acidental (SIMPSON, 1987; GONTIJO; CARVALHO, 2003; BRASIL, 2007).  

A leishmaniose está entre as dezessete doenças consideradas negligenciadas pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS) e ocupa a categoria de doenças emergentes e sem 

controle (LINDOSO; LINDOSO, 2009; ALVAR et al., 2012), estando presente em 98 países 

ou territórios (OMS 2010; ALVAR et al., 2012). Mais de 350 milhões de pessoas estão em 

áreas de risco e, a cada ano, 500 mil desenvolvem a forma visceral e 1,5 milhões a forma 

tegumentar da doença (DESJEUX, 2004; WHO, 2010; ALVAR et al., 2012).  Fatores como 

mudanças ambientais, migrações descontroladas, turismo ecológico, trabalho em áreas de 

risco, dificuldades de tratamento, hospedeiros imunocomprometidos e migração de pessoas 

não imunes para áreas endêmicas contribuem para o aumento do número de casos 

(DESJEUX, 2001; SHAW, 2007). 

No Brasil, a Leishmaniose tegumentar americana (LTA) destaca-se por sua ampla 

distribuição, ocorrendo em todos os Estados da Federação. O Estado do Amazonas notificou 

2230 novos casos da doença somente no ano de 2011 e a transmissão ocorreu principalmente 

nos municípios de Manaus (752 casos), Presidente Figueiredo (213 casos) e Rio Preto da Eva 

(203 casos) [SINAN/SVS/MS, 2012]. 
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Na Amazônia, a LTA é causada por sete espécies de leishmanias, seis do subgênero 

Viannia, incluindo Leishmania (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) 

naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.) lindenbergi e uma do subgênero Leishmania: L. (L.) amazonensis 

(SILVEIRA, 2002; 2004). A L.(V.) guyanensis é a espécie prevalente no Amazonas, 

contribuindo com mais de 80% dos casos (NAIFF, 1999; FIGUEIRA et al., 2008; GUERRAa 

et al.,2011). 

Em função da diversidade e complexidade biológica do parasito, dos vetores e da 

resposta imune celular do hospedeiro na LTA, diferentes formas clínicas podem se 

desenvolver convencionalmente conhecidas como: forma mucocutânea (LMC) que pode 

causar mutilações, a cutânea anérgica difusa (LCAD) que é de longa duração devido à 

resposta imune mediada por células deficientes, e a forma cutânea (LC), quando em múltiplas 

lesões, pode ser incapacitante (DESJEUX, 2004; SILVEIRA, 2004). A forma leishmaniose 

cutânea disseminada “borderline” (LCDB) foi proposta como sendo intermediária entre LC e 

os polos extremos patogênicos LMC e LCAD (SILVEIRA et al., 2004; 2009).  

O diagnóstico clínico da doença baseia-se nas características das lesões cutâneas, 

muitas das quais são similares nas várias formas da LTA, ou mesmo confundidas com outras 

enfermidades (SILVEIRA et al., 2009).  

A OMS e o Ministério da Saúde do Brasil recomendam os antimoniais pentavalentes 

como drogas de primeira escolha para o tratamento da LTA. Entretanto, a resposta ao 

antimonial em pacientes infectados com L. (V.) guyanensis, tem se demonstrado precária e 

algumas vezes ineficiente (ROMERO, 2001; NEVES et al., 2011). Uma grande dificuldade 

para o sucesso do tratamento em pacientes infectados em diferentes regiões do Amazonas se 

dá por sua ocorrência ser em áreas rurais longínquas, de difícil acesso ao serviço de saúde e a 

necessidade exclusiva de terapêutica parenteral (GUERRAa et al., 2011). As variações da 

eficácia terapêutica dos antimoniais pentavalentes na LTA podem ser devido a diferentes 



3 

 

 

esquemas posológicos utilizados em diversas regiões geográficas, à espécie e cepa do parasito 

infectante, à imunidade do hospedeiro e à forma clínica da doença (AREVALO et al., 2007; 

SILVEIRA, 2009; NEVES; CALDAS;  SAMPAIO, 2009; GUERRAb et al., 2011; 

PIMENTEL et al., 2011). 

De modo geral, as leishmanias são transmitidas a hospedeiros vertebrados durante o 

repasto sanguíneo de fêmeas de flebotomíneos infectadas, cujos principais gêneros são: 

Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo).  As formas promastigotas 

metacíclicas presentes no tudo digestivo do vetor são inoculadas durante a picada juntamente 

com a saliva do inseto (BALANÃ-FOUCE et al. 1998; GONTIJO; CARVALHO; 2003). A 

saliva tem um papel significativo no processo de transmissão do parasito e também no 

desenvolvimento da lesão. Possui substâncias imunogênicas com atividades farmacológicas, 

tais como vasodilatadoras, anti-agregadoras de plaquetas, anti-hemostáticas, e 

imunossupressoras, que são capazes de exacerbar a infecção (KAMHAWI, 2000; SOARES; 

TURCO, 2003; MARZOUCKI et al., 2012). 

Logo após o repasto sanguíneo do vetor no hospedeiro, as promastigotas metacíclicas 

encontram um ambiente constituído por componentes do sangue (células e plasma) 

extravasados para o tecido. Peters et al. (2008) demostraram um papel fundamental 

desempenhado pelos neutrófilos, no  processo natural de transmissão dos parasitos via picada, 

estes nos quais são rapidamente atraídos para o sítio de inoculação fagocitando os parasitos. 

Posteriormente, neutrófilos infectados são também fagocitados por macrófagos, que 

acabam sendo ectados e colonizados de uma maneira silenciosa sem que sejam ativados. Esta 

forma de invasão já foi denominada “Cavalo de Tróia” (VAN ZANDBERGEN; SOLBACH, 

2003; VAN ZANDBERGEN et al., 2004; LASKAY; PETERS; SACKS, 2009; CHARMOY 

et al., 2010). 
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Já foi demonstrado também que Leishmania é capaz de direcionar a diferenciação de 

células T para um perfil de resposta imune, podendo levar à cura ou persistência do parasito 

(BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1998; REIS et al., 2006).  A função dos linfócitos T com 

fenótipo CD4
+
 (TH1 e TH2) é importante na instalação da doença. Os linfócitos TH1

 
produzem 

interferon gama (IFN-γ), IL-2, fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos 

(GM-CSF) e TNF, que levam a ativação de macrófagos e a destruição dos parasitos. Por outro 

lado citocina regulatória como IL-10 e de perfil TH2 como  IL-4, IL-5, parecem inibir a 

ativação dos macrófagos e levam a ativação de linfócitos B (COUTINHO et al., 1996; LIESE; 

SCHLEICHER; BOGDAN, 2008).  

Para alguns autores a infecção por L. (V.) guyanensis parece induzir uma resposta 

imune menos exacerbada quando comparada com a L. (V.) braziliensis, espécie no Brasil que 

apresenta o modelo de resposta imune mais bem estudado. Esta descoberta poderia explicar 

alguns aspectos de apresentação clínica da L. (V.) guyanensis, tais como, alta carga parasitária 

no tecido e resistência à terapia (GRIMALDI, 2008; MATTA et al., 2009). 

Para entender melhor as diferentes patogenias causadas por parasitos, vários estudos 

envolvendo a interação parasita-célula hospedeira têm sido desenvolvidos.  

Brito et al. (2001) através de ensaios de ELISA, IFI e Western blot, utilizando-se 

frações antigênicas solúveis de L. (V.) braziliensis, observaram uma diminuição na 

reatividade aos anticorpos quando se comparou soros de pacientes com LTA ativa e após 

tratamento específico. Inclusive, resultado similar foi observado em indivíduos com cura 

espontânea, sugerindo que esses antígenos podem ser usados como marcadores de cura. 

Frente a esses resultados e para melhor compreender os aspectos imunológicos da LTA em 

nossa região, Reis (2007) avaliou a resposta linfoproliferativa e o envolvimento das citocinas 

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

estimulação de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) com a fração antigênica 
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solúvel de L. (V.) braziliensis. Neste estudo avaliou-se a resposta linfoproliferativa e 

identificou-se a produção das citocinas IFN-γ e IL-10 em PBMC de 15 pacientes com LTA 

antes e 12 meses após o término do tratamento quimioterápico com Glucantime e de 10 

indivíduos saudáveis (controles). Os pacientes apresentaram elevada resposta proliferativa 

antes e após tratamento, embora sem diferença estatística ao comparar esses dois momentos. 

A análise na produção das citocinas IFN-γ e IL-10 identificou diferença significativa ao 

comparar o grupo de pacientes em relação ao controle. Após tratamento quimioterápico, 

embora sem diferença estatística, a dosagem dos sobrenadantes dos pacientes revelou 

diminuição nos níveis de IFN-γ e aumento de IL-10. Estes resultados indicam que os 

pacientes produziram uma resposta celular específica à fração antigênica solúvel de L. (V.) 

braziliensis, sugerindo que mecanismos de regulação imunológica com a participação de 

células T de memória e células T regulatórias, além da dicotomia TH1 x TH2 estão presentes 

na evolução clínica de indivíduos infectados com L. (V.) braziliensis. 

Existe, portanto, urgência na melhor compreensão dos mecanismos da infecção e do 

funcionamento do sistema imunológico do hospedeiro, especialmente nas regiões onde 

ocorrem diferentes espécies do parasito circulantes e vasta apresentação clínica da doença.  

Essa tese esta dividida em dois capítulos que abordam aspectos da resposta imune da 

LTA causada por diferentes espécies circulantes no Amazonas. 

 

1.1- As Leishmanioses: aspectos gerais 

 

As leishmanioses são doenças parasitárias que constituem grave problema de saúde 

pública. Distribuídas nos cinco continentes, ocorrem em 98 países onde anualmente são 

registrados 220.000 casos de Leishmaniose cutânea (LC) e 58.000 de Leishmaniose visceral 

(LV), mas somente em dois terços dos países a notificação é compulsória, sendo o número de 
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casos subestimados. Por estimativa, calcula-se que o número real de casos seja de 

aproximadamente 700.000 a 1200.000 para LC e de 200.000 a 400.000 para LV (WHO, 2010; 

ALVAR et al., 2012). Cerca de 90% dos casos de LTA ocorrem no: Afeganistão, Argélia, 

Brasil, Irã, Peru, Arábia Saudita e Síria. No continente americano, as formas clínicas da 

doença são conhecidas como leishmaniose tegumentar americana (LTA) e leishmaniose 

visceral americana (LVA) [WHO, 2010; ALVAR et al., 2012]. 

As manifestações clínicas da LTA podem variar desde infecções assintomáticas a 

apresentações de lesões cutâneas simples, úlceras mucocutâneas mutilantes até as formas 

difusa e disseminada (SILVEIRA 2004; 2009). As formas de LVA podem ser assintomática, 

oligossintomática ou clássica, com importante hepatoesplenomegalia, frequentemente levando 

o indivíduo à morte quando não tratado (BADARÓ et al., 1986). Esse amplo espectro de 

manifestações clínicas é consequência da complexa interação do parasito/hospedeiro 

(GRIMALDI; TESH, 1993).  

Os parasitos são transmitidos aos hospedeiros mamíferos, inclusive o homem, pela 

picada de insetos, que se alimentaram previamente em um reservatório infectado (RYAN et 

al., 1987). Os insetos são fêmeas hematófagas de diversas espécies conhecidas genericamente 

como flebotomíneos, da Ordem Diptera, Família Psychodidae, Subfamília Phlebotominae, 

subgêneros Nyssomyia, Psychodopygus e diferentes gêneros (Psychodopygus, Lutzomyia). 

Nas Américas, existem aproximadamente 30 espécies de Lutzomyia com comprovada 

capacidade de transmitir Leishmania (RANGEL; LAINSON; 2009). 

Nas últimas décadas, houve um aumento no número de casos de todas as formas 

clínicas da doença associado à expansão geográfica e a coinfecção Leishmania/HIV. Essa 

associação é considerada emergente em várias regiões do mundo em função da superposição 

geográfica das duas infecções, como consequência da urbanização das leishmanioses e da 
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interiorização da infecção pelo HIV (ALVAR; DESJEUX, 2003; RABELLO; ORSINI; 

DISCH, 2003; GUERRAa et al., 2011). 

No Novo Mundo, existem evidências de que a LTA já ocorria no continente antes 

mesmo da chegada dos colonizadores. A leishmaniose tegumentar foi documentada na 

América desde 400-900 D.C., em cerâmicas pré-colombianas feitas pelos índios do Peru, 

apresentando mutilações de lábios e narizes e os conquistadores espanhóis também relataram 

a ocorrência da doença na população que habitava o continente (LAINSON; RYAN; SHAW, 

1987).  

A indicação mais antiga e segura da existência da LTA no Brasil consta em citação 

na tese de Tello, "Antiguedad de la syphilis en el Peru", de 1908, relativa a obra escrita  

Pastoral Religioso-Político Geographico, editada em 1827, que descreve a viagem de um 

missionário pela região amazônica, na qual foi observada  a existência de indivíduos com 

úlceras nos braços e pernas, relacionadas a picadas de insetos, tendo como consequência 

lesões destrutivas de boca e nariz (FURTADO; VALE, 2005). 

Em 1925, Eduardo Rabello publicou o trabalho “Contribuições ao estudo da 

leishmaniose tegumentar no Brasil” onde concluiu que a LTA existia no país desde muitos 

anos e distingue três períodos na história da doença: “o período das origens imprecisas” 

baseado em referências mais ou menos vagas, culminando com a data da verificação clínica 

do botão da Bahia e sua filiação ao botão endêmico dos países quentes: “o segundo período” 

que vai desde os estudos baianos feitos entre 1895 e 1909 quando foi descoberto o agente 

etiológico responsável pelas úlceras de Baurú, podendo ser chamado período pré-

microbiológico; e “o terceiro período” chamado microbiológico, iniciado em 1910 com 

verificação do parasito em lesões de mucosas, com a descoberta da quimioterapia por Gaspar 

Vianna e o reconhecimento dos aspectos epidemiológicos desta moléstia (COSTA, 1992). 
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De acordo com Rangel e Lainson (2009), se considerarmos o impressionante número 

de espécies de Leishmania que foram registradas até o presente momento na região 

neotropical, e, particularmente, na região Amazônica, esta área poderia muito bem ser tida 

como o local de origem deste gênero. Esta hipótese é corroborada pela observação de que 

muitos destes parasitos (espécies do subgênero Viannia) mantiveram o seu desenvolvimento 

no intestino posterior no hospedeiro flebotomíneo, o que seria remanescente do ciclo de vida 

de flagelados monóxenos de insetos dos quais as espécies de Leishmania teriam evoluído. 

Atualmente há registros de casos da LTA em todos os estados da Federação  

(BRASIL, 2010). Surtos epidêmicos são identificados nas regiões Sudeste, Centro- Oeste, 

Nordeste e, mais recentemente, na região Amazônica, relacionados ao processo de exploração 

e colonização dessa região, acometendo frequentemente os trabalhadores que invadem as 

florestas tropicais ou moram próximo a elas (BRASIL, 2002; 2007; 2011). O ciclo, 

inicialmente silvestre e rural, já se encontra presente em grandes cidades, como resultado da 

adaptação de vetores e reservatórios ao ambiente urbano, processo este conhecido como a 

urbanização das leishmanioses no Novo Mundo (SILVA et al., 2005). No Brasil, no período 

de 1988 a 2009, a LTA apresentou uma média anual de 27.093 casos notificados. No 

Amazonas, a região metropolitana de Manaus concentra o maior número de casos da doença, 

com ocorrência em média de 600 casos/ano (BRASIL, 2007; 2011). 

 

1.2-  As leishmanias 

 

Os parasitos do gênero Leishmania são flagelados da família Trypanosomatidae, 

ordem Kinetoplastida, filo Protozoa. Possuem ciclo de vida heteroxênico, alternando estágios 

de vida entre hospedeiros mamíferos e invertebrados (BATES, 2007; SIMPSON, 1987). 
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A multiplicação ocorre por divisão binária e clonal. Apresentam grande diversidade 

biológica dentro do mesmo gênero devido a mutações e/ ou trocas genéticas entre os 

organismos, através de fusão celular (SOUZA et al., 1997). Reprodução sexual no interior do 

vetor e transmissão de parasitos híbridos ao hospedeiro mamífero já foram descritos 

(AKOPYANTS et al., 2009). Entretanto, evidências desse tipo de reprodução e transmissão, 

não se sabem ao certo com qual frequência podem ocorrer (TIBAYRENC; KJELLBERG; 

AYALA, 1990; CUPOLLILO; GRIMALDI; MOMEN, 1994; CUPOLLILO  et al., 1998; 

BAÑULS et al., 1999). 

Apresentam duas formas principais em seu ciclo biológico: as promastigotas (10-

20µm) que são formas extracelulares, alongadas e móveis, com cinetoplasto anterior ao 

núcleo e flagelo livre a partir da porção anterior da célula encontradas no tubo digestivo dos 

insetos vetores e as formas amastigotas (3-7µm), que são obrigatoriamente intracelulares, com 

flagelo curto interiorizado, imóveis e que são encontradas no interior das células do Sistema 

Fagocitário Mononuclear (SFM) do hospedeiro vertebrado, incluindo uma variedade de 

mamíferos (roedores, canídeos, edentados, marsupiais, procionídeos, ungulados e primatas) 

[Figura 01]. 

  

 

Figura 01.  (A): formas promastigotas e (B): formas amastigotas da Leishmania no interior 

dos macrófagos (Fonte: CARVALHO; CARVALHO, 2003).  
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1.3-   Interação Leishmania-Vetor e Ciclo biológico 

 

Flebotomíneos são considerados telmatofágicos ou “pool-feeding” (RIBEIRO, 

1987), e para obter sangue produzem a dilaceração do tecido e de microcapilares. O processo 

de interação vetor-parasito se inicia quando uma fêmea de flebotomíneo se alimenta de 

sangue em um hospedeiro vertebrado infectado, ingerindo macrófagos contendo a forma 

amastigota da Leishmania. 

Para sobreviver e estabelecer uma infecção de sucesso nos flebotomíneos, o parasito 

precisa vencer diversas barreiras (SACKS, KAMHAWI, 2001), tais como: sobreviver dentro 

do ambiente inóspito do tubo digestivo na presença de enzimas digestivas, escapar do espaço 

endoperitrófico, se ligar e desligar do epitélio do tubo digestivo, e por fim migração para a 

porção anterior do tubo digestivo.  

A ingestão de sangue induz a síntese e secreção de enzimas digestivas no lúmen do 

intestino médio do inseto (tais como tripsina, quimiotripsina, aminopeptidases, 

carboxipeptidases e glicosidades) além, da formação da matriz peritrófica (MP). Os 

macrófagos se rompem liberando as amastigotas que evoluem para a fase promastigota; os 

parasitos (nectomonas) devem escapar do espaço endoperitrófico e se ligarem ao endotélio do 

intestino médio (SCHLEIN; JACOBSON; MESSER, 1992; DILLON; LANE, 1993; 

BOULANGER et al., 2004; RAMALHO-ORTIGÃO; SARAIVA; TRAUB-CSEKÖ, 2010). 

Em seguida, passam por um processo denominado metaciclogênese, no qual ocorre 

uma transformação bioquímica no tamanho das porções glicídicas das moléculas de 

lipofosfoglicano (LPG) ancoradas nas membranas das promastigotas, se desenvolvendo então 

em promastigotas metacíclicos (forma infectiva ao hospedeiro vertebrado) e migram em 

direção a região da válvula estomodeal ou cárdia. Na cárdia, tem sido mostrado que o parasito 

secreta quitinase, que danifica a válvula estomodeal, impedindo que a mesma exerça sua 
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função normal, forçando assim, o flebotomíneo a regurgitar o conteúdo existente no estômago 

enquanto realiza seu repasto sanguíneo (KILLICK-KENDRICK; RIOUX, 1991; 

ROHOUSOVÁ; VOLP, 2006; POINAR 2007). 

É amplamente aceito que a principal forma de transmissão da Leishmania é através 

da regurgitação do vetor na pele do hospedeiro vertebrado (RAMALHO-ORTIGÃO; 

SARAIVA; TRAUB-CSEKÖ, 2010) [Figura. 02]. Nessa ocasião, acredita-se que a maioria 

dos parasitos são eliminados pela ação lítica do sistema complemento e pela ação dos 

neutrófilos e eosinófilos presentes no sangue que fluem para o local da pele lacerada pela 

probóscida do inseto vetor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 02.  Esquema do ciclo de vida de Leishmania sp. no flebotomíneo (Fonte: Adaptação 

de RAMALHO-ORTIGÃO et al., 2010). 
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Diferentes estudos têm apresentado uma nova teoria para o papel dos neutrófilos na 

interação com parasitos do gênero Leishmania, chamada de “Cavalo de Tróia” (LASKAY et 

al., 2003; VAN ZANDBERGEN et al., 2004). Usando microscopia intravital, Peters et al. 

(2008) mostraram que promastigotas de Leishmania (L.) major invadem  eficientemente  

neutrófilos que são recrutados para o local da picada do vetor ou da inoculação experimental, 

e que os parasitos permanecem viáveis dentro destas células. 

 A depleção de neutrófilos reduziu a habilidade do parasito em estabelecer uma 

infecção produtiva. Desta maneira, os neutrófilos seriam células hospedeiras temporárias de 

Leishmania, pois permitiriam uma entrada silenciosa dos parasitos nos macrófagos, que 

facilmente ingerem os neutrófilos apoptóticos infectados, sem ativar mecanismos nestas 

células (ROGERS et al., 2009). 

No hospedeiro vertebrado, as formas amastigotas vivem e se multiplicam também 

por divisão binária no interior dos vacúolos parasitóforos das células do sistema fagocitário 

mononuclear (LAINSON; RYAN; SHAW 1987) [Figura. 03]. Independentemente da entrada 

direta do parasito no macrófago, sua célula hospedeira definitiva, ou através do neutrófilo; 

uma vez dentro do mesmo, vários desafios devem ser vencidos para que a infecção se 

estabeleça com sucesso (ROGERS et al., 2009).   

 

1.4-  Patogênese e Manifestações clínicas  

 

A patogenia da LTA é fortemente influenciada por fatores inerentes ao hospedeiro 

(como características genéticas e resposta imunológica), ao parasito (como virulência da 

espécie de Leishmania infectante) e ao vetor (como sua capacidade vetorial).  Como resultado 

dessa interação entre as diferentes espécies do parasito, do vetor e dos mecanismos da 

resposta imune do hospedeiro vertebrado, um espectro de manifestações clínicas, 
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histopatológicas e imunopatológicas é observado no homem (COUTINHO et al., 1996; 

PRATES et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 03. Ciclo biológico de Leishmania sp. - Promastigotas procíclicas diferenciam-se nos 

flebotomíneos infectados. A forma infectiva ao hospedeiro vertebrado-promastigostas 

metacíclicas são regurgitadas juntamente com a saliva do vetor. Promastigotas metacíclicas 

são fagocitadas por macrófagos e por células encontradas no ambiente da inoculação. Após 

estabelecer uma resistência intracelular, formas promastigostas metacíclicas se transformam 

em amastigotas e se multiplicam por divisão binária. Ocorre lise nos macrófagos e liberação 

das amastigotas. Ao realizar o repasto sanguíneo o hospedeiro invertebrado ingere as formas 

amastigotas. As formas amastigotas se transformam em promastigotas no tubo digestivo do 

flebotomíneo. As promastigotas se multiplicam por divisão binária e migram para a 

probóscida do vetor (Fonte: KAYE; SCOTT, 2011). 
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Após um período de incubação que varia de uma semana a três meses, a infecção 

cutânea pode permanecer subclínica ou no local da picada do inseto surge uma pápula ou 

nódulo eritematoso que evolui para úlcera e pode ser precedido ou acompanhado de aumento 

de um gânglio regional. A leishmaniose cutânea localizada (LCL) é a forma mais comum da 

doença com uma a 20 lesões, geralmente ulceradas ou úlcero-crostosas, em áreas descobertas 

do corpo. A úlcera típica é arredondada, não dolorosa e pode evoluir para cura espontânea ou 

progredir para uma das diferentes formas da doença, na dependência da resposta imune e da 

espécie de Leishmania (BRASIL, 2007). 

A forma cutânea disseminada (LD) se caracteriza pela presença de mais de 10 lesões, 

geralmente acneiformes ou papulares, em duas ou mais áreas não contíguas do corpo. Em 

29% dos casos pode ocorrer lesão de mucosa. A L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis são 

as duas espécies conhecidas como causadoras desta forma de LTA. Tem sido relatado o 

aumento no número de casos desta forma clínica, especialmente na região nordeste do Brasil 

(TURETZ et al., 2002). Recentemente foi proposta a forma Leishmaniose cutânea 

disseminada “borderline” (LCDB), sendo intermediária entre LCL e os pólos extremos 

patogênicos LCM e LCAD.  O termo “borderline” foi usado para caracterizar a supressão 

parcial da resposta imune celular observada, havendo uma resposta CD4
+ 

mista (TH1 e TH2). 

Embora respondam ao tratamento, os pacientes normalmente requerem uma ou mais séries de 

antimonial para alcançarem a cura clínica (SILVEIRA et al., 2004; 2008; 2009; COSTA et al., 

2009). 

A Leishmaniose cutâneo difusa (LCD) é uma forma anérgica, rara e caracterizada 

por lesões nodulares, ricas em parasitos, de difícil tratamento e prognóstico reservado. Foi 

descrita pela primeira vez na Amazônia brasileira, mais precisamente no estado do Pará, por 

Silva (1958), que relatou os primeiros achados clínicos sobre uma forma rara da leishmaniose 

tegumentar, ressaltando a natureza das lesões queloidianas na pele e lesões no tecido ósseo 
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das extremidades (mãos e pés) [SILVEIRA et al., 2009]. Tem sido relatada na América do 

Sul, América Central e Etiópia. As lesões são ricas em parasitos e as espécies envolvidas são 

L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis e L. (L.) aethiopica (GOTO; LINDOSO, 2010). Nas 

Américas, a L. (L.) amazonensis e a L. (L.) mexicana constituem os principais agentes da 

doença (LAINSON; SHAW, 1998).  No Brasil, a L. (L.) amazonensis é considerada, até o 

momento, a única espécie com competência imunopatogênica para determinar a LCD 

(SILVEIRA et al., 2008, 2009).  

A forma mucosa ou mucocutânea (LM ou LMC) tem incidência variando de 0,4 a 

2,7% nas diversas regiões do Brasil (GONTIJO et al., 2002;  DE CASTRO et al., 2005). 

Ocorre normalmente de um a cinco anos após a cura clínica da lesão cutânea, podendo ser 

concomitante ou aparecer até décadas depois. Acomete as mucosas oral, nasal, faríngea e 

laríngea, levando à destruição tecidual e lesões desfigurantes. Segundo Bedoya-Pacheco et al. 

(2011) a proporção de pacientes com forma mucosa aumenta com a diminuição da 

prevalência da LTA, reforçando o conceito de que a LM é secundária à forma cutânea mesmo 

quando a lesão cutânea não é detectada ou é auto limitada. Na Amazônia, L. (V.) braziliensis, 

L. (V.) guyanensis, L. (L.) amazonensis são as espécies envolvidas nessa forma clínica 

(BARRAL et al., 1991; NAIFF et al., 1988; GUERRAb et al., 2011). LMC causada por L.(V.) 

guyanensis parece ter relação direta com a interrupção do tratamento, provavelmente devido à 

variabilidade genética entre as cepas que resultam em diferentes susceptibilidades ao 

tratamento (GUERRAb et al., 2011). 

Em pacientes com Síndrome de Imunodeficiência Adquirida, a LTA pode se 

manifestar durante a síndrome de reconstituição imune. Nestes casos, observa-se agravamento 

de lesões existentes ou reativação da infecção associada com a recuperação do número das 

células T CD4
+ 

e redução da carga viral após o início do tratamento antirretroviral altamente 

efetivo (HIRSCH et al., 2004). Os pacientes apresentam lesões polimórficas, variando de 
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pápulas, nódulos, placas e ulcerações até diferentes formas de lesões mucosas. Também foram 

descritas lesões genitais e a forma cutâneo difusa (POSADA-VERGARA et al., 2005; SINHA 

et al., 2008; LINDOSO et al., 2009; GOTO; LINDOSO, 2010). 

 

1.5-  As espécies de leishmanias na Amazônia brasileira 

 

As espécies de Leishmania envolvidas na transmissão da LTA apresentam 

características próprias com relação aos padrões epidemiológicos, à distribuição geográfica, 

aos vetores e reservatórios e às manifestações clínicas no hospedeiro vertebrado (GUERRA et 

al., 1998; 2001; 2006). 

Na Amazônia, a LTA está agrupada em diferentes formas clínicas: leishmaniose 

cutânea, cutânea difusa, disseminada e mucocutânea. No Estado do Amazonas a leishmaniose 

cutânea é a de maior predomínio, principalmente na região de Manaus (BARRET; SENRA 

1989; NAIFF et al., 1999; GUERRA et al., 2006) sendo um maior número de casos registrado 

no período das chuvas (Outubro a Maio) quando há aumento da densidade de vetores 

(GUERRA et al., 1998; 2001; 2006). Pode ser ocasionada por sete espécies de leishmanias, 

seis do subgênero Viannia: Leishmania (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, 

L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.) lindenbergi e uma do subgênero Leishmania: Leishmania 

(Leishmania) amazonensis (SILVEIRA et al., 2002).  

No estado do Amazonas, a transmissão pode ocorrer por cinco espécies distintas 

sendo: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) naiffi, L. (L.) amazonensis e 

recentemente isolada a L. (V.) lainsoni (TALHARI et al., 2011).  

A L. (V.) guyanensis é a espécie prevalente na etiologia da LTA no Amazonas, 

causando predominantemente lesões ulceradas cutâneas. Ocorre apenas na região norte da 

Amazônia, tendo sido recentemente descrita no Estado do Acre, áreas de colonização recente 
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e relacionada ao habitat de animais silvestres, como a preguiça de dois dedos, o tamanduá, os 

marsupiais e os roedores em florestas primárias e secundárias. Os flebotomíneos envolvidos 

na transmissão são Lutzomyia umbratilis, L. anduzei e L. whitmani (GUERRA, 2006; 

RANGEL; LAINSON, 2009).  

A Leishmania (V.) braziliensis causa lesões cutâneas, mucosas, metastáticas e lesões 

disseminadas (SILVEIRA et al., 2004).  Distribui-se amplamente no Brasil, tanto em áreas de 

colonização recente na Amazônia quanto em antigas do Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e 

Sul. Sua transmissão está associada a Lutzomyia wellcomei em florestas da Amazônia, onde 

os reservatórios silvestres são ainda desconhecidos (MARZOCHI; MARZOCHI, 1994). 

A L. (V.) naiffi foi descrita por Lainson & Shaw em 1989, apresenta baixo grau de 

patogenicidade ao homem, estando associada somente a lesão cutânea (NAIFF et al., 1991; 

SILVEIRA et al., 2008; CAMPOS et al., 2008). Na Amazônia brasileira há relatos de casos 

nos Estados do Amazonas, Pará e Rondônia (LAINSON, 2010). 

A L. (V.) lainsoni esta associada a vetores e reservatórios silvestres.  Causa lesões 

ulceradas e tem como vetor L. ubiquitalis, que é pouco antropofílica e sua transmissão é 

infrequente em humanos. Foi isolada nos estados do Pará, Amapá e Rondônia (LAINSON et 

al., 1990; SILVEIRA et al. 1987, 1991) e em 2011 no Amazonas (Talhari et al., 2011). 

A L. (L.) amazonensis causa úlceras cutâneas localizadas e, ocasionalmente, lesões 

anérgicas difusas e disseminadas (SILVEIRA et al., 2004; 2008; 2009). A transmissão está 

associada, geralmente, à presença de roedores silvestres e marsupiais. Os vetores 

incriminados são L. flaviscutellata e L. olmeca nociva, comumente encontrados em igapós, 

floresta primária e secundária na Bacia Amazônica. A L. flaviscutellata é considerada pouco 

antropofílica. Entretanto, a infecção ocorre em diferentes ambientes das regiões Norte, 

Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste do Brasil, provavelmente associada a ciclos enzoóticos de 

matas residuais (SILVEIRA 2009).  
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Os parasitos da espécie L. (V.) lindenbergi foram registrados em Belém-PA, em áreas 

de florestas degradadas.  Apenas lesões cutâneas localizadas foram relatadas. Os reservatórios 

são provavelmente mamíferos terrestres e o provável vetor a L. antunesi. (SILVEIRA et al., 

2002). 

 

1.6-  Resposta Imune na Leishmaniose Tegumentar Americana 

 

O hospedeiro vertebrado desencadeia mecanismos de defesa ao parasito nos 

primeiros instantes da infecção, através do desenvolvimento de resposta inflamatória 

inespecífica com participação de componentes séricos e celulares (PRATES et al., 2011). 

Em relação aos elementos séricos, o sistema complemento desempenha uma 

importante função na LTA já nos primeiros instantes após a introdução das promastigotas. A 

sua atuação leva a deposição de fragmentos de ativação sobre o parasito, os quais são 

essenciais para o estabelecimento da doença (COUTINHO et al., 1996; PRATES et al., 2011). 

Papéis antagônicos são atribuídos ao sistema complemento: capacidade lítica de parasitos 

extracelulares e o favorecimento da sobrevivência intracelular do protozoário pelo auxilio da 

fagocitose de Leishmania sp. pelos macrófagos, via receptores encontrados na superfície 

dessas células. Os efeitos líticos do soro normal podem ser desencadeados pela ativação da 

via clássica ou alternativa do sistema complemento pelo parasito (MOSSER et al., 1986). 

Porém, a susceptibilidade de Leishmania aos seus fatores, depende fundamentalmente, do 

estágio de desenvolvimento do parasito (HOWARD; GULL; MILES, 1987). 

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

sistema Complemento, tendo a participação de glicoproteínas (gp63) e açúcares da membrana 

do parasito (LPG). Estes atuam por fosforilação inativando componentes do sistema 

Complemento como o C3, C5 e C9, com a subsequente inibição das vias clássica e alternativa 
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do mesmo; e impedem o acesso do complexo de ataque à membrana (C5b-C9). A gp63 

protege o parasito através da acelerada conversão proteolítica na superfície do parasito do C3b 

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

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

ROLLINGHOFF, 1998). 

Após o escape do meio extracelular, os parasitos irão penetrar nas células fagocíticas 

através da interação com os receptores dos macrófagos e com as moléculas da superfície do 

parasito. Essa ligação pode ser direta, via parasito-macrófago, ou indireto, através de 

moléculas do soro associadas com moléculas do parasito e assim com os macrófagos 

(SACKS; SHER, 2002).  

No momento que as formas promastigostas são depositadas na epiderme do 

hospedeiro pela saliva do flebotomíneo, os parasitos são captados por neutrófilos que são 

rapidamente recrutados. Outras células como os macrófagos e células dendríticas (DC) são 

também recrutadas pelo sistema imunológico, porém em menor extensão (AFONSO et al., 

2008; LASKAY et al., 2008; PETERS; SACKS, 2009).   

O parasito modifica sua forma para amastigota somente dentro dos macrófagos, pois 

os neutrófilos, uma vez infectados pelas promastigotas, sofrem um processo de apoptose. A 

Leishmania vive preferencialmente nos fagócitos mononucleares (macrófagos), mas alguns 

poucos parasitos foram descritos nas células dendríticas e neutrófilos (MURRAY et al., 2005; 

KAYE; SCOTT 2011). 

Neutrófilos infectados que sofrerão apoptose serão ingeridos por macrófagos, que 

recebem um sinal inibitório e, assim, permitem a transformação das promastigotas em 

amastigotas. Citocinas e quimiocinas secretadas por neutrófilos podem modular o 

desenvolvimento da resposta imune à infecção (RIBEIRO-GOMES; SACKS, 2012). A 

interleucina 12 (IL-12) é primariamente liberada, sendo o sinal chave para recrutamento das 



20 

 

 

células Natural Killers (NK), células CD4
+
T helper (TH1) e linfócitos T CD8

+
 para produção 

de interferon γ (IFN- γ) e fator de necrose tumoral (TNF). Esse processo ativa os macrófagos 

que irão expressar indoleamina-2, 3-dioxigenase (IDO), óxido nítrico sintase indutível (iNOS) 

reação da NADPH oxidase dos fagócitos (Phox). IDO esgota o parasito de triptofano (Trp), 

enquanto que iNOS e Phox geram substâncias leishmanicidas; por exemplo, óxido nítrico 

(NO) e os intermediários de oxigênio. Alguns poucos parasitos podem escapar da morte 

podendo persistir ao longo da vida no organismo hospedeiro, mesmo após cicatrização da 

lesão (BODGAN, 2012) [Figura. 04]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 04. Apresentação do parasito frente à resposta imune do hospedeiro (Fonte: 

BODGAN, 2012). 

 

 



21 

 

 

Estudos experimentais apontam que nas leishmanioses, a resposta imune é 

predominantemente mediada por células, envolvendo todos os mecanismos associados à cura, 

proteção ou ao agravamento da doença. Infecções por L. (V.) major, que é o modelo mais bem 

estudado, quando ocorrem em camundongos resistentes (C57BL/6) estão associadas a uma 

resposta TH1, enquanto em camundongos susceptíveis (BALB/c) vinculam-se à resposta do 

tipo TH2 (SCOTT, 1991; KEMP; THEANDER;, KHARAZMI, 1996; SACKS; SHER, 2002; 

MOUGNEAU; BIHL; GLAICHENHAUS, 2011; McCONVILLE; NADERER, 2011) . A 

função dos linfócitos T com fenótipo CD4
+
 (TH1 e TH2) é importante na instalação da doença. 

Os linfócitos TH1
 
produzem IFN- γ, IL-2, IL-12, fator estimulador de colônias de granulócitos 

e macrófagos (GM-CSF) e TNF, que levam a ativação de macrófagos e a destruição dos 

parasitos (HOLZMULLER; BRAS-GONÇALVES; LEMESRE, 2006; REIS et al., 2006). Por 

outro lado, o perfil TH2 produz IL-4, IL-5, IL-10, que inibem a ativação de macrófagos e 

levam a ativação de linfócitos B, com a produção de anticorpos preferencialmente das classes 

IgG1 e IgE (COUTINHO et al., 1996; LIESE et al., 2008; KAYE; SCOTT, 2011).[Figura 05]. 

A cronicidade da infecção e a carga parasitária parecem ter relação com a intensidade 

da resposta imune humoral. Altos níveis de IgE foram vistos em soros de pacientes com maior 

tempo de evolução da doença e em pacientes que apresentavam lesão mucocutânea (O’NEIL; 

LABRADA; SARAVIA, 1993).  

Níveis elevados de IgG, com predomínio de IgG1 e IgG3, foram observados em  

pacientes com leishmaniose cutânea ativa (OZBILGE et al., 2006). No entanto, diferentes 

estudos (CASTELLANO et al., 2009;  FAGUNDES-SILVA et al., 2012) mostraram que após 

cura clínica e tratamento com antimonial, o nível dessas subclasses de imunoglobulinas 

decresce, sugerindo que estas poderiam ser úteis tanto como marcadores de monitoramento do 

tratamento, quanto para auxiliar na decisão de interrupção do acompanhamento ambulatorial 

de pacientes após cura clínica (OZBILGE et al., 2006). 
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Figura 05.  A produção de citocinas pelos macrófagos, células dendríticas, células T e B 

determinam o desenvolvimento da infecção pela Leishmania (Fonte: adaptação de 

HOLZMULLER et al., 2006). 

 

 

Evidências obtidas em diferentes pesquisas sobre a resposta imune celular periférica 

e in situ em LTA associada com: L. (L.) mexicana, L. (V.) braziliensis e L. (V.) major, podem 

ser citadas: 

 A LC causada por L. (V.) braziliensis é caracterizada por fortes respostas celulares 

e números escassos de parasitos nas lesões (CARVALHO et al., 2012). A presença de IFN-γ e 

TNF-α é determinante para o controle da disseminação do parasita, mas uma resposta 

exagerada TH1 tem sido associada com a uma infecção grave observada em lesões de LC 

(RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998; BACELLAR et al., 2002; ANTONELLI et al., 2005; 
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FARIA et al., 2005; CARVALHO et al., 2007; FARIA et al., 2009). Atribuindo ao sistema 

imunológico uma função importante tanto no controle, como na reativação da doença após 

longos períodos de desaparecimento das lesões primárias (WALTON et al., 1973; BODGAN, 

2012); 

 Trabalhos recentes com cepas de L. (V.) braziliensis revelam uma dicotomia na 

LC em humano, demonstrando a presença de células T CD8
+
 granzima B

+
 na lesão tecidual 

crônica, enquanto que células T CD4
+
 e IFN-γ levam a morte do parasito (SANTOS et al., 

2013).  A presença de CD8
+
 em lesões com maior tempo de evolução pode sugerir que elas 

desempenhem um papel importante no processo de cicatrização (DA-CRUZ et al., 2005) e 

estarem envolvidas na patogênese da leishmaniose mucocutânea (LCM) (BARRAL-NETO et 

al., 1995; BRODSKYN et al., 1997; SANTOS et al., 2013); 

 Associação da citotoxidade do CD8
+
 na progressão da infecção de LC em 

humanos foi relatada por Faria et al. (2009).  Além disso, dados sobre a citotoxidade de 

células T CD8
+
 no desenvolvimento da malária cerebral mostram que esse mecanismo pode 

contribuir para a imunopatologia dessa infecção (HAQUE et al., 2011); 

 Recentemente, Hernandez-Ruiz et al. (2010) observou um grande número de 

macrófagos em lesões cutâneas de pacientes infectados com L. (L.) mexicana, possivelmente 

induzido por CD8
+
, que exercem o papel de citotoxidade e são importantes fontes de citocinas 

(BOURREAU et al., 2007; JORDAN; HUNTER, 2010; NATEGHI ROSTAMI et al., 2010). 

Em infecções por L.(V.) major essas células estão associadas ao perfil TH1, estimulando IFN-

γ e atuando na resolução da infecção (DA-CRUZ et al., 2005; NATEGHI ROSTAMI et al., 

2010). De certa forma, a ativação de CD8
+
 nos momentos iniciais da infecção parece ter 

indução na resposta protetora (POMPEU et al., 2001) e ainda na eficácia de diferentes 

esquemas de imunização (JAYAKUMAR et al., 2011) ; 
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 Diferenças no padrão de citocinas produzidas por pacientes com LCD e LMC. A 

primeira delas está associada com um padrão tipo TH1 (IFN-γ, IL-2) (CARVALHO et al., 

1995), enquanto que a segunda tem sido associada com um padrão de misturas TH1 e TH2 

(CASTÉS et al., 1984; PIRMEZ  et al., 1993; COUTINHO et al., 1996). Especula-se que 

quando ambos os padrões de citocinas são produzidas, a resposta tipo TH2 pode predominar 

sobre TH1 e a doença pode permanecer em estado crônico (COUTINHO et al., 1996); 

 Existem divergências nos resultados da resposta linfoproliferativa in vitro das 

células T frente ao antígeno de Leishmania. PIRMEZ et al. (1993) referem níveis semelhantes 

em LC e em LMC  (L. (V.)  braziliensis), enquanto que AJDARY et al. (2000), CÁSTES et al. 

(1993)  relatam níveis claramente baixos em lesões crônicas ou mucocutâneas (L. (V.) major, 

L. (V.) braziliensis); 

 Infecção crônica causada por L. (L.) mexicana em camundongos apresentam 

níveis elevados de IL-10; exercendo múltiplas funções imunossupressoras, como diminuição 

de células T, diminuição na produção de IL-12 e inibição de iNOS (óxido nítrico),fator 

necessário para a morte do parasito (BUXBAUM, SCOTT; 2005; THOMAS; BUXBAUM, 

2008; BUXBAUM, 2013); 

 Alguns estudos (KIMA et al., 2000; BUXBAUM, SCOTT; 2005; BUXBAUM, 

2013) têm mostrado que receptores de superfície celular de IgG e FcγRs, são necessários ao 

estabelecimento da doença crônica causada por L. (L.) mexicana, podendo o parasito suprir a 

reposta TH1 através da via de IgG-FcγR, utilizando IgG do hospedeiro vertebrado.  

 Infecções por parasitos do gênero Leishmania levam a uma ativação rápida e 

transitória de células natural killer (NK). A ativação das células NK em camundongos requer 

a presença de receptores Toll-like e estimulação das células dendríticas (DC), sendo seguido 

pela presença de IL-12 (BODGAN, 2012). Embora as células NK pareçam não ser essencial 

para o controle final da leishmaniose cutânea e podem apresentar funções imunossupressoras, 
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elas desempenham papel importante na produção de IFN-γ que induzem atividade 

leishmanicida dos macrófagos e ajudam a preparar uma resposta de células T auxiliares de 

proteção (KELLY; STETSON; LOCKSLEY, 2003; LAOUAR et al., 2005; PRAJEETH et al., 

2011).  

Na última década, foi identificada uma nova subpopulação de linfócitos TCD4
+ 

produtores de IL-17, comumente conhecidos como TH17. O papel da IL-17 no tratamento da 

leishmaniose humana ainda não esta esclarecido. Na leishmaniose visceral, a IL-17 tem sido 

associada à proteção (PITTA et al., 2009). Por outro lado, verificou-se um aumento na 

produção de IL-17 em pacientes infectados com L. (V.) braziliensis e havia uma correlação 

direta entre a magnitude do infiltrado celular e essa citocina (BACELLAR et al., 2009).  

A associação entre o aumento de IL-17 e neutrófilos também foi observada em 

pacientes com infecção mucocutânea por Boaventura et al. (2010), firmando assim o papel 

desta citocina na patogênese da reação inflamatória na leishmaniose. Como é o caso de todos 

os subconjuntos celulares para a diferenciação de CD4
+
 T helper, o desenvolvimento e 

manutenção das células TH17 são dependentes de combinações específicas de citocinas, que 

podem incluir TGF, IL-6, IL-23 e IL- 1β (ACOSTA-RODRIGUEZ et al., 2007; SOUZA et 

al., 2012). Camundongos C57BL/6 que apresentavam LMC causada por L. (V.) major, 

apresentaram baixos níveis de IL-10 e uma resposta inflamatória exagerada com níveis 

elevados de IL-17; tal citocina contribuiu para o aumento de neutrófilos e progressão da 

doença. Surpreendentemente, IFN-γ foi regulado por IL-17 e não contribuiu para o aumento 

da doença (GONZALEZ-LOMBANA et al., 2013).  Estudos adicionais descobriram que o 

receptor de IL-1 foi essencial, tanto para a resposta a IL-17 como no aumento da patologia 

(GONZALEZ-LOMBANA et al., 2013). 

A presença de células T reguladoras (CD4+CD25+FOXP3+) tem demonstrado um 

relevante papel no controle da resposta contra parasitos do gênero Leishmania por suprimir as 
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funções efetoras dos linfócitos TH1 e, dessa forma, favorecer a sobrevivência dos parasitos. A 

produção de IL-10 por células T CD4
+
/CD25

+
 (Treg) pode estar relacionada à persistência da 

Leishmania e reativação da doença (BITTAR et al., 2007). Estudos recentes para IL-10 

utilizando camundongos “knock-out” infectados com baixa dose de parasitos desenvolveram 

resposta imune celular aumentada e eliminação total dos parasitos. Esses camundongos 

perderam a imunidade à reinfecção, sugerindo, portanto, que a persistência parasitária é 

necessária para manter a imunidade (KAYE; SCOTT, 2011). 

A correlação da resposta imune humana frente à infecção e o desenvolvimento das 

características clínicas, não esta bem caracterizada como a resposta em camundongos 

(ROGERS et al., 2002).Alguns trabalhos que descrevem o papel das diferentes células, 

citocinas e moléculas co-estimuladoras na infecção humana são mencionados a seguir: 

 Pacientes que contraem a LC desenvolvem uma resposta do tipo TH1 no nível das 

lesões. A LMC, que constitui uma forma crônica associada à destruição de mucosas, 

caracteriza-se por uma mistura de resposta dos tipos TH1 e TH2, enquanto pacientes com a 

forma difusa exibem uma resposta quase exclusivamente do tipo TH2 (PIRMEZ et al., 1993; 

TAPIA et al., 1993); 

 Nas LC e LMC, a imunidade celular e a predominância de isotipos IgG1, IgG2 e 

IgG3 têm sido associadas à resposta do tipo TH1; já o perfil TH2 tem sido relacionado com a 

leishmaniose cutânea difusa, com presença de IgG4 (RODRIGUEZ et al., 1996; SOUZA et 

al., 2005). Entretanto, o papel da resposta imune humoral na LTA não esta totalmente 

esclarecida e não se sabe, ao certo, o papel dos anticorpos específicos na imunidade contra 

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

 A LC é a mais comumente encontrada nos pacientes com LTA. As lesões são 

geralmente ulceradas e apresentam poucos parasitos com tendência para uma boa resposta ao 

tratamento (DA-CRUZ et al., 2002). Há uma forte resposta de células T, com citocinas do tipo 
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TH1, como IFN-γ e IL-12, e uma alta frequência de células B (LOUZIR et al., 1998; VIEIRA 

et al., 2002). Em alguns casos pode ocorrer cura espontaneamente ou evoluir para formas 

mais graves da doença (GOTO; LINDOSO, 2010); 

 A LD é caracterizada por várias lesões acneiformes e papulares, com parasitos 

raros ou ausentes, e é frequente o envolvimento das mucosas. As respostas imunológicas são 

bem variadas, tanto há uma forte resposta de células T como uma ausência de imunidade 

celular (CARVALHO et al., 1994); 

 A LMC é caracterizada por lesões destrutivas das mucosas, principalmente boca e 

nariz, não ocorrendo cura espontânea. Apresenta uma elevada resposta por células T 

específicas, tanto TH1 como TH2, sendo direcionada para uma resposta do tipo TH1 que é mais 

forte quando comparada com lesões cutâneas localizadas. A resposta exacerbada do tipo TH1 

está associada a uma crônica e severa destruição tecidual, em razão de uma forte resposta 

inflamatória, e à escassez de parasitos nas lesões (MARSDEN, 1986; BACELLAR et al., 

2002; MATOS et al., 2005). Altos níveis de citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IFN-γ são 

produzidas, além de IL-4. Essa resposta é fracamente regulada por IL-10 e TGF-β, 

encontradas em níveis diminuídos, mostrando que uma resposta inadequada do tipo TH1, 

considerada protetora na maioria das formas dessa doença, pode levar a uma 

imunopatogênese exacerbada (BACELLAR et al., 2002; AMATO et al., 2003). Níveis 

elevados de anticorpos circulantes, como IgG1 e, principalmente IgG3 são associados a LM 

(RODRIGUEZ et al., 1996; JUNQUEIRA PEDRAS et al., 2003). A ativação de células T é 

também influenciada pela co-estimulação dessas células pelas células que apresentam 

antígenos. A co-estimulação através da molécula CD28 nas células T resulta na eficiente 

ativação e proliferação de células T induzidas pelo antígeno e prolonga a sobrevivência 

celular e a produção de citocinas (ELLOSO; SCOTT, 1999); 
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 Na LMC, causada especialmente por L. (V.) braziliensis, os pacientes apresentam 

forte resposta imune celular, concomitante a uma progressiva destruição tecidual. A resposta à 

intradermorreação com antígenos de Leishmania é mais forte do que a de pacientes com LC e 

as concentrações de IFN, IL-2, IL-5 e TNF se apresentam mais elevadas. Nas lesões, há um 

intenso infiltrado inflamatório rico em linfócitos e plasmócitos, com poucos macrófagos 

contendo escassos parasitos. Existe uma mistura das respostas TH1 e TH2 com elevados níveis 

de IL-2, IL-4, IL-5 e TNF, o que explica a não resolução da doença (CONVIT et al. 1993; 

PIRMEZ et al., 1993; RIBEIRO-JESUS et al., 1998). A maioria dos linfócitos é CD4
+
 com 

perfil TH1, havendo elevada concentração de TNF nas lesões, o que pode ser acompanhado ou 

não da concentração de IL-4 (TAPIA et al., 1993; SILVEIRA et al., 2004). A expressão de 

iNOS nas lesões de pacientes com leishmaniose mucocutânea parece ser similar àquela de 

pacientes com LC (DIAZ et al., 2006). Não existem marcadores imunológicos que possam 

identificar os pacientes com leishmaniose cutânea que apresentam risco de desenvolver a 

forma mucosa da leishmaniose (BARRAL-NETTO et al., 1995). 

 A LCD apresenta forte expressão da resposta imune celular do tipo CD4
+
 TH2 

(SILVEIRA et al., 2008; 2009). Desse modo, o quadro clínico da doença, independentemente 

da região geográfica de ocorrência, resulta, primordialmente, da imunossupressão celular 

específica induzida pelo parasita, gerando forte inibição da resposta de hipersensibilidade 

celular, pobre proliferação de linfócitos, baixa produção de IFN-γ e, consequentemente, fraca 

ativação dos macrófagos parasitados, impossibilitando aos pacientes o controle da infecção 

(SILVEIRA et al., 2009). Indivíduos com LCD apresentam múltiplos nódulos e falham em 

produzir uma resposta imune mediada por células durante a infecção, sendo incapazes de 

controlar a multiplicação parasitária e a progressão da doença, em consequência da falta da 

expressão de mRNA para IFN-γ e da baixa concentração para IL-2. Apresentam ainda 

elevados títulos de anticorpos específicos contra Leishmania (BOMFIM et al., 1996; 
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TRUJILLO et al., 1999). Esses pacientes não apresentam cura, são altamente resistentes à 

quimioterapia e exibem uma resposta do tipo TH2, com elevados níveis de IL-4 (TAPIA et al., 

1993; BOMFIM et al., 1996). 

 Pacientes com a forma assintomática apresentam taxa de infecção mais baixa e 

um número menor de formas amastigotas nas células em comparação com LC e LMC causada 

por L. (V.) braziliensis (GIUDICE et al., 2012).  Na análise da cultura celular de indivíduos 

com LC, LMC foi observada alta produção de TNF enquanto que o mesmo não foi 

encontrado nos pacientes com infecção assintomática. A produção de NO pelos macrófagos 

foi verificada em todos os grupos, porém, sem diferença significativa entre os mesmos. 

Indicando assim a importância dos macrófagos no controle da infecção (GIUDICE et al., 

2012).   

Recentemente, novos fatores também parecem ser importantes na evolução da LMC: 

a infecção da L.(V.) guyanensis por um vírus RNA (LRV1) endógeno que intensifica a 

resposta imune. Questiona - se a influência deste vírus na resposta do macrófago e na 

manutenção de uma resposta imune ativa, facilitando a disseminação do parasito e 

aumentando, consequentemente, a incidência de formas graves (IVES et al. 2011, SCOTT 

2011). 

Portanto, para o estabelecimento da infecção, a Leishmania precisa sobreviver a 

diferentes processos, utilizando mecanismos que auxiliam nas estratégias de escape da defesa 

do hospedeiro. O evento crucial para indução da resposta imune curativa contra a Leishmania 

é a eficiente ativação de células capazes de produzir citocinas protetoras que levem à ativação 

de macrófagos, via IFN-γ, resultando na síntese de intermediários de nitrogênio e oxigênio 

reativo e, consequentemente, na morte dos parasitos intracelulares (SALAIZO-SUAZO et al., 

1999). Enquanto que a sobrevivência e persistência parasitária dependem de estratégias de 

escape da resposta imune inata e adaptativa (REIS et al., 2006).  
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A resposta imunológica desempenha então, um papel essencial no curso da 

patogenia, uma vez que pode controlar a infecção desencadeada pelos parasitas, mas também 

pode promover o desenvolvimento de formas crônicas e mais graves da doença. Esse aspecto 

particular da resposta imune frente à infecção fortalece a necessidade de estudos relacionados 

ao seu conhecimento e papel, tanto no curso clínico da infecção, como no processo de cura 

das diferentes formas cutâneas da Leishmaniose. 

 

1.7-  Diagnóstico laboratorial 

 

O diagnóstico da LTA baseia-se em dados epidemiológicos, clínicos e laboratoriais. 

A confirmação laboratorial deve ser preferencialmente por meio do encontro do parasito em 

tecido cutâneo, devido as fato de suas manifestações clínicas se assemelharem a lesões 

ulceradas ou não de outras doenças como a hanseníase virchowiana, paracoccidioidomicose, 

úlcera tropical, sífilis, tuberculose cutânea, entre outras (CARVALHO; GONTIJO, 2003).  O 

tempo de evolução da lesão cutânea é inversamente proporcional ao número de parasitas 

encontrados, sendo rara a presença após um ano (CARVALHO; GONTIJO, 2003). 

A pesquisa de formas amastigotas do parasito em amostras obtidas através de 

escarificação, impressão por aposição em lâminas ou biópsia da lesão, coradas (Giemsa, 

Leishman, Panótico) tem sensibilidade de 15 a 30%, chegando a 44 - 58% quando se associa a 

cultura em meio de cultivo bifásico NNN e a 38 – 52% com a inoculação em hamster, sendo 

este último, reservado para investigações em pesquisas científicas (BRASIL, 2000; 2007). 

A imunohistoquímica, realizada em fragmentos de biópsia, pode evidenciar a forma 

amastigota ou seu antígeno em até 88,5% quando se usa imunofluorescência e em 58,6 a 

64,5% com a técnica da imunoperoxidase (PERINOTO et al., 2010). Assim, os métodos 

utilizados para a detecção do parasito têm baixa sensibilidade e não identificam as espécies de 
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Leishmania. Detecção do DNA da Leishmania através da reação em cadeia da polimerase 

(PCR), além de ter a mesma sensibilidade dos métodos parasitológicos para evidenciar o 

parasito, também identifica a espécie, é específico, rápido e pode ser usado em diferentes 

amostras biológicas (WEIGLE et al., 1987; SOTTO et al., 1989; SCHUBACH et al., 2001; 

REITHINGER et al., 2007). A PCR em tempo real, usando iniciadores específicos para 

gêneros e espécies de Leishmania, tem sido avaliada recentemente, com resultados 

promissores quando comparada à técnica convencional (CASTILHO et al., 2008; ANTINORI 

et al., 2009). 

Os testes imunológicos utilizados na prática clínica são indicadores indiretos da 

infecção por Leishmania. O teste de intradermorreação de Montenegro (IDRM) indica 

infecção, mas não distingue se a infecção é presente ou passada, assim sua importância 

diagnóstica fica prejudicada para pacientes oriundos de áreas endêmicas, pois, indivíduos 

assintomáticos podem apresentar teste positivo (GOTO et al., 2010). Em pacientes tratados, a 

IDRM permanece positiva ainda por tempo indeterminado, sendo que em casos de infecção 

por L. major foi observada positividade por mais de 19 meses após o tratamento (SASSI et 

al., 1999). O teste de Montenegro encontra-se positivo em mais de 80% dos pacientes com 

LC, LD e LM, enquanto que na LCD é persistentemente negativo (COSTA et al., 1986; REIS 

et al., 2009). 

Os testes sorológicos, como a imunofluorescência indireta (IFI), oensaio 

imunoenzimático (ELISA) e o Western Blot, apresentam limitações como: não correlacionam 

os níveis de anticorpos circulantes com o estágio da doença e podem apresentar reações 

cruzadas com outros tripanosomatídeos. Pelas limitações dessas técnicas, abordagens 

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

permite detectar anticorpos anti-Leishmania (ROCHA et al., 2002; 2006).A citometria de 

fluxo é uma tecnologia rápida, utilizada para analisar componentes e propriedades de células 
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através da combinação de diferentes marcadores. Esse método demonstrou ser bastante 

eficiente no estudo de infecções causadas por Leishmanias (DA-CRUZ et al., 2005). 

 

1.8-  Tratamento 

 

O tratamento da LTA é baseado em quimioterapia e depende da forma clínica e co-

morbidades. Deve ser realizado para controle e cura da infecção, assim como para evitar casos 

de persistência e disseminação do parasita (REITHINGER et al., 2007). 

 

1.8.1- Antimonial pentavalente 

 

Os antimoniais pentavalentes, como o antimoniato de meglumina (Glucantine®) e o 

estibogluconato de sódio (Pentostan®) formam a “primeira-linha” de fármacos no tratamento 

da LTA. Eles aumentam a capacidade fagocítica dos neutrófilos, com o aumento da produção 

de superóxido e, portanto, podem destruir o parasito por mecanismos diretos e indiretos 

(MUNIZ-JUNQUEIRA; PAULA-COELHO, 2008). 

Apesar dos antimoniais serem as principais drogas contra a Leishmania, usadas há 

mais de 50 anos, ainda não se sabe corretamente o mecanismo de ação destas drogas 

(OUELLETTE, 2001). Os antimoniais pentavalentes são fármacos leishmanicidas que 

interferem na bioenergética das formas amastigotas de Leishmania. Tanto a glicólise, quanto a 

oxidação dos ácidos graxos, processos localizados em organelas peculiares, são inibidos, 

sendo que esta inibição é acompanhada de redução na produção de ATP e GTP. Os 

compostos de antimônio pentavalente, como o estibogluconato de sódio, exercem pouco 

efeito sobre as formas promastigotas que crescem em culturas de tecidos (MS 2007). Para agir 

contra o parasita é necessário que o antimonial pentavalente entre no fagolisossomo do 
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hospedeiro e seja reduzido à sua forma trivalente ou forma ativa. Essa redução pode ocorrer 

no contato com o parasito, no macrófago ou em ambos. O mecanismo e o local dessa redução 

ainda não estão completamente esclarecidos (OUELLETTE, 2001). 

A dosagem recomendada é de 20 mg/kg/dia via intramuscular ou intravenosa, por um 

período de 20 dias (MOMENI; REISZADAE; AMINJAVAHERI, 2002). Baixas dosagens ou 

descontinuidade do tratamento são as principais causas do aumento de recidivas e resistências 

do parasito a esses fármacos (OLIVEIRA et al., 2011). Há preocupações sobre o custo, 

toxicidade e desenvolvimento de resistência medicamentosa. Fármacos antimoniais são 

associados aos efeitos adversos, incluindo náuseas, vômitos, diarréia, erupções na pele, 

tontura, arritmia cardíaca, hipotensão, artralgia, mialgia, desconforto abdominal, dor de 

cabeça e elevação reversível de enzimas hepáticas, trombocitopenia e anemia ocasional que 

muitas vezes são dependentes da dose (OLIVEIRA et al., 2011). Os antimoniais estão 

contraindicadosem pacientes que fazem uso de beta-bloqueadores (principalmente sotalol e 

propranolol) ou antiarrítmicos, como a amiodarona e quinidina. Os efeitos colaterais 

relacionados ao aparelho gastrintestinal são frequentes e incluem náuseas, anorexia e dor 

abdominal. A hepatotoxicidade também é frequente e pode ocorrer em até 50% dos pacientes 

tratados (FRANKE et al., 1990). 

Em trabalho recente, foi demonstrado o aumento da produção in vitro do TNF-α na 

presença de Glucantime® e, consequentemente, da expressão de óxido nítrico. Além disso, 

houve aumento da função fagocitária de monócitos e neutrófilos de indivíduos saudáveis 

através do sistema Complemento, provavelmente relacionado à possível habilidade do 

antimonial em aumentar a expressão de receptores para o sistema Complemento na membrana 

dos fagócitos (MUNIZ-JUNQUEIRA; PAULA-COELHO, 2008).  Cepas de L. (V.) 

braziliensis de pacientes refratários (tratados com mais de três ciclos de antimonial) foram 

mais resistentes ao óxido nítrico in vitro que cepas de pacientes responsivos. Giudice et al. 
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(2007) observaram que a resistência de cepas de Leishmania ao óxido nítrico confere 

benefício à sobrevivência dos parasitos no interior dos macrófagos e possivelmente agrava o 

curso clínico da LTA e, além disso, pacientes infectados com cepas de L. (V.) braziliensis 

resistentes apresentavam lesões cutâneas maiores que pacientes infectados com cepas não 

resistentes.   

Trabalhos recentes utilizando antígenos solúveis (formados por proteínas do 

citoplasma do parasito) e insolúveis (constituído de fragmentos de membrana) de L. (V.) 

braziliensis detectaram diferentes respostas celulares frente ao tratamento com antimonial. 

Reis et al. (2009), utilizando antígenos solúveis de L. (V.) braziliensis, concluíram  que há 

resposta proliferativa e produção de IL-10 e IFN- γ específicas antes e após tratamento 

quimioterápico, havendo aumento na produção de IL-10 e diminuição de IFN- γ após terapia. 

Souza et al., (2012), também observaram depleção de IFN-y após tratamento, mas  aumento 

da produção de TNF-α e NO, utilizando antígeno solúvel.  No entanto, Brelaz-de-Castro 

(2012), detectaram aumento da produção de IFN-γ e TNF-α, sendo este último, só quando 

estimulado com a fração antigênica solúvel, sendo que pacientes com cura espontânea 

apresentaram o mesmo perfil. Houve também maior expressão de linfócitos TCD8, citocinas 

do tipo 1, assim como de CD25 e IL 10, sugerindo mecanismos regulatórios.  

Outros autores também observaram uma maior produção de IFN- γ após terapia 

utilizado antígeno total obtido a partir de formas promastigotas de L. (V.) braziliensis (DA 

CRUZ et al., 2002; TOLEDO et al., 2001).  

Em estudos realizados por Brito et al. (2000; 2001), utilizando antígenos solúveis de 

L. (V.) braziliensis, observaram  diminuição da reatividade de anticorpos IgG a antígenos de 

27 e 30 kDal  em soro de pacientes após cura clínica com antimoniais. A frequência destes 

antígenos diminuiu cerca de duas vezes em pacientes clinicamente curados, sugerindo que 
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eles poderiam ser úteis como marcadores de cura da LTA. Perfil similar de resposta humoral 

também foi observado em pacientes curados espontaneamente. 

Viana et al. (2013) analisando aspectos histopatológicos e imunológicos de lesões de 

pacientes com LTA, antes e depois do tratamento com Glucantime, observaram que a 

concentração de IFN-γ, IL-12, IL-4 e IL-10 foi menor após o tratamento. Antes do tratamento 

observaram aumento da concentração de citocinas TH1 e após tratamento houve redução na 

resposta inflamatória e mistura de respostas TH1 e TH2. 

A resposta do paciente ao tratamento com antimonial pode variar de acordo com a 

espécie e cepa do parasito, o estado imunológico do paciente e a forma clínica da doença 

(AREVALO et al., 2007; GUERRA et al., 2011; NEVES, 2010;  PIMENTEL et al., 2011; 

ROMERO et al., 2001; SILVEIRA, 2009). No Brasil, há uma resposta precária ao antimonial 

em pacientes infectados com L. (V.) guyanensis, espécie prevalente no estado do Amazonas 

(ROMERO et al., 2001; NEVES, 2010).   

 

1.8.2-  Outros medicamentos 

 

Quando não se obtém resposta ao tratamento com antimonial ou na impossibilidade 

do seu uso, a anfotericina B e o isotionato de pentamidina são as drogas de segunda escolha.  

A anfotericina B é um antibiótico macrolídeo poliênico, que interage com o 

ergosterol da membrana celular, formando poros que alteram a permeabilidade celular e o 

balanço iônico, causando a morte da célula (TRACY et al., 2001).  É contraindicada a 

administração em cardiopatas, hepatopatas e, especialmente, nefropatas.A anfotericina B é 

administrada por via endovenosa, gota a gota, na dose diária de 0,2 mg/Kg/dia até no máximo 

50mg. É dissolvida em soro glicosado 5% com tempo de infusão de 3 a 4 horas.Face a 

necessidade de internação, seu uso é limitado (BRASIL, 2010). Os efeitos adversos mais 
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frequentes são febre, náuseas, vômitos, hipopotassemia e flebite no local da infusão (TRACY 

et al., 2001).   

A pentamidina é um derivado sintético da amidina, eficaz contra grande número de 

protozoários patogênicos, incluindo espécies de Leishmania (BALANÃ-FOUCE et al., 1998). 

Atualmente, é comercializada para uso humano apenas sob a forma liofilizada de isotionato 

de pentamidina, em frascos contendo 300 mg do sal. O mecanismo de ação da pentamidina 

ocorre por inibição dediferentes processos celulares, ainda não totalmente elucidados. 

Recentemente, resistência à pentamidina tem sido descrita em tripanossomas e leishmanias 

(WERBOVETZ, 2006; BOURREAU et al., 2009). 

O isotionato de pentamidina é completamente absorvido após a administração 

parenteral. Conforme dados do fabricante (Pentacarinat®/Sanofi Aventis), após administração 

intramuscular (4 mg/kg), a droga atinge a concentração plasmática máxima de 

aproximadamente 0,2 μg/mL; a meia-vida de eliminação é de 9,4 horas (±2,0); a eliminação 

renal da substância não-modificada, em 24 horas, é de 4,1%; a depuração renal (clearance) é 

de 15,4 l/h (±14,9)[NEVES et al., 2011].As principais reações adversas são dor, enduração e 

abscessos estéreis no local da aplicação, além de náuseas, vômitos, tontura, mialgia, cefaleia, 

hipotensão,hipoglicemia e hiperglicemia transitórias (NEVES et al., 2011).  

Outros fármacos como azitromicina, allopurinol em associação com antimoniais, 

dapsona, rifampicina, imidazóis e miltefosine também tem sido utilizados. O uso tópico de 

paramomicina tem se mostrado promissor assim como calor e mais recentemente a terapia 

fotodinâmica associada ao uso de antimoniais (ARANA et al., 2001; SOTO et al. 2004; 

LIMA et al., 2007; VAN DER SNOEK et al., 2008).   

A miltefosina é administrada em comprimidos, via oral, na dose de  2,5mg/Kg/dia, 

máximo de 150mg/dose, durante 28 dias. Os efeitos colaterais mais frequentemente 

observados são náuseas, vômitos e dor abdominal (MACHADO et al, 2010). 
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2.  OBJETIVOS 

 

 

2.1-  Objetivo Geral 

 

Caracterização do perfil da resposta imune de pacientes com LTA antes e após 

tratamento com antimonial pentavalente, avaliando a concentração de algumas citocinas, 

imunoglobulinas (IgG e IgM) e o percentual de populações celulares no sangue periférico. 

 

2.2-  Objetivos Específicos 

 

 Detectar a presença de populações celulares, citocinas e imunoglobulinas 

envolvidas na resposta imune humana contra Leishmania (V.) guyanensis antes e após 

tratamento com antimonial pentavalente (Glucantime ®).  

 Avaliar o padrão de resposta a Intradermoreação de Montenegro (IDRM) e sua 

utilização como método complementar ao diagnóstico laboratorial da leishmaniose. 

 

Capítulo I: Perfil da resposta imune de pacientes infectados por Leishania (Viannia) 

guyanensis antes e após tratamento com antimonial pentavalente (Glucantime®) 

 Analisar os aspectos clínicos, epidemiológicos e as concentrações de citocinas de 

perfil TH1, TH2 e TH17 em pacientes com leishmaniose cutânea antes do inicio do tratamento 

recomendado pelo Ministério da Saúde. 

 

Capítulo II: Concentrações séricas de citocinas em pacientes infectados por diferentes 

espécies do gênero Leishmania. 
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CAPÍTULO I 

 

Perfil da resposta imune de pacientes infectados por Leishmania (Viannia) guyanensis 

antes e após tratamento com antimonial pentavalente (Glucantime®). 
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RESUMO 

 

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma zoonose causada por flagelados 

do gênero Leishmania e sua patogenia é fortemente influenciada por fatores inerentes ao 

hospedeiro, como as características genéticas e resposta imunológica; por fatores inerentes ao 

parasita, como virulência da espécie infectante; e por fatores relacionados ao vetor, como sua 

capacidade vetorial. Com o intuito de caracterizar a resposta imune de pacientes infectados 

por Leishmania (Viannia) guyanensis antes e após tratamento com antimonial pentavalente 

(Glucantime®), foram coletadas amostras de 17 indivíduos infectados e 17 indivíduos sem 

infecção (controles). Foi realizada análise do perfil celular de linfócitos T e B, células NK, 

monócitos, células T regulatórias e das citocinas (IL-2, IL-5, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, 

IFN-γ e TNF-α), das imunoglobulinas (IgG e IgM) e Teste de Intradermorreação de 

Montenegro (IDRM). Os resultados apontam que um amplo espectro de manifestações 

clínicas pode se desenvolver de acordo com a resposta imune do hospedeiro. Citocinas pró-

inflamatórias como IFN-γ e IL-12 apresentaram resultados significativos, com maior 

concentração nos pacientes antes do início do tratamento; enquanto que menor concentração 

foi observada para IL-5 no mesmo grupo. Observou-se aumento na relação normal de 

linfócitos CD4
+
 sobre CD8

+
, tanto antes do tratamento como pós-tratamento no grupo 

infectado. As células NKT apresentaram concentrações marcantemente baixas nos doentes 

antes do início do tratamento quando comparado aos controles e maior porcentagem de 

monócitos ativados foi verificada após o término do tratamento e cura clínica da lesão. As 

concentrações de vários componentes da resposta imune nos doentes variaram frente aos 

controles e não houve uniformidade no perfil dos pacientes com a mesma doença, sugerindo a 

presença de resposta TH1/TH2/TH17 na infecção por L. (V.) guyanensis. 

 

Descritores: Leishmaniose tegumentar americana, resposta imune, Leishmania (Viannia) 

guyanensis. 
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ABSTRACT 

 

American cutaneous leishmaniasis (ACL) is a zoonosis caused by flagellates of the 

genus Leishmania and its pathogenesis is strongly influenced by factors inherent to the host, 

such as genetic factors and immune response, by factors inherent to the parasite, such as 

virulence of infecting species, and by factors related to the vector, such as vectorial capacity. 

In order to characterize the immune response of patients infected by Leishmania (Viannia) 

guyanensis before and after treatment with pentavalent antimony (Glucantime ®), samples 

were collected from 17 individuals infected and 17 uninfected individuals (controls). Analysis 

of cellular profile Cell T and B lymphocytes, NK cells, monocytes, T regulatory cells and 

cytokines (IL-2, IL-5, IL-5, IL -6, IL-8, IL-10, IL-12, IFN-γ and TNF-α), immunoglobulins 

(IgG and IgM) and Montenegro cutaneous test was performed. The results showed that a wide 

spectrum of clinical manifestations can develop in accordance to the host immune response. 

Proinflammatory cytokines such as IFN-γ and IL-12 showed significant results with higher 

concentration in patients prior to initiation of treatment, while lower concentrations were 

observed for IL-5 in the same group. There was an increase in the normal ratio of CD4
+
 to 

CD8
+
, both before treatment and after treatment in the infected group. NKT cells 

concentrations were markedly lower in patients prior to initiation of treatment when compared 

to controls and increased percentage of activated monocytes was observed after the end of 

treatment and clinical cure of the lesion. The concentrations of various components of 

immune response in patients compared to the controls varied and there was no uniformity in 

the profile of patients with the same disease, suggesting the presence TH1/TH2/TH17 in 

response to infection by L. (V.) guyanensis. 

 

KEY WORDS: American cutaneous leishmaniasis, immune response, Leishmania (Viannia) 

guyanensis. 
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INTRODUÇÃO  

 

 

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doença infecto-parasitária, 

causada por protozoários do gênero Leishmania, que acomete a pele e/ou mucosas 

(SILVEIRA et al., 2004; 2009). No Brasil, é transmitida pela picada de insetos vetores do 

gênero Lutzomyia. (GONTIJO; CARVALHO, 2003). As características do parasito e da 

resposta imune do hospedeiro definem as várias manifestações clínicas da infecção, que 

variam desde formas assintomáticas, lesões cutâneas localizadas ou disseminadas até o 

acometimento de mucosa nasal ou orofaríngea (SILVEIRA, 2004; MATTA et al., 2009; 

CHARMOY et al, 2010).   

É uma doença parasitária crônica, endêmica em muitas regiões do mundo; 90% de 

todos os casos ocorrem em apenas sete países: Afeganistão, Argélia, Brasil, Irã, Peru, Arábia 

Saudita e Síria (ALVAR et al., 2012). 

Na Amazônia brasileira, a LTA é causada por sete espécies de leishmanias, seis do 

subgênero Viannia, incluindo Leishmania (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) 

lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.) lindenbergi e, uma L. (L.) amazonensis) do 

subgênero Leishmania (SILVEIRA, 2002; 2004).  

A resposta imune do hospedeiro mamífero em infecções causadas por Leishmania é 

complexa. Após o repasto sanguíneo do inseto vetor e a introdução dos parasitos no tecido do 

hospedeiro mamífero, as formas promastigotas metacíclicas encontram um ambiente 

constituído por componentes do sangue (células e plasma) extravasados para o tecido durante 

o repasto sanguíneo do inseto vetor.  Imediatamente após este contato, há o início da resposta 

imune natural contra os flagelados, entretanto, as formas infectantes inoculadas no hospedeiro 

são hábeis para evadir da resposta imune natural. Vários mecanismos têm sido descritos, tais 
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como: (i) a inativação do sistema complemento, (ii) a modulação da produção de citocinas e 

quimiocinas, (iii) a interferência nos processos de migração e apoptose celulares e (iv) a 

modificação do microambiente intracelular para diminuir os efeitos microbicidas dos 

macrófagos (AWASTHI; MATHUR; SAHA, 2004). 

Alguns estudos têm demonstrado o envolvimento de neutrófilos nesta interação, com 

a penetração da forma infectante, que após a apoptose destas células e com a migração de 

macrófagos para o local de inóculo, dá inicio a resposta imune adquirida (PETERS et al., 

2008). De certo modo, as formas promastigotas metacíclicas são fagocitadas pelos 

macrófagos, resistindo aos mecanismos microbicidas destas células, estando envolvidas 

diretamente na patogênese da doença. Receptores do tipo Toll como TLR2 (Toll-like receptor 

2) presentes nos macrófagos e células NK (Natural Killer)  reconhecem  moléculas presentes 

na superfície do parasito, tais como lipofosfoglicano ou LPG e induzem a produção de 

citocinas pró-inflamatórias de perfil TH1 (TNF-α, IFN-γ e IL-12) e moléculas co-

estimuladoras (CARRADA et al., 2007; DEGROSSOLI et al., 2011). 

 O papel dos macrófagos é fundamental tanto no estabelecimento da doença como no 

processo de cura da infecção. Essas células são hospedeiras do parasito, são apresentadoras de 

antígenos e ativam células T específicas para a resposta imune adquirida. A ativação dos 

macrófagos através das citocinas de perfil TH1 (IFN-γ e TNF-α) resulta na produção do óxido 

nítrico (NO), que juntamente com o estresse oxidativo representa importante mecanismo de 

eliminação do parasito (PIRMEZ et al., 1993; BACELLAR et al., 2002; DEGROSSOLI et al., 

2011; MCCONVILLE;  NADERER, 2011). 

O aumento da produção de IFN-γ e a diminuição das citocinas como a IL-10 e IL-4 

parecem ser necessários para a obtenção da cura clínica da leishmaniose cutânea (RIBEIRO-

DE-JESUS et al., 1998; CASTELLANO et al., 2010). Recentemente, foi relatada uma 

associação entre os níveis de TNF-α, em culturas de células mononucleares incubadas com 
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antígeno de Leishmania, e a gravidade da LTA na sua forma cutânea localizada (OLIVEIRA 

et al., 2011). 

As citocinas e quimiocinas secretadas por neutrófilos que captam os parasitos de 

Leishmania no início da infecção podem modular o desenvolvimento da resposta imune anti-

Leishmania (KAYE; SCOTT, 2011; RIBEIRO-GOMES et al., 2012). A presença de citocinas 

como o TNF-α, IFN-γ parece ser determinante para o controle da disseminação do parasito.  

No entanto, uma resposta exagerada de perfil TH1 tem sido associada a formas mais graves da 

infecção (BACELLAR et al, 2002; FARIA et al., 2005; CARVALHO  et al., 2007). 

Quando ocorre o desequilíbrio parasito/hospedeiro no controle da infecção, cria-se 

então o risco de reativação da doença, produzindo recidivas e possivelmente o surgimento da 

forma mucosa, anos ou meses após a cicatrização da lesão (BELKAID et al.,  2001).  

Atualmente, não existe nenhuma maneira de prever em quem esta forma mais grave da 

doença se desenvolverá (SCOTT, 2011) e poucos são os estudos envolvendo a caracterização 

da resposta imune humana durante processo infeccioso.  

O objetivo do presente estudo foi caracterizar as populações celulares, bem como a 

concentração de citocinas pró-inflamatórias, anti-inflamatórias e de perfil TH17 em pacientes 

com casos confirmados de LC causada por L. (V.) guyanensis. Além de correlacionar a 

resposta aos aspectos clínicos e imunológicos de 17 pacientes com L. (V). guyanensis antes e 

após tratamento com antimonial pentavalente (Glucantime®), atendidos em uma Unidade 

Básica de Saúde e no Hospital do município de Rio Preto da Eva, estado do Amazonas. Este 

estudo representa a primeira avaliação imunológica em pacientes infectados por L. (V.) 

guyanensis na região Amazônica. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

1. Tipo de Estudo:  

 

Trata-se de um estudo descritivo, transversal, com coleta de amostras de pacientes 

diagnosticados com LTA causada por Leishmania (Viannia) guyanensis para avaliação da 

resposta imune celular. 

 

2. Área de estudo:  

 

A cidade de Rio Preto da Eva (Figura 01), Amazonas, foi criada na década de 60, 

servindo de conexão rodoviária entre Manaus e Itacoatiara. Situa-se próximo ao Km 80 da 

Rodovia AM-010 (3°07’06“ S, 59°W), distando 57,5 Km
2
 da capital do Estado, fazendo parte 

da Região Metropolitana de Manaus. A população é formada por 26.948 pessoas e apresenta 

5.813 Km
2
 de área territorial, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística. A 

cobertura vegetal é de floresta tropical úmida de terra-firme, apresentando grande diversidade 

de espécies. O clima é tropical com temperatura média anual oscilando em torno dos 26°C, 

com precipitação pluviométrica superior a 2.000mm/ano e umidade relativa superior a 80% . 
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Figura 01. Mapa com a localização do município de Rio Preto da Eva-Amazonas-Brasil. 

Município em destaque no mapa. Fonte: IBGE, 2012. 

 

 

3. Casos clínicos:  

 

Foram incluídos 17 pacientes diagnosticados com LTA, bem como 17 controles 

negativos na proporção de 1:1 (pareados por gênero e idade). O diagnóstico dos casos 

suspeitos de leishmaniose foi baseado nos dados epidemiológicos e exame clínico, associados 

com a positividade de um dos exames laboratoriais. Os pacientes (Figura 02) com suspeita de 

LTA foram atendidos no Hospital Thomé de Medeiros Raposo e na Unidade Básica de Saúde 

Manoel Rumão, em Rio Preto da Eva, Amazonas. O estudo foi desenvolvido de acordo com 

os requisitos do Conselho Nacional de Saúde, Resolução 196/96, sendo aprovado pelo comitê 
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de ética em pesquisas envolvendo seres humanos do INPA sob o número 193/2008 e 

006/2010. 

 

4. Critérios de Inclusão e Exclusão:  

 

Os critérios de inclusão utilizados foram: Indivíduos de ambos os sexos, não 

aparentados, residentes na cidade de Rio Preto da Eva, Estado do Amazonas, com idade entre 

18 e 70 anos, que apresentaram sintomas característicos da doença, com tempo de evolução 

da doença entre 15 e 90 dias, que aceitaram participar do estudo assinando Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) [Anexo I] e que responderam ao questionário 

padrão (Anexo II). Como critérios de exclusão foram utilizados os seguintes parâmetros: 

mulheres grávidas, pacientes com história pregressa de infecção ou em tratamento para LTA. 

Os indivíduos sem infecção (controle negativo) assinaram TCLE específico para esse grupo 

(Anexo III). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 02. Fluxograma de atendimento dos pacientes. Legenda: TCLE-Termo de 

consentimento Livre e Esclarecido; AT- antes tratamento; PT- pós-tratamento; Ag do MS-

Antígeno do Ministério da Saúde. 
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5. Métodos de diagnóstico:  

 

Todos os pacientes foram submetidos a exame direto por escarificação da borda das 

lesões cutâneas para pesquisa de amastigotas em lâminas, utilizando-se o kit Panótico (Marca: 

LB Laborclin) para coloração e analisados por microscopia óptica. O material escarificado da 

borda das lesões também foi semeado em meio de cultivo bifásico ágar sangue NNN (Neal, 

Novy, 1904; Nicolle, 1908) e posteriormente expandido em meio líquido completo 

“Schneider Drosophila Medium” (pH 7,2), contendo 10% de Soro Fetal Bovino inativado 

(SFBi) para preparo de massa parasitária a ser utilizada na caracterização bioquímica e para a 

criopreservação dos flagelados em nitrogênio liquido. Também foi realizada a inoculação em 

animais de experimentação (hamsters/Mesocricetus auratus) e reisolamento parasitário após o 

desenvolvimento das lesões cutâneas.  

 

6. Identificação das espécies isoladas:  

 

As cepas isoladas foram caracterizadas pela técnica de eletroforese de isoenzimas em 

gel de agarose, conforme protocolo descrito por Cupolillo (1992), utilizando oito sistemas 

enzimáticos: MalatoDesidrogenase (MDH, E.C.1.1.1.37), IsocitratoDesidrogenase (IDH, 

E.C.1.1.1.42) com substrato NAD e NADP, Enzima Málica (ME, E.C.1.1.1.40), Glicose-6-

fosfato Desidrogenase (G6PDH, E.C.1.1.1.49), 6-Fosfogluconato Desidrogenase (6PGDH, 

E.C.1.1.1.44), Aconitato Hidratase (ACON, E.C.4.2.1.3) e Hexoquinase (HK, E.C.2.7.1.1). A 

identificação das espécies foi obtida através da comparação dos perfis isoenzimáticos das 

amostras com cepas de Leishmania (Viannia) braziliensis (MHOM⁄BR⁄1975⁄M2903), L. (V.) 

guyanensis (MHOM⁄BR⁄1975⁄M4147), L. (V.) naiffi (MDAS⁄BR⁄1979⁄M5533) e L. 

(Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8). 
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7.  Resposta Imune de pacientes infectados com Leishmania (Viannia.) guyanensis 

 

A) Obtenção de amostras de sangue periférico:  

Para obtenção das amostras, foram colhidos aproximadamente 12 mL de sangue 

periférico por punção venosa em tubos com sistema a vácuo, com e sem solução EDTA como 

anticoagulante (BD Vacutainer® Juiz de Fora, MG, Brasil) dos pacientes e dos indivíduos 

sem infecção por leishmania (controle negativo=CN) para realização de Citometria de Fluxo, 

Dosagem de citocinas e Testes Sorológicos (HIV, HTLV, Trypanossoma cruzi) e detecção 

das imunoglobulinas IgG, IgM e anti-Leishmania. 

 O sangue dos pacientes antes do tratamento (AT) foi colhido no momento em que o 

mesmo procurava o serviço de saúde com lesão sugestiva de LTA e o sangue pós-tratamento 

(PT) foi colhido após a confirmação do diagnóstico, caracterização da espécie do parasita e 

término do ciclo de tratamento com antimonial pentavalente (Glucantime®). A coleta de 

sangue do PT se deu após cura clínica da lesão e o intervalo do tempo da coleta variou de 

acordo com o tratamento e disponibilidade de retorno de cada indivíduo no período entre 3 a 

10 meses. 

 

B) Intradermorreação de Montenegro (IDRM):  

Foi administrado 0,1mL do antígeno de Leishmania (antígeno padrão do Ministério 

da Saúde; lote: 8015040004) a 3 cm da dobra cubital no antebraço dos indivíduos testados, 

sendo a induração mensurada após 48 horas para a realização da leitura. O teste foi 

considerado positivo quando a induração foi maior ou igual a 5mm (milímetros).  O teste de 

IDRM foi disponibilizado pelo Laboratório Central do Estado do Amazonas-LACEN. 

 

 



50 

 

 

C) Detecção de imunoglobulinas: 

C.1) Preparo de antígenos solúveis:  

Formas promastigotas de L. (V.) guyanensis (MHOM/BR/75/M4147) foram 

cultivadas em meio RPMI (SIGMA-1640), suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(SFBi) [Cultilab, Campinas, BR], 1% de sulfato de gentamicina e 1% de L-glutamina (Gibco 

BRL-Life Technologies, New York, USA) a 25ºC, até atingirem a fase estacionária. Os 

parasitas (10
9
) foram colhidos e lavados por centrifugação em solução salina tamponada com 

fosfato (PBS pH 7,3). Em seguida, foram submetidos a cinco ciclos de congelamento em N2 

líquido (196°C) e descongelamento em (banho-maria a 37ºC). O lisado foi centrifugado a 

3.500rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi colhido, a concentração protéica determinada 

pelo método de Bradford (1976) e estocado a -80ºC até o momento do uso. 

 

C.2) Detecção de Imunoglobulinas (IgG e IgM) por Ensaio Imunoenzimático-  

ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay):  

Placas de poliestireno (Nunc Denmark, Maxi Sorp) com 96 poços foram 

sensibilizadas com 2,5µg/mL de antígeno em 100µL por poço de Tampão Carbonato (pH 

9,6), sendo incubadas por 18 horas a 4ºC em câmara úmida e, em seguida, lavadas com 

Solução de Lavagem (SL) contendo 0,05% de Tween-20 e 0,9% de cloreto de sódio NaCl.  

Posteriormente os sítios remanescentes das placas foram bloqueados com 150µL por poço 

com Tampão de Bloqueio contendo 2% de leite desnatado e incubadas durante uma hora a 

TA, sofrendo quatro lavagens posteriores com SL.  As amostras de plasma foram adicionadas 

(100µL por poço, em duplicata) nas diluições de 1/10, 1/20, 1/40, 1/80 em Tampão de 

incubação contendo 0,05% de Tween 20 e 0,25% de Leite desnatado e Tampão Carbonato. 

Após incubação por uma hora a TA, as placas foram lavadas e nelas adicionado o conjugado 

imunoenzimático (anticorpos policlonais SIGMA) anti-IgG (A- 0293), IgM (A-0420), 
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produzidos em cabra, ligados à peroxidase,  na diluição de 1:40.000, 1:50.000 

respectivamente, no volume de 50µL/poço, sendo posteriormente incubadas por uma hora a 

TA.  Em seguida, as placas foram lavadas novamente, sendo adicionado o substrato 

enzimático contendo orto-fenilenodiamina (OPD) [SIGMA P5412-100TAB] em tampão 

Citrato de Sódio/acido cítrico, pH 5 e 4µL de peroxido de hidrogênio H2O2, (50uL/poço). 

Após o desenvolvimento da cor por 15 minutos, a reação foi interrompida com ácido sulfúrico 

(H2SO4) 4N e a leitura efetuada em leitor de microplaca (BIO TEK) a 492nm de 

comprimento de onda. 

 

C.3) Cálculo do limiar de reatividade (“cut-off”):  

O “cut-off” foi determinado a partir dos resultados obtidos com as amostras de soros 

humanos comprovadamente negativos  para leishmania em comparação aos de resultados 

positivos. Foi utilizado o cálculo de média da densidade ótica (DO) das amostras de soros 

negativos, somado a duas vezes o desvio padrão. Acima dos valores calculados foi 

considerado como positivo.  

 

D) Testes Sorológicos: 

D.1) Foi realizada sorologia  por ELISA seguindo as normas do fabricante para HIV 

utilizando kit comercial HIV Tetra ELISA (Biotest/Diasorin
®

) lote:D063810, HTLV 

utilizando kit Murex HTLV-I+II (Abbott
®

) lote:D110910 e  para Trypanosoma cruzi Teste 

ELISA Chagas III (BIOSChile
®

) lote: ID120039. 
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E) Marcadores Celulares:  

E.1) Imunofenotipagem Celular por Citometria de Fluxo 

As células foram obtidas de sangue periférico, coletado em tubo com anticoagulante 

EDTA. Para a caracterização imunofenotípica, foi realizada a técnica de Citometria de Fluxo.  

As células foram marcadas com anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos 

(Tab. 01) que se ligam a epítopos específicos que são analisados pelo Citômetro de Fluxo para 

a caracterização das populações celulares. Neste estudo foi utilizado um painel de anticorpos 

monoclonais marcados, divididos em sete tubos para a quantificação e caracterização das 

populações celulares como descrito abaixo: 

 

Tabela 01.    Marcação dos anticorpos Monoclonais. 

Tubo Anticorpo Fluorescência Clone Lote 
N° 

Cat. 
Marca Perfil Celular 

01 - - - - - - CN 

02 Human Anti-CD3 

Human Anti-CD4 

Human Anti-CD8 

Human Anti-CD69 

PercP 

PE 

FITC 

APC 

SK7 

RPA-T4 

HIT8a 

FN50 

41864 

75982 

15483 

68183 

347344 

555346 

555634 

555533 

BD® Biosciences 

BD® Biosciences 

BD® Biosciences 

BD® Biosciences 

 

Linf. T CD4+, 

CD8+ e Ativação 

Celular 

03 Human Anti-CD5 

Human Anti-CD19 

FITC 

PE 

UCHT2 

HIB19 

63832 

66211 

555352 

555413 

BD® Biosciences 

BD® Biosciences 

 

Linf. B e B1 

04 Human Anti-CD3 

Human Anti-CD16 

Human Anti-CD56 

Human Anti-CD69 

PercP 

FITC 

PE 

APC 

SK7 

3G8 

B159 

FN50 

41864 

74331 

67211 

68183 

347344 

555406 

555516 

555533 

BD® Biosciences 

BD® Biosciences 

BD® Biosciences 

BD® Biosciences 

 

Células NK e 

NKT 

05 Human Anti-CD14 

Human Anti-CD80 

FITC 

PE 

M5E2 

L307.4 

60801 

57050 

555397 

557227 

BD® Biosciences 

BD® Biosciences 

Monócitos e 

Monócitos 

Ativados 

06 - - - - - - CN Intracelular 

07 Human Anti-CD4 

Human Anti-CD25 

Human Anti-FoxP3 

PE 

FITC 

AF647 

RPA-T4 

M-A251 

259D/C7 

75982 

66993 

68982 

555346 

555431 

560015 

BD® Biosciences 

BD® Biosciences 

BD® Biosciences 

Linf. Treg 
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Inicialmente foram incubados 50µL de sangue total nos tubos 1-14 e 200µL nos 

tubos 15 e 16 com 2 µL de cada anticorpo nos seus respectivos tubos. Estes foram 

homogeneizados e incubados por 30 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Após 

a marcação, foi feita a lise das hemácias, com o uso da solução de lise (BD FACSTM Lysing 

Solution, Cat. N° 349202, Lot.: 24299, BD® Biosciences San Jose, CA, USA), diluída 10 

vezes em água destilada. Os tubos foram novamente homogeneizados e incubados por 10 

minutos nas mesmas condições. Passada a fase de incubação, os tubos foram centrifugados a 

1.300 rpm por 7 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e acrescentou-se 2 mL 

de PBS-W (8,0g de NaCl, 1,16g de Na2HPO4, 0,2g de KH2PO4, 0,2g de KCl e 5,0g de BSA, 

qsp 1L H20 destilada, pH: 7,2)  para lavagem do pellet formado. Os tubos foram 

homogeneizados e centrifugados novamente. Após a centrifugação, o sobrenadante foi 

descartado e adicionado 300µL de Solução Fixadora (40,0g de HO(CH2O)nCH2OHNaCl, 

0,106g de NaOH, 40,04g de C2H6AsOONa e 26,6g de NaCl, qsp 200mL de H20 destilada, 

pH: 7,2) nos tubos 1-14, sendo armazenados em geladeira até o momento da leitura.  

Aos tubos 15 e 16, foram adicionados 2 mL de PBS-P (8,0g de NaCl, 1,16g de 

Na2HPO4, 0,2g de KH2PO4, 0,2g de KCl, 5,0g de BSA e 5,0g de Saponina, qsp 1L H20 

destilada,  pH: 7,2) para permeabilização celular. Os tubos foram homogeneizados novamente 

e incubados por 10 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida, os tubos 

foram centrifugados a 1.300 rpm por 7 minutos.  O sobrenadante foi descartado e 

acrescentaram-se 2 mL de PBS-W para lavagem do pellet formado. Os tubos foram 

homogeneizados e centrifugados novamente.  Ao término da centrifugação, os tubos foram 

incubados por mais 30 minutos com PBS-P (tubo 15) e 100 µL de anticorpo anti-FoxP3 

AF647, diluído (1:10) em PBS-P (tubo 16), complementando  o protocolo. Após a incubação, 

as células foram lavadas com 2 mL PBS-W e centrifugadas. Ao final, o sobrenadante foi 
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descartado e foram adicionados 300µL de Solução fixadora e armazenadas até o momento da 

leitura. 

A aquisição das amostras foi realizada no Citômetro de Fluxo FACSCalibur® 

(Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, USA) da Fundação HEMOAM. Para a 

identificação morfométrica e imunofenotípica das células, foi utilizado o programa FlowJo 

(v9.4) com o auxilio de “gates” para a seleção das  populações de interesse em gráficos que 

combinaram características morfológicas (tamanho e granulosidade) com características 

imunofenotípicas, através das fluorescências dos anticorpos monoclonais utilizados para 

identificar as células alvos. Os gráficos utilizados foram do tipo “dot plot”, “contour plot” e 

histograma, pois apresentaram uma melhor visualização das estratégias de análise. 

 

F) Dosagem e Análise de Citocinas circulantes em sangue periférico:  

F.1) Dosagem de Citocinas por CBA (Cytometric Bead Array):  

A dosagem de citocinas das amostras de soro dos pacientes e controles foi realizada 

pela técnica de Citometria de Fluxo CBA (Cytometric Bead Array) com o Kit BDTM Human 

TH1/TH2/TH17 Cytokine (Cat. N° 560484, Lot.: 29132, marca BD® Biosciences, San Diego, 

CA, USA), seguindo as orientações descritas pelo fabricante. As citocinas quantificadas 

foram: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ e IL17. 

O Kit BDTM CBA utiliza uma série de partículas (microesferas ou beads) de 

tamanho conhecido e com intensidade de fluorescência distinta para detectar simultaneamente 

através de uma superfície de captura as várias citocinas solúveis. Cada bead de captura esta 

conjugada com um anticorpo específico para cada citocina. A detecção das citocinas presentes 

na amostra é realizada através de anticorpos conjugados ao fluorocromo ficoeritrina (PE) que 

fornecem um sinal fluorescente em proporção a quantidade de citocina da amostra ligada a 

bead. Os complexos formados de bead de captura + citocina da amostra + anticorpo de 
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detecção são quantificados através da Citometria de Fluxo. A intensidade da Fluorescência PE 

de cada complexo revela a concentração em pg/mL de cada citocina. Para a aquisição das 

amostras foi utilizado o Citômetro de Fluxo FACSCanto II (Becton, Dickinson and Company, 

San Jose, CA, USA) da Fundação de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas-HEMOAM.  

Para o cálculo das concentrações em pg/mL e Intensidade Média de Fluorescência 

(MFI) de cada citocina, foi utilizado o software FCAP-ArrayTM (v3.0.1). 

 

F.2) Dosagem de Citocinas  por ELISA: 

O teste imunoenzimático ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) foi 

utilizado para a quantificação das citocinas IL-5, IL-8, IL-12 em soro de pacientes com  

leishmaniose cutânea e do grupo controle. Foi utilizado o Kit Human BDTM OptEIA® Set II 

paras as citocinas, IL-5 (Cat. N° 555202, Lot.: 79299, marca BD® Biosciences, San Jose, CA, 

USA), IL-8 (Cat. N° 555244, Lot.: 37391, marca BD® Biosciences, San Jose, CA, USA) e 

IL-12p70 (Cat. N° 555183, Lot.: 23572, marca BD® Biosciences, San Jose, CA, USA). 

Foram seguidas todas as recomendações técnicas descritas pelos fabricantes. 

As etapas realizadas foram: Impregnação do Anticorpo de Captura em placa de 96 

poços overnight a 4°C; incubação: por 1 hora a temperatura ambiente com o Diluente de 

Ensaio, para a reação de bloqueio de ligação inespecífica; 2 horas com a curva padrão e as 

amostras; 1 hora com o Anticorpo de Detecção (Biotinilado) + Enzima SAv-HRP; 30 minutos 

com o Substrato BD Pharmingen™ TMB Set (Cat. N° 555214, Lot.: 2104750, San Jose, CA, 

USA); ao final foi adicionado solução de parada e efetuado a leitura. 

As etapas de lavagem entre as incubações foram realizadas com a Lavadora 

Automática de Microplacas Atlantis Microplate Washer (Asys HITECH, Eugendorf, 

Salzburg, AU). A leitura foi realizada em Leitora Automatizada Expert Plus Microplate 

Reader (Asys HITECH, Eugendorf, Salzburg, AU), com medição da absorbância de luz a 
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450nm, para geração das análises e gráficos de correlação logarítmica entre a absorbância e a 

concentração sérica de cada citocina. 

 

G) Análises estatísticas:  

As análises estatísticas dos dados da imunofenotipagem dos leucócitos e os níveis 

séricos das citocinas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5.0 (San Diego, 

CA, EUA). Todos os dados foram considerados como apresentando uma distribuição não 

paramétrica, e, portanto, as análises comparativas entre os grupos foram realizadas por meio 

da análise de variância ANOVA seguido pelo teste de Kruskal-Wallis e Mann Whitney. A 

significância estatística foi definida em ambos os casos em p<0,05.  

 

RESULTADOS 

 

Do total de 17 pacientes com primo-infecção para L. (V.) guyanensis estudados, 12 

(70%) eram do sexo masculino e cinco (30%) do sexo feminino. O tempo de coleta das 

amostras de sangue periférico variou conforme os pacientes procuravam o serviço de saúde e 

disponibilidade de retorno após o término do tratamento. A idade dos pacientes variou de 18 a 

58 anos (Tab. 02). Presença de atividade na mata foi observada em 100% dos casos e todos os 

indivíduos relataram ter adquirido a doença em focos rurais, em assentamentos populacionais 

situados ao longo da Rodovia AM-010 onde ocorrem ciclos de transmissão silvestre. 

Dos exames parasitológicos realizados, 83% (14) apresentaram positividade para o 

exame direto e 100% para o isolamento em meio de cultura bifásico ágar sangue NNN. 

Constatou-se que os 17 pacientes desenvolveram lesões cutâneas de aspectos 

variados. Na observação macroscópica das lesões, verificou-se que seis pacientes (35%) 

evoluíram com lesões do tipo úlcera franca; cinco casos (29%), com lesões em placa; dois 
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casos (12%), com lesão nodular, dois casos (12%) com lesão verrucosa, um (6%) de lesão 

impetigóide e uma (6%) de úlcero vegetante (Figura 03). 

 

Tabela 02. Dados clinico-epidemiológicos de pacientes infectados por Leishmania (Viannia) 

guyanensis na Unidade Mista de Saúde Thomé de Medeiros Raposo e na Unidade Básica de 

Saúde Manoel Rumão, Rio Preto da Eva/AM. 

Código da Amostra Sexo 
Idade 

(anos) 

Tempo 

de 

Infecção 

(dias) 

Intervalo 

de coleta 

(PT) 

(meses) 

Nº de 

lesões 

Tamanho 

da Lesão 

(mm) 

Característica da 

lesão
+ 

MHOM/BR/08/IM5515 M 55 20 07 07 30x20 Em placa 

MHOM/BR/09/IM5595 M 21 30 04 01 12x15 Nodular 

MHOM/BR/10/IM5637 F 31 60 03 01 17x18 em placa 

MHOM/BR/10/IM5653 M 18 90 06 01 30x20 Úlcera franca 

MHOM/BR/10/IM5690 F 58 60 10 01 17x18 Úlcero vegetante 

MHOM/BR/10/IM5692 F 30 15 06 02 60x60 verrucosa 

MHOM/BR/10/IM5694 M 29 14 07 01 20x23 Nodular 

MHOM/BR/11/IM5697 M 19 14 03 01 13x16 em placa 

MHOM/BR/11/IM5749 M 38 30 03 01 17x14 Impetigoide 

MHOM/BR/11/IM5772 M 26 120 04 01 10x08 em placa 

MHOM/BR/11/IM5773 M 30 10 10 01 32x21 Úlcera franca 

MHOM/BR/11/IM5775 M 24 21 07 04 08x50 Úlcera franca 

MHOM/BR/11/IM5828 M 43 150 05 01 11x08 Úlcera franca 

MHOM/BR/11/IM5869 M 24 60 03 08 60x60 Úlcera franca 

MHOM/BR/11/IM5874 F 23 120 10 01 80x14 Úlcera franca 

MHOM/BR/11/IM5875 M 49 30 04 01 11x07 em placa 

MHOM/BR/11/IM5976 F 18 21 06 01 17x13 verrucosa 

Legenda: Isolados: M- mamífero; HOM- Homo sapiens; BR-país de origem (Brasil)/ano de isolamento/código 

original utilizado pelo INPA; Sexo: M- masculino; F- feminino. Pacientes que apresentaram mais de uma lesão 

foi incluído o valor da lesão de maior tamanho.
+
=baseado em NAIFF et al., 2009. 

 

 

De acordo com a descrição dos pacientes infectados por L. (V.) guyanensis, as lesões 

haviam surgido no período entre 10 a 120 dias. Em relação aos dados clínico-

epidemiológicos, não houve uniformidade quanto ao número de lesões nos indivíduos 

infectados (variando de uma a oito) e quanto ao padrão, notando-se diferentes características 
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nas lesões (úlcera franca; impetigóide; lesão em placa; úlcera vegetante; nodular e lesão 

verrucosa), mesmo sendo a infecção causada pela mesma espécie do parasito (Tabela 02). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 03. Características clínicas (forma cutânea) da leishmaniose tegumentar em Rio Preto 

da Eva/AM. A: Úlcera franca; B: Impetigóide; C: Lesão em placa; D: Úlcero vegetante; E: 

Nodular; F: Lesão verrucosa. 

 

 

Para o teste de IDRM (Tabela 02), a positividade (valores considerados acima de 

5mm de enduração) foi de 92% (11 pacientes), um paciente não apresentou resposta ao IDRM 

representando 5,5% de negatividade e cinco indivíduos não retornaram para leitura do teste no 

período estipulado  (30%). Assim, também não houve uniformidade na resposta a IDRM, que 

variou entre valores distintos como:  fracamente reativos (com valores próximos ao 

considerado negativo,  5 - ≤ 10mm) reativos (>10 a ≤ 20) e fortemente reativo (>20mm).   

A sorologia para HIV, HTLV e Trypanosoma cruzi foi negativa em 100% dos 

pacientes nas amostras de soros antes do tratamento com antimonial pentavalente.  
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Tabela 03. Resultados de IDRM e Imunoglobulinas em pacientes com LTA antes e pós-

tratamento com antimonial pentavalente (Glucantime®).  

Código das amostras 
IDRM 

(mm) 

Título# 

IgG 

__________ 

AT/PT 

Título# 

IgM 

__________ 

AT/PT 

MHOM/BR/08/IM5515 NR 1:20/1:80 1:80/1:20 

MHOM/BR/09/IM5595 11x8 1:160/1:80 1:80/1:40 

MHOM/BR/10/IM5637 18x14 1:80/1:40 1:40/1:20 

MHOM/BR/10/IM5653 7x6 1:160/1:80 1:20/1:20 

MHOM/BR/10/IM5690 20x20 1:160/1:80 1:80/1:20 

MHOM/BR/10/IM5692 6x5 1:80/1:40 1:20/1:20 

MHOM/BR/10/IM5694 NR 1:160/1:160 1:80/1:20 

MHOM/BR/11/IM5697 15x14 1:40/1:80 1:80/1:40 

MHOM/BR/11/IM5749 NR 1:40/1:80 1:80/1:40 

MHOM/BR/11/IM5772 Negativo 1:20/1:40 1:80/1:40 

MHOM/BR/11/IM5773 5x3 1:40/1:160 1:80/1:40 

MHOM/BR/11/IM5775 8x4 1:40/1:80 1:80/1:20 

MHOM/BR/11/IM5828 27x23 1:40/1:80 1:80/1:40 

MHOM/BR/11/IM5869 11x06 1:20/1:80 1:40/1:20 

MHOM/BR/11/IM5874 NR 1:80/1:40 1:40/1:20 

MHOM/BR/11/IM5875 NR 1:20/1:80 1:40/1:20 

MHOM/BR/11/IM5976 17x13 1:40/1:80 1:80/1:40 

Legenda: Isolados: M-mamífero; HOM- Homo sapiens; BR-país de origem (Brasil)/ano de  isolamento/código 

original utilizado pelo INPA. IDRM: Intradermorreação de Montenegro. #Foram considerados positivos de 

acordo com os valores de Titulação das Imunoglobulinas: IgM≥1/20; IgG≥1/20. 
 

 

Quanto a titulação para IgM e IgG, todos os pacientes apresentaram reatividade antes 

e pós tratamento. Com base nos valores do cut-off foram considerados positivos para IgM 

títulos ≥1/20 e IgG títulos ≥1/20. O grupo controle apresentou reatividade de 1/10 em ambas 

as imunoglobulinas.  

Na reatividade antes do tratamento para IgG, a maior titulação foi 1:160 e a menor 

1:20, ambas observadas em quatro pacientes (23,5%); a titulação de 1:40 foi encontrada na 

maioria dos pacientes (AT) representando (35%) da reatividade. Após cura clínica, a variação 

na titulação de IgG se manteve entre 1:20 a 1:160, mas observou-se que 60% dos pacientes 
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tiveram o nível de titulação aumentado no pós-tratamento com antimonial pentavalente. A 

diferença da reatividade da IgG entre os pacientes e controles foi significativa p<0,0001 

(Figura 04).  

 

 

Figura 04. Reatividade de IgG e IgM em amostras do soro de pacientes com Leishmaniose 

cutânea  causada por Leishmania (Viannia) guyanensis e população não infectada. São 

apresentados os resultados individuais e valores médios ±desvio padrão (linhas horizontais e 

verticais). Legenda: CN-controle negativo; AT- antes tratamento; PT- pós-tratamento com 

antimonial pentavalente. 

 

 

A análise da reatividade da IgM foi observada em 100% dos pacientes antes e pós 

tratamento; a titulação de maior predominância no AT foi de 1:80 observada em 11 pacientes 

(60%) e a menor titulação observada foi 1:20 em dois indivíduos (12%) que apresentaram 

mesma titulação, tanto em AT como PT. A reatividade para IgM diminuiu consideravelmente 

em 15 (88%) dos pacientes; tal titulação observada foi de 1:20 (Tabela 03). A reatividade para 

IgM foi significativa p<0,0001 quando comparada entre os dois grupos (controles x pacientes) 

(Figura 04). Na análise comparativa das Imunoglobulinas nos pacientes infectados, observou-

se diferença significativa (p<0,0001) na reatividade entre IgM e IgG pós-tratamento (Figura 

05). A titulação de IgG foi maior nas amostras pós-tratamento quando comparada com a 
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titulação de IgM. Não foi observada diferença significativa na reatividade de IgM e IgG nas 

amostras antes do tratamento (Figura 05). 

 

 

Figura 05. Reatividade de IgG e IgM em amostras do soro de pacientes com Leishmaniose 

cutânea causada por Leishmania (Viannia) guyanensis antes do tratamento (AT) e pós-

tratamento (PT) com antimonial pentavalente. São apresentados os resultados individuais e 

valores médios ±desvio padrão (linhas horizontais e verticais). 

 

 

Do grupo de pacientes infectados, 41% apresentaram titulações de IgG acima das  

titulações observadas para IgM nas amostras antes do início do tratamento. 

De acordo com os valores de títulos mais elevados para IgG,  verifica-se que  quatro 

pacientes (IM5595, IM5653, IM5690, IM5694) comentaram inicio de sintomas entre 14-90 

dias, com lesões nodulares ou ulceradas e lesões únicas. O paciente IM5653 apresentou títulos 

baixos de IgM e valores mais elevados de IgG, assim como resposta a IDRM fracamente 

reativa (7x6 mm). Na figura 06, pode-se observar a diferença na reatividade de IgG  e IgM 

nas amostras antes do tratamento. Embora a concentração da IgM aumente na maioria das 

amostras estudadas durante fase aguda da doença, nem todas aumentaram uniformemente nos 

pacientes com infecção pela mesma espécie parasitária. Estas variações nos valores de 

reatividade das imunoglobulinas, no tamanho da resposta ao teste de IDRM e as diferentes 
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apresentações clínicas das lesões, indicam que os componentes da resposta de fase aguda são 

regulados individualmente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 06. Reatividade de IgG e IgM nas amostras antes do início do tratamento para 

Leishmaniose Tegumentar Americana. 

 

 

Nesse estudo, utilizaram-se métodos parasitológicos e imunológicos para diagnóstico 

da infecção; os resultados são apresentados na Tabela 04. Verificam-se que a reatividade para 

IgG e IgM utilizando antígeno homólogo de Leishmania e o crescimento parasitário no meio 

de cultivo foi positivo em todos os pacientes analisados.  

 

 

Tabela 04. Resultado referente à positividade dos métodos de diagnostico utilizados 
 

*Resultado de IDRM: Fracamente reativo: 34%; Reativo: 50%; Altamente reativo: 8%; Negativo: 8%. 
 

 

Exame direto Cultivo IgM IgG IDRM* 

83% 100% 100% 100% 92% 
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 Perfil da Resposta Celular nos pacientes com Leishmaniose cutânea 

 Identificação da População de Linfócitos T CD4
+
, CD8

+
, Linfócito B (CD19

+
) e 

B1 (CD5
+
/CD19

+
). 

A identificação das populações de Linfócitos T (CD4
+
 e CD8

+
), Linfócitos B e B1 

foi realizada em função do tamanho e granulosidade; e a marcação e seleção, em função dos 

linfócitos. Primeiramente foi realizado um gráfico de SSC x FSC (Figura07A) e uma 

“seleção-gate” foi criada na região de linfócitos totais. Em seguida, foram elaborados três 

gráficos: 1) CD3 PercP x CD4 PE (Figura 07B); 2) CD3 PercP x CD8 FITC (Figura07C); 3) 

CD19 PE x CD5 FITC (Figura07D) e em seguida foram selecionadas as populações positivas 

para CD3+/CD4+ (Linfócitos T CD4+), CD3
+
/CD8

+
 (Linfócitos T CD8

+
), CD19

+ 
(Linfócitos 

B), CD5+/CD19+ (Linfócitos B1). 

 

Figura 07. Identificação dos Linfócitos T CD4
+
, CD8

+
, Linfócito B (CD19

+
) e B1 

(CD5
+
/CD19

+
) utilizando o programa FlowJo (v9.4). 
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Linfócitos T CD8
+
 apresentaram queda nas amostras dos pacientes com L. (V.) 

guyanensis quando comparados com a população controle. Houve diferença significativa no 

valor de CD8
+
 em relação aos não infectados p=0,0001. Na análise de linfócitos T CD4

+
, foi 

observado maior percentual dessa população celular quando comparado com os controles, 

resultado significativo (p=0,0050) [Figura08]. 

Os linfócitos B (CD19
+
) e B1 (CD5

+
/CD19

+
) apresentaram variação nas amostras, 

enquanto linfócitos B (CD19
+
) aumentam nas amostras antes do início do tratamento quando 

comparado aos controles (p= 0,0062), os linfócitos B1 (CD5
+
/CD19

+
) não aumentaram antes 

do tratamento e sim no pós-tratamento (p<0,0001) na comparação com os controles 

(Figura08).  

Na análise entre controles e amostra pós-tratamento foi encontrada diferença 

significativa na porcentagem de CD8
+
 (p=0,0002), que apresentou baixa porcentagem desse 

tipo celular. Comparando somente a população infectada (AT x PT) com antimonial 

pentavalente foi encontrada diferença apenas nos linfócitos B (p=0,0164) e B1 (p=0,0005), 

sendo que B apresenta maior percentual em antes do tratamento; enquanto B1 a porcentagem 

é maior no pós-tratamento. 
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Figura 08. Porcentagem de linfócitos T CD8
+
; CD4

+
 e linfócitos B (CD19

+
) e 

B1(CD5
+
/CD19

+
) em amostra de sangue periférico de pacientes com infecção por Leishmania 

(Viannia) guyanensis e população sem infecção. São apresentados os resultados individuais e 

valores médios ±desvio padrão (linhas horizontais e verticais). Legenda: CN: controles 

negativo; AT: antes tratamento; PT: pós-tratamento com antimonial pentavalente.  

 

 

 Identificação dos Linfócitos T regulatórios (CD4
+
/CD25

+
/FoxP3

+
): 

A identificação dos linfócitos T regulatórios (Treg) foi feita utilizando-se parâmetros 

de tamanho (SSC) e granulosidade (FSC) celular, assim como a identificação de acordo com a 

fluorescência emitida. Inicialmente fez-se um gráfico de SSC x FSC (Figura09A) e uma 

seleção foi criada na região de linfócitos totais. Após, foi elaborado gráfico de SSC x CD4 PE 

(Figura09B), e em seguida foi criado um outro gráfico contendo resultados de CD25 FITC x 
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FoxP3 AF647 (Figura 09-C) com a população de LTCD4+. A população positiva para 

CD4+/CD25+/FoxP3+ foi selecionada, caracterizando os linfócitos Treg.  

 

 

Figura 09: Identificação dos Linfócitos Treg (CD4
+
/CD25

+
/FoxP3

+
) utilizando o programa 

FlowJo (v9.4). 

 

 

Na comparação da porcentagem de Treg entre indivíduos infectados e não 

infectados, foi encontrado p=0,0459 demonstrando diferença significativa entre os dois 

grupos (Figura 10). A porcentagem de linfócitos T regulatórios foi menor nas amostras antes 

do tratamento quando comparado aos controles (p=0,0445). Também foi observada diferença 

na análise entre o grupo infectado (AT x PT) com p=0,0251, demonstrando que no pós-

A 

C 

B 
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tratamento a porcentagem de linfócitos tende a aumentar.  A análise das amostras após o 

termino do tratamento não apresentou diferença significativo com o observado nos controles. 

 

 

Figura 10: Porcentagem de linfócitos T regulatórios (CD4
+
/CD25

+
/FoxP3

+
) em amostra de 

sangue periférico de pacientes com infecção por Leishmania (Viannia) guyanensis e 

população sem infecção. São apresentados os resultados individuais e valores médios ±desvio 

padrão (linhas horizontais e verticais). Legenda: CN: controles negativo; AT: antes 

tratamento; PT: pós-tratamento com antimonial pentavalente. 

 

 

 Identificação das Populações de Células NK (CD3-/CD16+/CD56+) e NKT 

(CD3+/CD16+/CD56+): 

A identificação das populações de Células NK (CD3
-
/CD16

+
/CD56

+
) e NKT 

(CD3
+
/CD16

+
/CD56

+
) foi realizada primeiramente com um gráfico de SSC x FSC (Figura 

11A) e uma seleção foi criada na região de linfócitos totais. Após, foi elaborado gráfico de 

SSC x CD3 PercP (Figura 11B). Em seguida foram elaborados dois gráficos: 1) CD3- e CD56 

PE x CD16 FITC (Figura 11C); 2) CD3
+
 e CD56 PE x CD16 FITC (Figura 11D). Ao final, 

foram selecionadas as populações CD3
-
/CD16

+
/CD56

+
 (Células NK) e CD3

+
/CD16

+
/CD56

+
 

(Células NKT). 

 

CN x pacientes p=0,0445 
AT x PT p=0,0251 
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Figura 11. Identificação das Células NK (CD3
-
/CD16

+
/CD56

+
) e NKT (CD3

+
/CD16

+
/CD56

+
) 

utilizando o programa FlowJo (v9.4). 

 

 

Na comparação das porcentagens de NK e NKT em (infectados x controles) 

observou-se diferença significativa nas duas populações celulares p=0,0001 e p<0,0001 

respectivamente (Figura 12). No entanto, a porcentagem de NK mesmo apresentando 

diferença estatística, está muito próxima dos controles.  

Comparando apenas amostras antes tratamento com os controles, em ambas 

populações celulares (NK e NKT) encontrou-se p<0,0001. A porcentagem de NKT nas 

amostras AT foi menor na comparação com os controles e tal percentual tende a aumentar no 

pós-tratamento.  

A 

C D B 
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Diferença estatística foi encontrada nas amostras pós-tratamento com relação aos controles 

negativos (p=0,0445) para NK e (p=0,0015) para NKT. Na análise da população infectada 

(AT x PT), somente NKT apresentou diferença estatística significativa p=0,0127, pois antes 

do tratamento a queda no percentual dessas células foi brutal quando comparada aos controles 

e as amostras pós-tratamento. 

 

 

Figura 12. Porcentagem de células NK (CD3-/CD16+/CD56+) e NKT 

(CD3+/CD16+/CD56+) em amostra de sangue periférico de pacientes com infecção por 

Leishmania (Viannia) guyanensis e população sem infecção. São apresentados os resultados 

individuais e valores médios ±desvio padrão (linhas horizontais e verticais). Legenda: CN: 

controles negativo; AT: antes tratamento; PT: pós-tratamento com antimonial pentavalente. 

 

 

 Identificação dos Monócitos (CD14
+
) e Monócitos Ativados (CD14

+
/CD80

+
): 

Para a identificação dos monócitos e monócitos ativados, foi realizado um gráfico de 

SSC x CD14 FITC (Figura 13A) e uma seleção foi feita na região positiva para monócitos 

(CD14
+
). Em seguida, foi feito um gráfico e análise de CD14 FITC x CD80 PE (Figura 13B), 

selecionando a população dupla positiva (CD14
+
/CD80

+
), que são conhecidas como 

monócitos ativados. 
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Figura 13. Identificação dos Monócitos (CD14
+
) e Monócitos Ativados (CD14

+
/CD80

+
) 

utilizando o programa FlowJo (v9.4). 

 

 

Não foi encontrada diferença significativa na análise comparativa da porcentagem de 

monócitos (CD14
+
) entre os grupos controles e infectados (p=0,6722) [Figura 14]. Para a 

porcentagem de monócitos Ativados (CD14
+
/CD80

+
), a diferença foi significativa (p=0,0001) 

na comparação entre controles x infectados; o percentual de monócitos ativados foi maior 

tanto na amostra antes do tratamento como no pós-tratamento. Curiosamente, os monócitos 

ativados estão com percentual mais alto nas amostras pós-tratamento quando comparado aos 

controles (p=0,0003) e com amostras antes do tratamento (sem diferença significativa) 

[Figura 14]. 
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Figura 14. Porcentagem Monócitos (CD14
+
) e Monócitos Ativados (CD14

+
/CD80

+
) em 

amostra de sangue periférico de pacientes com infecção por Leishmania (Viannia) guyanensis 

e população sem infecção. São apresentados os resultados individuais e valores médios 

±desvio padrão (linhas horizontais e verticais). Legenda: CN: controles negativo; AT: antes 

tratamento; PT: pós-tratamento com antimonial pentavalente. 

 

 

 Concentração das Citocinas Séricas nos pacientes com Leishmaniose cutânea: 

 Citocinas Pró-inflamatórias e de Perfil TH1 

A concentração das citocinas pró-inflamatórias (IL-2, IL-12, TNF-α, IFN-γ) 

apresentaram diferenças significativas (p<0,0001) entre indivíduos infectados e não 

infectados (Figura 15). A IL-8 não apresentou diferença significativa entre os dois grupos 

(infectados x controles) [p=0,6012] e nem entre os pacientes (AT x PT). 

Na análise comparativa entre controles e amostras somente antes do tratamento com 

antimonial pentavalente (AT) as citocinas (IL-2, IL-12, TNF-α, IFN-γ) apresentaram 

p<0,0001, e maior concentração no grupo infectado foi observado quando comparado ao 

controle. Na análise estatística comparativa entre controles e amostras pós-tratamento, foi 

encontrado mesmo p valor (p<0,0001), entretanto, as concentrações nas amostras pós-

tratamento tendem a diminuir, mas ainda são maiores quando comparadas aos controle. Ao 

analisar tais citocinas apenas nas amostras da população infectada (AT x PT), foi observada 

CN x pacientes p=0,0001 
CN x PT p=0,0003 
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diferença estatística somente para IL-12 (p=0,0148), que apresentou maior concentração antes 

do tratamento e sua concentração cai no pós-tratamento se aproximando do que foi 

encontrado no grupo controle. Não foram observadas diferença significativa nas 

concentrações séricas de IL-2, IFN-γ e TNF-α entre os pacientes antes ou pós-tratamento. 

 

Figura 15.  Níveis séricos de citocinas pró-inflamatórias e de perfil TH1 (INF-γ, IL1-2, TNF-

α, IL-2, IL-8) em amostras do soro de pacientes com Leishmaniose cutânea causada por 

Leishmania (Viannia) guyanensis e população sem infecção (CN). São apresentados os 

resultados individuais e valores médios ±desvio padrão (linhas horizontais e verticais). 

Legenda: CN-controle negativo; AT: antes tratamento; PT: pós-tratamento com antimonial 

pentavalente. 

 

IFN-y 
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 Citocinas Regulatórias e de Perfil TH2 e TH17: 

A citocina regulatória IL-10 apresentou aumento significativo quando comparado aos 

controles (p<0,0001 Figura 16). Maior concentração de IL-10 também foi observada nas 

amostras pós-tratamento quando comparado à população controle. 

Diferenças estatísticas significantes foram observadas para as citocinas (IL-4, IL-5, 

IL-6) [p<0,0001] na comparação com indivíduos não infectados. Entretanto, maior 

concentração de IL-4 e IL-6 foram observadas nos pacientes, tanto em AT e PT, enquanto que 

a IL-5 apresentou baixa na sua concentração com relação aos controles. Na análise entre as 

amostras dos pacientes (AT x PT) apenas a IL-5 apresentou diferença significativa (p=0,0274) 

notou-se que essa citocina tende a aumentar no pós-tratamento aproximando-se do que foi 

observado nos controles (Figura 16). 

A citocina IL-17 apresentou maior concentração sérica nas amostras dos pacientes 

em relação aos controles (p<0,0001). Verificou-se que antes do tratamento essa citocina esta 

mais expressa do que no pós-tratamento e que ao término do uso do antimonial pentavalente a 

concentração de IL-17 apresenta predisposição a reduzir sua concentração (Figura 16). 

A Tabela 05 demonstra o perfil da resposta imune frente à infecção por L. (V.) 

guyanensis, entretanto, é importante ressaltar que os resultados apresentados na tabela são 

relacionados à população controle, visto que a concentração das células, citocinas e 

imunoglobulinas também apresentaram diferença na comparação das amostras antes do 

tratamento e pós-tratamento com antimonial pentavalente. 
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Figura 16.  Níveis séricos de citocinas regulatórias e de perfil TH2 e TH17 (IL-10, IL-4, IL-5, 

IL-17) em amostras do soro de pacientes com LTA causada por Leishmania (Viannia) 

guyanensis e população sem infecção (CN). São apresentados os resultados individuais e 

valores médios ±desvio padrão (linhas horizontais e verticais). Legenda: CN-controle 

negativo; AT: antes tratamento; PT: pós-tratamento com antimonial pentavalente. 

 

 

 

 

 

 

 

 



75 

 

 

Tabela 05. Perfil da Resposta Imune de pacientes com Leishmania (Viannia) guyanensis antes 

e após tratamento com antimonial pentavalente relacionado à população controle. 

 AT  PT  AT  PT 

CD4+ 
 

 
 

IL-8 -  - 

        

CD8+    IFN-γ    

 
 

      

LB   - IL-12    

        

LB1 -   IL-2    

        

Treg   - TNF-α    

        

NK -  - IL-10    

        

NKT    IL-4    

        

Mon   - IL-6    

        

Mon 

Ativo 

 
 

 
IL-5 

 
 

 

        

IgG +  ++ IL-17    

        

IgM ++  +     

Legenda: Análise comparativa entre infectados e população controle (indivíduos sem infecção); maior 

concentração frente aos controles; menor concentração frente aos controles; +: baixa reatividade; ++: alta 

reatividade; -: não apresenta diferença significativa. AT: Antes do tratamento; PT: Pós-tratamento com 

antimonial pentavalente. 

 

 

 

DISCUSSÃO  

 

O conhecimento dos fatores relacionados ao parasita e ao hospedeiro humano no 

curso da LTA tem contribuído para entender a patogênese da doença. O desenvolvimento de 

uma resposta imunológica protetora a patógenos intracelulares requer ação coordenada de 

células da imunidade inata e adaptativa. No presente trabalho, foi demonstrado que diferentes 

populações celulares e citocinas regulatória e de perfil TH1, TH2 e TH17 estão presentes em 

infecções causada por L. (V.) guyanensis. 
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Apesar de uma resposta do tipo TH1 ser considerada essencial na resolução da LTA, 

os mecanismos que contribuem para a proteção entre as diferentes espécies não estão bem 

esclarecidos. Esse estudo é o primeiro a avaliar os diferentes perfis de T helper e populações 

celulares em pacientes com leishmaniose cutânea causada por L. (V.) guyanensis. 

Após a ativação por patógenos subconjuntos distintos de TH podem se diferenciar de 

acordo com o perfil de citocinas, da ação das moléculas apresentadas pelo antígeno e das 

células apresentadoras de antígenos (APC) do sistema imune. Células CD4
+
 estimuladas 

podem se diferenciar em células T efetoras, TH1, TH2, TH9, TH17, com base nos seus perfis de 

citocinas, as respostas às respectivas quimiocinas, e interações com outras células. Esses 

subconjuntos de células T podem promover diferentes tipos de respostas inflamatórias. Os 

subconjuntos mais bem definidos de células T efetoras da linhagem auxiliar de CD4
+
 são as 

células TH1 e TH2, sendo o IFN- γ a principal citocina de perfil TH1 enquanto que IL-4, IL-5 

são as citocinas que definem as células TH2. (LANZAVECCHIA; SALLUSTO, 2005). 

Na infecção por leishmaniose cutânea em estudos experimentais, existe um 

paradigma TH1/TH2 para explicar o resultado natural da doença. Nessa infecção os pacientes 

podem apresentar diferentes formas clínicas com padrão distinto da resposta imune. 

Clinicamente, os pacientes podem desenvolver úlceras cutâneas únicas ou múltiplas, 

nodulares, papulares, ou lesões acneiformes (CARVALHO et al., 2012). A espécie do parasito 

e a resposta imune desempenham papel essencial no curso da infecção, por exemplo, 

indivíduos infectados por L. (L.) amazonensis, podem desenvolver a leishmaniose cutânea 

disseminada (DCL), uma doença caracterizada pela presença de várias lesões nodulares. Os 

linfócitos de pacientes com DCL não produzem IFN-γ mediante estímulos aos antígenos de 

Leishmania in vitro. No entanto, tal forma cutânea está associada com a proliferação e 

disseminação do parasito ao longo do corpo destes indivíduos. Diferentemente, os indivíduos 

infectados com L. (V.) braziliensis, podem desenvolver uma forma emergente de 



77 

 

 

leishmaniose, também com múltiplas lesões, denominada leishmaniose difusa (DL). Nesses 

indivíduos observa-se elevada produção de TNF e IFN-γ, no sangue e tecido, podendo 

desenvolver lesões ulcerativas com alta taxa de envolvimento da mucosa (MACHADO et al., 

2011). No presente estudo verificou-se diferentes formas clínicas da lesão causada por L. (V.) 

guyanensis e maior concentração das citocinas pró-inflamatórias e precursoras de perfil TH1 

(IL-2, IL-12, TNF-α, IFN- γ) nos pacientes frente aos controles. Algumas dessas citocinas a 

concentração se manteve ou apresentou leve decréscimo após tratamento com antimonial, 

ainda que mais elevado que o grupo controle (Fig 15).  Tal aumento estimula atividade 

macrofágica, resultando na produção do óxido nítrico (NO), que juntamente com o stress 

oxidativo representa importante mecanismo na eliminação do parasito (BACELLAR et al., 

2002; DEGROSSOLI, 2011; MCCONVILLE; NADERER, 2011). 

 Na analise da porcentagem de Monócitos Ativados (CD14
+
/CD80

+
) no curso clínico 

da LTA nos pacientes desse estudo, verificou-se a diferença significativa entre controles e 

infectados. Esse grupo celular apresentou maior percentual celular tanto nas amostras antes do 

tratamento como nas amostras analisadas pós-tratamento e cura clínica da lesão. Na analise 

comparativa das amostras da população controle x pós-tratamento foi observado maior 

percentual nos pacientes e diferença estatística significativa entre os dois grupos foi 

observada, esse achado pode sugerir que a resposta imune com ativação de 

monócitos/macrófagos para o controle da infecção continua tendo estimulação mesmo após 

cura clínica da infecção, podendo haver a possibilidade dos pacientes curados clinicamente 

atuarem como reservatórios do parasito em áreas de transmissão ativa como o caso da 

Amazônia, tal suspeita foi descrita por diferentes autores na infecção por Leishmania do 

subgênero (Viannia) (ZAPH et al., 2004; MENDONÇA et al., 2004; SCOTT, 2005; 

GOLLOB et al., 2005). 
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Estudos de vacinas tentando demonstrar a proteção imunológica contra parasitos de 

Leishmania do subgênero (Viannia) usando o modelo Murino tiveram sucesso limitado no 

que diz respeito ao papel do IFN-γ, a forte produção de tal citocina em camundongos 

imunizados não teve sucesso na proteção contra infecção por L. (V.) braziliensis (TONUI; 

TITO 2007; JAYAKUMAR et al., 2011).  

Neste trabalho, por se tratar de análises diretamente do sangue periférico de pacientes 

com LTA e indivíduos sem infecção (controles) as concentrações séricas de IFN- γ foram 

maiores tanto nas amostras analisadas anteriores ao início do tratamento como nas amostras 

analisadas após o término do tratamento, pela qual todos os indivíduos já apresentavam 

cicatrização das lesões. Comparando-se a concentração de IFN-γ somente na população 

infectada (AT x PT) não foi observado diferença significativa. É importante ressaltar que 

mesmo após o término do tratamento com antimonial pentavalente (Glucantime®) os 

pacientes apresentaram maior concentração de IFN-γ no sangue periférico comparado aos 

controles. Nesse caso o tempo de coleta de sangue e dosagem de citocinas após o término do 

tratamento desempenha papel crucial no conhecimento do curso do IFN- γ na infecção. O 

tempo de coleta no pós-tratamento e dosagem dos níveis séricos variou de 3 a 10 meses nos 

pacientes estudados, fatores como o número de ciclos do tratamento e disponibilidade de 

retorno dos indivíduos determinaram o tempo da coleta. Entretanto, independentemente do 

tempo de coleta do sangue, à concentração de IFN-γ foi observada após fim do uso do 

antimonial pentavalente e cicatrização da lesão, e a mesma se manteve em sua maioria acima 

do que foi observado no grupo controle. 

A resistência do hospedeiro esta associada à ativação de linfócitos CD4
+ 

(TH1), que 

secretam citocinas especificas conhecidas como pró-inflamatórias (IL-2, IFN-γ, IL-12, TNF-

α), contudo, a suscetibilidade a infecção esta relacionada com a resposta de células CD4
+
 

(TH2), que secretam citocinas IL-4, IL-5, IL-6 e TGF-β e T regulatórias que secretam IL-10. 
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Deste modo para que ocorra o controle da infecção é necessária à predominância de resposta 

imune celular envolvendo linfócitos CD4 e CD8, citocinas como a IL-12, IFN-γ TNF-α, 

linfotoxina e algumas quimiocinas produzidas pelos macrófagos. A ausência ou menor 

resposta TH1 favorece a multiplicação e disseminação da Leishmania como ocorre nas formas 

clinicas da Leishmaniose disseminada e na cutâneo-difusa. Nas outras situações ocorre maior 

controle na multiplicação do parasito, porém há lesão tecidual (BACELLAR et al., 2002; ;  

SILVA et al., 2007; DEGROSSOLI 2011; CARVALHO et al., 2012). 

Na LTA estudos prévios em humanos demostraram haver uma predominância de 

linfócitos TCD4 sobre TCD8 no sangue durante a fase ativa da leishmaniose (DA-CRUZ et 

al., 1994). No presente trabalho foi observada justamente essa predominância de CD4
+
 sobre 

CD8
+
 antes e pós-tratamento. Os linfócitos T CD8

+
 são células do sistema imune adaptativo, 

capazes de induzir a morte de células infectadas através de mecanismos citotóxicos. Tem-se 

discutido se os linfócitos T CD8
+
 são responsáveis tanto pela indução de patogênese bem 

como pela imunidade contra a infecção primária por espécies de Leishmania, relacionando 

sua participação quanto à resolução da infecção, disseminação e número de parasitos e 

controle da doença (DA-CRUZ et al., 1994). 

Embora ambos marcadores tenham apresentado diferença significativa na 

comparação entre população infectada e controles, p=0,0050 para CD4
+
 e p=0,0001 para 

CD8
+
. Linfócitos T CD8

+
 apresentaram menor concentração nas amostras dos pacientes com 

LTA antes do tratamento com antimonial pentavalente frente aos controles e frente à 

porcentagem de CD4
+
 dos doentes e controles.  

Jayakumar et al. (2011) estudando a resposta imune de Leishmania do subgênero 

(Viannia) em modelos murinos observaram na mediação da proteção induzida o aumento de 

Células T CD8
+
 sugerindo que tais células são cruciais para o controle da doença e podem 
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desempenhar um papel crítico no desenvolvimento de vacinas contra parasitas do subgênero 

Viannia. 

Novais (2011) realizando estudos em animais experimentais concluiu que os 

linfócitos T CD8
+
 estão associados ao desenvolvimento da lesão em camundongos infectados 

por L. (V.) braziliensis e são capazes de induzir a disseminação de parasitos em camundongos 

RAG-/- (Recombination Activating Gene). O seu envolvimento na patologia foi associado 

com inibição no recrutamento de neutrófilos e de eosinófilos e ao seu potencial citotóxico. 

Nesse não foi verificado diferença significativa na concentração de IL-8, um papel 

importante dessa citocina é de estimular a migração dos neutrófilos, intensificando a resposta 

imune nas doenças infecciosas, são sintetizadas por macrófagos e são quimiotáticas para 

neutrófilos e linfócitos T (BURGMANN et al., 1995). No presente estudo não foi observado 

diferença significativa na concentração de IL-8 entre pacientes e controles, entretanto, um 

indivíduo (MHOM/BR/11/IM5773) apresentou aumento na concentração dessa citocina 

(25,80 pg/mL) na amostra anterior ao início do tratamento e seu tempo de infecção era de 10 

dias, tal dado demonstra a ação dessa citocina no início da infecção uma vez que Il-8 esta 

presente na fase aguda da doença (GABAY; KUSHNER, 2001). Nesse caso o tempo de coleta 

das amostras antes do início do tratamento pode ser crucial para avaliar o papel dessa citocina 

durante processo infeccioso na LTA. 

Diversos autores (ROBERTS 2006; SILVA et al., 2007 BITTAR et al., 2007; 

AUDERSET, et al., 2012; BRELAZ-DE CASTRO et al., 2012) acreditam que citocinas como 

IL-4, IL-10 em razão das ações supressivas nos macrófagos, favorecem a multiplicação do 

parasita e promovem a exacerbação das lesões, nesse caso, é importante ressaltar que tais 

informações são obtidas em estudos usando modelo animal como camundongos BALB-⁄-c 

principalmente em espécies de L. (V.) major ou L. (V.) braziliensis. Nesse trabalho verificou-

se que na infecção por L. (V.) guyanensis os pacientes estimulam maior concentração de IL-4, 
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IL-6 e IL-10 comparado aos controles, o mesmo valor p foi encontrado para IL-5, entretanto, 

a concentração de IL-5 foi muito menor do que os encontrados nos controles. Na avaliação 

dos níveis séricos de IL-4, IL-6, IL-10 nas amostras antes do tratamento com antimonial 

pentavalente (Glucantime®) e controles a mesma diferença estatística foi observada. Porém, 

não foi encontrada diferença significativa ao avaliar a concentração de (IL-4, IL-6 e IL-10) 

apenas na população infectada (AT x PT).  

Bosque et al. (2000) e Bourreau et al. (2001) observaram que infecções do subgênero 

Viannia podem gerar uma resposta hiperinflamatória que não consegue se resolver com um 

único padrão de citocinas, provocando em seres humanos uma resposta  mista de TH1/TH2 em 

infecções por L. (V.)  panamensis. O mesmo parece ser observado na infecção por L. (V.) 

guyanensis com os resultados verificados nesse trabalho. 

Brelaz- de Castro et al. (2012) demonstraram em estudo com antígenos de L. (V.) 

braziliensis uma produção predominante da citocina regulatória (IL-10) e uma produção 

específica de TNF-α, IFN-γ nas amostras de pacientes antes do tratamento. Houve também 

uma predominância de células T CD4
+ 

e uma pequena percentagem de células CD8
+
, 

apresentando na infecção desses pacientes um perfil misto de resposta imunológica. 

Mostraram que na fase inicial ocorre um decrescimento na modulação de perfil TH1, porém as 

frações antigênicas são capazes de estimular uma resposta específica. Esse estudo esta de 

acordo com o que foi encontrado na infecção por L. guyanensis, podendo indicar que L. 

braziliensis e L. guyanensis ambas do subgênero Viannia desencadeiam resposta imune 

semelhante no processo infeccioso. Embora a capacidade de montar resposta esteja associada 

ao controle e cura da infecção, estudos realizados em humanos infectados por L. braziliensis 

demonstraram que a presença de lesões mais agressivas e dano ao tecido estão relacionados à 

exacerbação da resposta imunológica (LESSA et al., 2001; ANTONELLI et al., 2005). 

Maiores níveis de IFN-γ e TNF- α foram observados em estudo realizado por Novoa et al. 
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(2011) com pacientes infectados por L. braziliensis residentes de área endêmica quando 

comparados ao que foi encontrado neste trabalho na infecção por L. guyanensis. 

Cerca de 3% dos pacientes com lesões cutâneas por L. braziliensis podem vir a 

desenvolver forma mucocutânea (JONES et al., 1987; NOVOA et al., 2011). A L. (V.) 

guyanensis também pode causar a forma mucocutânea ao homem (GRIMALDI et al., 1991; 

NAIFF et al., 1988;) entretanto, essa porcentagem não esta totalmente esclarecida. Segundo 

Guerra et al.  (2011),  esta espécie é um agente causador da forma mucosa em diversos 

pacientes que tiveram a forma cutânea tratada de forma inadequada na região Amazônica. 

Todavia, o papel da resposta imune nessa forma clínica ainda precisa ser elucidado. 

Em áreas endêmicas de L. (V.) braziliensis cerca de 10% das pessoas têm a reação de 

IDRM positiva, mas não possuem história prévia de LTA ou cicatriz típica da infecção. Estes 

indivíduos são considerados como tendo uma infecção subclínica e produzem níveis mais 

baixos de IFN-γ e TNF-α do que pacientes com forma sintomática da doença (NOVOA et al., 

2011). Nesse trabalho o teste de IDRM apresentou 92% de positividade, dos 12 pacientes que 

retornaram para leitura do teste, somente um (5,5%) apresentou resultado negativo. È 

importante ressaltar que muitos pacientes (cinco indivíduos) não puderam retornar para a 

leitura do IDRM, demonstrando a dificuldade de utilização desse teste no diagnóstico da LTA 

na região. Correlação entre os níveis de imunoglobulinas (IgG e IgM) não foi encontrado 

quando comparado ao tamanho ou número de lesões. Verificou-se que a reatividade ao 

antígeno de IDRM apresentou distintos tamanhos de enduração nos pacientes com teste 

positivo, entretanto, os pacientes que apresentaram forte resposta ao IDRM apresentavam 

única lesão com característica ulcerada. O exame direto para detecção do parasita em lâmina 

apresentou 83% de positividade nos pacientes estudados e mostrou ser um teste útil e 

relativamente rápido para o diagnóstico da doença.  
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Machado et al. (2011) verificaram que a sensibilidade dos testes sorológicos em 

pacientes com infecção cutânea por L. (V.) braziliensis é baixa. No entanto, o valor preditivo 

ao teste de IDRM nessas infecções é alto e isso não parece ser o que ocorre na infecção por L. 

(V.) guyanensis, pois a reatividade aos testes sorológicos também se mostrou alta. Neste 

trabalho, foi observado 100% de reatividade para IgG e IgM frente ao antígeno homologo de 

Leishmania e o cultivo parasitário também foi positivo em 100% dos pacientes. 

Níveis elevados de IgG e presença de subclasses de IgG1 e IgG3, em pacientes com 

LC ativa por L. braziliensis foi observado por Fagundes-Silva et al. (2012) que detectaram 

70% de negatividade nos testes sorológicos para as imunoglobulinas avaliadas após 24 meses 

da cura clínica. Dados obtidos nesse estudo apontam reatividade de IgG e IgM nos dois 

períodos analisados (AT e PT) ambas amostras apresentaram significância estatística 

(p<0,0001). Apesar da variação observada nas titulações dos testes obtidos nas amostras antes 

do tratamento para IgG em alguns pacientes (IM 5874, IM 5595, IM 5637, IM 5653, IM 

5690, IM 5692, IM 5694) que apresentaram maior titulação nesse momento (AT), a grande 

maioria dos pacientes apresentou  maior título de IgG no pós-tratamento, enquanto que a 

maior reatividade de IgM foi observada nas amostras anterior ao início do tratamento. 

Santos-Gomes et al. (2000) observaram que nas lesões ulceradas causada por L. (V.) 

braziliensis, a sensibilidade do ELISA está em torno de 70% no primeiro ano da doença; 

enquanto que nas lesões por L. (V.) guyanensis a sensibilidade é menor e alguns pacientes são 

persistentemente negativos, esses dados não estão de acordo com o que foi achado nas 

amostras analisadas  nesse estudo, pois até mesmo no período de 10 meses (maior tempo de 

coleta pós-tratamento dos pacientes desse estudo) detectou-se presença de IgG e IgM.  

Escassos são os trabalhos que demonstram a participação de linfócitos B na 

leishmaniose cutânea. Na investigação de linfócitos B e B1 desse estudo, observou-se relação 

estatística significativa (p= 0,0062 para B e p=0,0001 para B1) respectivamente entre 
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infectados e não infectados. Linfócitos B (CD19
+
) são anticorpos específicos enquanto que 

linfócitos B1(CD5
+
/CD19

+
) são produtores de anticorpos naturais. Mesmo ambos tendo 

apresentado diferença significativa, verificou-se que linfócitos B (CD19
+
) aumentaram nas 

amostras antes do tratamento enquanto que na análise do pós-tratamento essa porcentagem 

fica muito próximo do que foi observado na população controle. A mesma similaridade não 

foi encontrada para linfócitos B1 onde a significância estatística se deu no aumento da 

porcentagem celular das amostras pós-tratamento. Foi demonstrado pela técnica de imunoblot 

que o reconhecimento das frações antigênicas em soros de pacientes infectados por L. (V.) 

guyanensis é mais baixo e de menor frequência quando comparado com L. (V.) braziliensis 

(MATTA et al., 2009). Menor reatividade de IgG em soros de pacientes com L. (V.) 

guyanensis foi visto pela técnica de  imunofluorescência, insinuando uma resposta imune 

humoral menos efetiva em pacientes infectados por esta espécie do que com L. (V.)  

braziliensis;  o que poderia explicar alguns aspectos peculiares da apresentação clínica da 

LTA cutânea ocasionada por L. (V.) guyanensis, como maior número de parasitas nas lesões e 

maior resistência ao tratamento, contudo neste trabalho,  verificou-se alta reatividade de 

anticorpos ao antígeno de leishmania e maior presença de linfócitos B quando comparado aos 

controles. Novos estudos devem ser direcionados para compreender o papel dos linfócitos B e 

da resposta humoral nas infecções por L. (V.) guyanensis. 

A IL-17 é uma citocina implicada no recrutamento de neutrófilos e a co-localização 

desta citocina com estes subtipos celulares já foi demonstrada na lesão de pacientes com LM 

(BOAVENTURA et al., 2010).  O papel da IL-17 em infecções parasitárias não está 

esclarecido, no entanto, as células TH17 parecem ter uma forte indução nas doenças 

autoimunes, no câncer, nas reações inflamatórias ricas em neutrófilos, sendo as mesmas 

importantes mediadoras de dano tecidual em doenças inflamatórias. (O'QUINN et al., 2008). 

Verificou-se nesse estudo que a concentração de IL-17 é maior nos indivíduos infectados 
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quando comparado aos controles negativos. Demonstrando a presença de perfil TH17 na fase 

ativa da LC. 

Bacellar et al. (2009) verificaram que IL-17 é produzida durante infecção por L. (V.) 

braziliensis. Os linfócitos obtidos de pacientes com LM e LC, produziram maiores níveis de 

IL-17 quando comparado aos linfócitos obtidos a partir de indivíduos controles. Houve uma 

tendência para o tecido obtido a partir de pacientes com a forma mucosa em conter maior 

número de células que expressam IL-17 em comparação com os tecidos obtidos de pacientes 

com a forma cutânea, e havia correlação direta entre o número de células que expressam IL-

17 e a presença de inflamação celular no local da lesão, confirmando assim o papel dessa 

citocina na patogênese da reação inflamatória na leishmaniose. Neste trabalho a IL-17 

apresentou concentrações elevadas nas amostras antes do início do tratamento, um dos 

pacientes (MHOM/BR/10/IM5637) que apresentava lesão em placa com presença de filtrado 

inflamatório teve a concentração sérica de IL-17 (AT) a 245,96 pg/mL (valor mais alto 

encontrado), detectou-se também que ao comparar os diferentes níveis séricos dessa citocina 

com relação ao tempo de infecção a mesma não apresentou diferença estatística na 

comparação entre os AT x PT. No entanto, na análise da concentração do grupo controle e 

infectados, os níveis séricos apresentaram diferença tanto nas amostras antes do tratamento 

como pós-tratamento com relação aos controles. Pode-se pensar que a liberação de IL-17 tem 

sido estimulada no curso clinico da doença, mas também após cura clínica e cicatrização da 

lesão. Alguns autores sugerem que células de TH17 na LC causada por L. major podem 

contribuir para o agravamento da doença, criando um ambiente inflamatório no local da 

infecção que leva ao recrutamento de granulócitos (KOSTKA et al., 2006; BARTH et al., 

2012). Contudo, seu papel no processo infeccioso na LC precisa ser ainda esclarecido. 

As células T reguladoras (Tregs) desempenham um papel importante na regulação da 

resposta imune, controlando a infecção e exacerbação da resposta, mas ao mesmo tempo 
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regulam o sistema impedindo a cura estéril no intuito de impedir a reativação da doença. 

Estudo realizado com L. braziliensis em camundongos BALB / c por Falcão et al. (2012) 

investigou o papel dessas células no curso clínico da doença e observaram a presença 

CD4
+
/CD25

+
 e Foxp3 na infecção primária.  Curiosamente, uma inoculação secundária com 

L. braziliensis não impediu o desencadeamento de nova infecção nos camundongos curados. 

Esses dados mostram que durante infecção experimental, Tregs estão presentes em 

camundongos curados, mas esta população celular não impede o surgimento de nova 

infecção. Ao avaliar a porcentagem de células Treg (CD4
+
/CD25

+
/FoxP3

+
) em pacientes com 

infecção por L. guyanensis foi observado diferença estatística significativa quando comparado 

aos controles. Nas amostras de sangue periférico avaliadas antes do tratamento com 

antimonial pentavalente (Glucantime ®) a percentual desse grupo celular foi menor quando 

comparado a população sem infecção. A comparação da porcentagem de Treg nos pacientes 

(AT x PT) também apresentou diferença estatística significativa demonstrando que ao término 

do tratamento esse grupo celular tende aumentar e se aproximar ao que foi observado nos 

controles. Tal achado pode sugerir que essas células estão sendo suprimidas na fase aguda da 

doença, pois assim que ocorre a cura clinica as células Treg tendem a retornar aos níveis 

observados nos controles. 

Infecções por parasitas do gênero Leishmania levam a uma ativação rápida e 

transitória de células NK. A ativação das células NK em camundongos requer a presença de 

receptores Toll-like e estimulação das células dendríticas (DC), sendo seguido pela presença 

de IL-12 (BODGAN, 2012). Embora as células NK pareçam não ser essenciais para o 

controle final da leishmaniose cutânea e podem apresentar funções imunossupressoras, elas 

desempenham papel importante na produção de IFN-γ que induzem atividade leishmanicida 

dos macrófagos e ajudam a preparar uma resposta de células TH1 protetoras (BOGDAN, 

2001; STETSON et al., 2003 ; LAOUAR et al., 2005,. PRAJEETH et al., 2011). Entretanto, a 
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atividade citotóxica das células NK é dispensável porque células mielóides infectadas por 

Leishmania são largamente resistente à lise mediada por NK (BODGAN, 2012). No presente 

estudo foram avaliadas as porcentagens de Células NK (CD3
-
/CD16

+
/CD56

+
) e NKT 

(CD3
+
/CD16

+
/CD56

+
) em pacientes com leishmaniose cutânea. Apesar de ambas as 

populações celulares apresentarem resultados significativos (NK p=0,0001 e NKT p<0,0001) 

na comparação entre pacientes econtroles, foi observado pouco aumento de células NK nas 

amostras pós-tratamento e nenhuma diferença na porcentagem de NK entre AT e CN. Já a 

porcentagem de NKT foi consideravelmente menor em AT e PT na comparação com os 

controles negativos. A função das diferentes subpopulações de células NKT no sangue 

periférico humano, ainda não são bem compreendidas, no entanto, as células NKT possuem 

diversas características das células T da imunidade adaptativa. 

As NKT são divididas em subgrupos distintos: os fenótipos CD4
+
 e CD4

-
 em 

camundongos e humanos, e CD8
+
 e CD4

-
CD8

- 
em humanos. Após estímulo, as NKT secretam 

citocinas TH1 e TH2 (GODFREY et al., 2000). A frequência das NKT representa menos de 

1% da população de linfócitos T no sangue periférico humano (EMOTO et al., 1999). Os 

resultados deste estudo sugerem que vários fatores podem alterar a quantidade das células 

NKT na infecção por L. (V.) guyanensis e mais estudos devem ser endereçados para 

esclarecer melhor estes fatos e a importância de NKT na LC causada por esta espécie e sua 

participação na secreção de citocinas pró-inflamatórias, regulatórias e de perfil TH17. 

Bodgan (2012) apresentou importância funcional das células NK na leishmaniose 

cutânea; (1) inibição ou ativação direta de células NK por formas promastigotas de 

leishmania, (2) a supressão do número de células NK ou atividade durante as infecções 

crônicas e não curadas e (3) a recuperação da atividade das células NK após o tratamento. Os 

dados descobertos estão de acordo com o que foi apresentado pelo autor. 
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Independente de saber se as células NK são essenciais ou não para o controle da LC 

em humanos, existem evidencias que tais células desempenham em modelo experimental 

papel importante na ativação de IFN-γ mediada por macrófagos e desenvolvimento de células 

TH1 e efeitos benéficos foram associados com a ativação das células NK em camundongos 

infectados por L. major e L. amazonensis (LAOUAR et al., 2005; BODGAN 2012). Várias 

abordagens têm sido testadas em LC experimental para estimular a atividade das células NK a 

fim de melhorar o curso da infecção ou para atuar na produção de vacinas (REMER et al., 

2010 ). 

Concluímos com os resultados obtidos a existência de perfil misto da resposta imune 

(TH1, TH2 e TH17) na infecção por L. (V.) guyanensis, com presença de sinais pró-

inflamatórios e regulatórios. O tempo da infecção e o tempo da coleta do sangue periférico 

pós-tratamento na análise do perfil da resposta imunológica desencadeada na LC parece ter 

papel importante nos resultados encontrados. Estes dados sugerem que a cura clínica com 

cicatrização das lesões pode não coincidir com a cura parasitológica, visto que, a resposta 

imune continua sendo estimulada mesmo após término do tratamento com antimonial 

pentavalente (Glucantime ®) e fechamento da lesão. Presença de DNA do parasito e parasitos 

viáveis em cicatriz de lesão já foi observada em infecções por L. (V.) braziliensis 

(ANDRADE et al., 2005; PAIVA CAVALCANTI et al., 2013) e por L. (V.) guyanensis 

(NOGUEIRA, 2009 resultados não publicados). No entanto, tais achados podem indicar um 

perfil imunológico menos exacerbado quando comparado com L. (V.) braziliensis 

possivelmente porque infecção por L. (V.) guyanensis parece sugerir a existência de um perfil 

misto de resposta imune (TH1/TH2). As células T e seus mediadores têm um papel 

fundamental na resposta do hospedeiro à Leishmania (Viannia) guyanensis existindo assim 

grande procura por marcadores da infecção que possam indicar o processo de cura em formas 

cutâneas da LTA.  
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Concentrações séricas de citocinas em pacientes infectados por diferentes espécies do 

gênero Leishmania. 
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RESUMO 

 

Foram analisadas as concentrações séricas de citocinas em amostras de sangue 

periférico de 33 pacientes infectados por Leishmania spp.  atendidos no Hospital Thomé de 

Medeiros Raposo e na Unidade Básica de Saúde Manoel Rumão, localizado no município de 

Rio Preto da Eva, estado do Amazonas, Brasil. Todos os pacientes apresentavam lesões 

cutâneas, cujas cepas isoladas foram caracterizadas por eletroforese de isoenzimas e 

identificadas como Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (V.) naiffi e Leishmania 

(Leishmania) amazonensis. A maior parte dos pacientes era do sexo masculino (64%) e a 

faixa etária variou de 18 a 58 anos. A análise comparativa das citocinas pró-inflamatória, 

regulatória e de perfil TH1, TH2 e TH17 entre os indivíduos infectados e não infectados (grupo 

controle) e entre as diferentes espécies circulantes na região, apresentou diferença estatística 

significativa.  Pacientes infectados apresentaram maiores concentrações séricas das citocinas 

quando comparados aos controles. Na comparação entre primo-infectados e pacientes com 

segunda infecção, notou-se maior concentração das citocinas de perfil TH1, TH2 e TH17 na 

infecção primária. Infecção causada por L. (V.) guyanensis foi responsável por 73% dos casos 

e apresentou maior concentração de IL-2; IFN-γ; IL-4 e IL-17 quando comparado com 

infecção causada por L. (L.) amazonensis. Pacientes com infecção por L. (V.) naiffi 

apresentaram maior concentração das citocinas analisadas quando comparado aos não 

infectados, porém, não houve diferença estatística significativa com as outras espécies.  

 

Descritores: Leishmaniose cutânea, Leishmania, citocinas, Amazonas. 
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ABSTRACT 

 

We analyzed the serum concentrations of cytokines in peripheral blood samples of 

33 patients infected with Leishmania spp. treated at the Thomé de Medeiros Raposo Hospital 

and Manoel Rumão Basic Healthcare Unit, in Rio Preto da Eva municipality, Amazonas state, 

Brazil were analyzed. All patients had skin lesions whose isolates were characterized by 

isoenzyme electrophoresis and identified as Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania 

(V.) naiffi and Leishmania (Leishmania) amazonensis. Most patients were male (64%) and the 

age range was 18 to 58 years. A comparative analysis of pro-inflammatory and regulatory 

profile TH1, TH2 and TH17 among individuals infected and uninfected (control group) and 

between different species circulating in the region, showed significant difference. Infected 

patients showed significantly higher serum concentrations of cytokines when compared to 

controls. In the comparison between primo-infected patients and second infection, we noted a 

higher concentration of the cytokine profile of TH1, TH2 and TH17 primary infection. Infection 

caused by L. (V.) guyanensis accounted for 73% of the cases and showed higher 

concentrations of IL-2, IFN-γ, IL-4 and IL-17 when compared to infection by L. (L.) 

amazonensis. Patients with infection by L. (V.) naiffi showed higher concentration of the 

cytokines analyzed when compared to uninfected, however, there was no statistically 

significant difference with the other species. 

 

Key words: Cutaneous leishmaniasis, cytokines, Leishmania, Amazon. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

A infecção por protozoários parasitos do gênero Leishmania está associada a um 

amplo espectro de características clínicas que vão desde lesões cutâneas auto-cicatrizantes na 

leishmaniose tegumentar americana (LTA) até as formas fatais que podem vir a ocorrer na 

leishmaniose visceral. No Brasil, a LTA destaca-se por sua ampla distribuição, ocorrendo em 

todos os Estados da Federação. Estima-se que entre 1990 e 2010 ocorreram mais de 618.207 

casos, com as maiores taxas registradas na Região Norte do país (40%), representando um 

grave problema de saúde pública (BRASIL, 2006; GUIMARÃES 2011). A LTA é 

primariamente uma zoonose (BARRETT; SENRA 1989), com ciclo de transmissão ocorrendo 

entre os flebotomíneos vetores e os animais silvestres. Na maioria das vezes, o homem se 

infecta ao alterar o ambiente interpondo-se ao ciclo silvestre ao penetrar nesse ecossistema 

(LAINSON, 1985; GUERRA et al., 2006;  BRASIL, 2007). 

O quadro clínico depende principalmente da espécie infectante, porém fatores 

relacionados ao hospedeiro também podem determinar o curso da infecção (MAUEL, 2002). 

Diferentes espécies de Leishmania são responsáveis pelos casos de LTA, sendo que, na 

Amazônia, sete espécies estão envolvidas, seis do subgênero Viannia: Leishmania (V.) 

braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.) 

lindenbergi e uma do subgênero Leishmania: Leishmania (Leishmania) amazonensis 

(SILVEIRA et al., 2002; 2004). Já no estado do Amazonas, foram descritas até o momento a 

L. (V.) guyanensis, L. (V.) naiffi, L. (V.) braziliensis, L. (V.) lainsoni e L. (L.) amazonensis 

(TALHARI et al., 2011). 
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No estado do Amazonas, L. (V.) guyanensis é a espécie predominante (NAIFFI et al., 

1999; TALHARI, 2009) e o período de incubação da doença no homem é, em média, de 60 

dias, variando de 2 semanas a 24 meses (BRASIL, 2007).  

A leishmaniose cutânea pode evoluir para a cura espontânea ou progredir para a 

formação de pápulas, nódulos, placas e, principalmente, úlceras. Podem ocorrer, também, 

invasão de linfonodos regionais e progressão para lesões mucosas. O que determinará a 

evolução da infecção e as diferentes formas de apresentação clínica da LTA será, 

basicamente, o tipo de resposta imunitária que o indivíduo irá desenvolver – seja essa TH1 ou 

TH2 (MATTA et al.,  2009). Esta resposta inflamatória, por outro lado, dependerá de aspectos 

ainda não totalmente conhecidos, tais como fatores genéticos do hospedeiro e a espécie de 

Leishmania responsável pela infecção (SILVEIRA et al., 2004; 2008). Dentre os fatores 

genéticos incluem-se a existência de genes promotores do Fator de Necrose Tumoral (TNF), 

resposta efetiva de células Natural Killers (NK) frente à interleucina 12 (IL-12) a produção 

adequada de interferon gama (INF-γ), dentre outras, além da espécie de Leishmania 

responsável pela infecção (SILVEIRA et al., 2004; 2008).  

O tratamento da LTA é baseado em quimioterapia e depende da forma clínica e co-

morbidades. A droga de primeira escolha para o tratamento no Brasil é o antimoniato de N-

metilglucamina (Glucantine®) [OLIVEIRA et al., 2012].  Os índices de cura com os 

antimoniais, na LTA, são difíceis de ser avaliados, face à falta de estudos controlados e das 

diferentes posologias empregadas (TALHARI, 2009). É provável que as espécies de 

Leishmania tenham influência na resposta terapêutica aos antimoniais (ROMERO et al., 

2001; AREVALO 2007). Já no que diz respeito ao diagnóstico, no caso deste ser o  

parasitológico para LTA faz-se o exame direto ou cultura, utilizando material coletado para 

biópsia ou escarificado da lesão. A confirmação laboratorial deve ser preferencialmente por 

meio do encontro do parasito em tecido cutâneo (GONTIJO; CARVALHO, 2003). Existem 
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dificuldades quanto a esse  diagnóstico, que é realizado por associações clínicas, 

epidemiológicas e laboratoriais. Considerando os benefícios da citometria de fluxo e sua 

abordagem utilizada na pesquisa, este estudo apresenta, por meio dessa técnica, a análise das 

concentrações séricas das citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-α e IFN-γ) no curso 

clínico da infecção causada por diferentes espécies de leishmanias causadoras da LTA antes 

do tratamento preconizado pelo Ministério da Saúde. 

O conhecimento dos mecanismos da infecção, do funcionamento do sistema imune 

do hospedeiro, e a terapêutica utilizada nas regiões onde ocorrem diferentes espécies 

circulantes do parasito são de suma importância para o planejamento de estratégias de 

controle da doença.  Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar os aspectos 

clínicos e imunológicos de 33 pacientes com LTA, atendidos em uma Unidade Básica de 

Saúde e no Hospital do município de Rio Preto da Eva, estado do Amazonas.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Área de estudo: O município de Rio Preto da Eva, Amazonas, situa-se próximo ao 

Km 80 da Rodovia AM-010 (3°07’06“ S, 59°W), distando 57,5 Km da capital do Estado, 

fazendo parte da Região Metropolitana de Manaus. A cobertura vegetal é de floresta tropical 

úmida de terra-firme, apresentando grande diversidade de espécies.  

Casos clínicos: Pacientes com suspeita de LTA foram examinados para o 

diagnóstico da infecção, tendo sido atendidos no Hospital Thomé de Medeiros Raposo e na 

Unidade Básica de Saúde Manoel Rumão, em Rio Preto da Eva, Amazonas. O estudo foi 

desenvolvido de acordo com os requisitos do Conselho Nacional de Saúde, Resolução 196/96, 

sendo aprovado pelo comitê de ética em pesquisas envolvendo seres humanos do INPA sob o 

número 193/2008 e 006/2010. Foram incluídos pacientes diagnosticados com LTA, 
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ocasionada por diferentes espécies do parasito e um grupo de indivíduos sem infecção 

(controle negativo), pareados por sexo e idade. Todos os participantes do estudo assinaram o 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) aceitando participar da pesquisa 

(Anexo I e III) e responderam questionário padrão (Anexo II) 

 

Exames Parasitológicos e Isolamento Parasitário: Todos os pacientes foram 

submetidos a exame direto por escarificação da borda das lesões cutâneas para pesquisa de 

amastigotas em lâminas, utilizando-se o kit Panótico (Marca: LB Laborclin) e microscopia 

óptica. O material escarificado da borda das lesões também foi semeado em meio de cultivo 

bifásico ágar sangue NNN (Neal, Novy, 1904; Nicolle, 1908) e posteriormente expandido em 

meio líquido Schneider completo (pH 7,2 contendo 10% de Soro Fetal Bovino 

inativado/SFBi), para preparação de massa parasitária a ser utilizada na caracterização 

bioquímica e criopreservação.  

 

Caracterização Bioquímica: As cepas isoladas foram caracterizadas pela técnica de 

eletroforese de isoenzimas em gel de agarose, conforme protocolo descrito por Cupolillo 

(1992) utilizando oito sistemas enzimáticos: Malato Desidrogenase (MDH, E.C.1.1.1.37), 

Isocitrato Desidrogenase (IDH, E.C.1.1.1.42) com substrato NAD e NADP, Enzima Málica 

(ME, E.C.1.1.1.40), Glicose-6-fosfato Desidrogenase (G6PDH, E.C.1.1.1.49), 6-

Fosfogluconato Desidrogenase (6PGDH, E.C.1.1.1.44), Aconitato Hidratase (ACON, 

E.C.4.2.1.3) e Hexoquinase (HK, E.C.2.7.1.1). A identificação das espécies foi obtida através 

da comparação dos perfis isoenzimáticos das amostras com cepas padrões de L. (V.) 

braziliensis (MHOM⁄BR⁄1975⁄M2903) L. (V.) guyanensis (MHOM⁄BR⁄1975⁄M4147), L. (V.) 

naiffi (MDAS⁄BR⁄1979⁄M5533) e L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8). 
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Amostras de sangue periférico: Para obtenção de soro e plasma foram colhidos 4 

mL de sangue periférico dos pacientes e dos indivíduos sem infecção (controles negativos). 

As amostras foram coletadas em tubos vacutainer (BD VacutainerTM, Juiz de Fora, MG, 

Brasil) sem solução de EDTA como anticoagulante.  

 

Análise de Citocinas Séricas: A dosagem de citocinas das amostras de soro dos 

pacientes e controles foi realizada pela técnica de Citometria de Fluxo CBA (Cytometric Bead 

Array) com o Kit BDTM Human TH1/TH2/TH17 Cytokine (Cat. N° 560484, Lot.: 29132, 

marca BD® Biosciences, San Diego, CA, USA), seguindo as orientações descritas pelo 

fabricante. As citocinas quantificadas foram: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ e IL17. 

O Kit BDTM CBA utiliza uma série de partículas (microesferas ou beads) de 

tamanho conhecido e com intensidade de fluorescência distinta para detectar simultaneamente 

através de uma superfície de captura as várias citocinas solúveis. Cada bead de captura esta 

conjugada com um anticorpo específico para cada citocina. A detecção das citocinas presentes 

na amostra é realizada através de anticorpos conjugados ao fluorocromo ficoeritrina (PE) que 

fornecem um sinal fluorescente em proporção a quantidade de citocina da amostra ligada a 

bead. Os complexos formados de bead de captura + citocina da amostra + anticorpo de 

detecção são quantificados através da Citometria de Fluxo. A intensidade da Fluorescência PE 

de cada complexo revela a concentração em pg/mL de cada citocina. Para a aquisição das 

amostras foi utilizado o Citômetro de Fluxo FACSCanto II (Becton, Dickinson and Company, 

San Jose, CA, USA)da Fundação de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas-HEMOAM. 

Para o cálculo das concentrações em pg/mL e Intensidade Média de Fluorescência (MFI) de 

cada citocina foi utilizado o software FCAP-ArrayTM (v3.0.1). 
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Leitura e análises estatísticas: A leitura das amostras foi realizada em citômetro de 

fluxo FACSCanto II (BD) e as análises das concentrações séricas foram realizadas com o 

software FCAP-Array (v3.0). Os resultados foram analisados com o software estatístico 

GraphPad Prism® (v6.0). Utilizando teste não-paramétrico (Kruskall-Wallis e Mann-

Whitney). Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.  

  

RESULTADOS 

 

Durante o período de estudo, foram atendidos 33 pacientes, sendo 24 primo-infecção 

e nove pacientes que apresentaram segunda infecção por formas clinicas de leishmaniose 

cutânea causada por diferentes espécies envolvidas na transmissão (Fig. 1). Foram coletadas 

19 amostras de sangue periférico de indivíduos não infectados enquadrados como grupo 

controle. 

Nos pacientes que apresentaram primo-infecção para LTA a espécie L. (V.) 

guyanensis foi responsável por 19 (73%) casos da infecção, seguida por L. (L.) amazonensis 

com 12% (quatro indivíduos) e L. (V.) naiffi com três casos (9%). Em sete pacientes (21%) 

não foi possível realizar a caracterização da espécie. Os pacientes com suspeita de infecção 

por leishmanias foram atendidos no Hospital Thomé de Medeiros Raposo e na Unidade 

Básica de Saúde Manoel Rumão, em Rio Preto da Eva. Na Tabela 01, estão descritas 

informações de dados demográficos e as características clínico-epidemiológicas dos 

pacientes, obtidas a partir dos questionários aplicados, onde 21 (64%) eram do sexo 

masculino e 12 (36%) do sexo feminino. A idade dos pacientes variou de 18 a 58 anos. Os 

pacientes apresentaram de uma a oito lesões cutâneas, sendo que a grande maioria  (23/69%) 

apresentava única lesão. O tempo de evolução variou de 07 a 180 dias (Tab. 01). Em relação à 

ocupação, 100% dos pacientes era agricultor.  
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Figura 1. Lesões cutâneas de pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana no 

município de Rio Preto da Eva. Lesões de pacientes infectados por Leishmania (Viannia) 

guyanensis (1), Leishmania (Leishmania) amazonensis (2) e Leishmania (Viannia) naiffi 

(3,4).  
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Tabela 01. Dados clinico-epidemiológicos de pacientes com leishmaniose tegumentar na 

Unidade Mista de Saúde Thomé de Medeiros Raposo e na Unidade Básica de Saúde Manoel 

Rumão, Rio Preto da Eva/AM. 

 

*Legenda: Isolados: M-mamífero; HOM- Homo sapiens; BR-país de origem (Brasil)/ano de isolamento/código 

original utilizado pelo INPA; Sexo: M- masculino; F- feminino. NR: não-realizado.1= lesão de maior tamanho;  

P=infecção primária; S=infecção secundária. 
 

Código Internacional a 
Gênero 

sexual 
Espécie 

Idade 

(anos) 

Tempo 

de 

Infecção 

(dias) 

Nº de 

lesões 

Nº de 

infecções 

Tamanho 

da Lesão1 

(mm) 

MHOM/BR/09/IM5553 M L.. naiffi 34 120 01 p NR 

MHOM/BR/09/IM5562 M L. naiffi 26 160 02 P 02x02 

MHOM/BR/09/IM5584 M L. amazonensis 58 45 01 P 08x08 

MHOM/BR/10/IM5637 F L. guyanensis 31 60 01 P 17x18 

MHOM/BR/10/IM5641 F L. guyanensis 41 150 03 S 21x15 

MHOM/BR/10/IM5653 M L. guyanensis 18 90 01 P 30x20 

MHOM/BR/10/IM5657 M L. guyanensis 56 37 01 P 19x17 

MHOM/BR/10/IM5665 M L. naiffi 23 90 03 P 08x06 

MHOM/BR/10/IM5684 M Leishmania sp. 41 NR 01 S NR 

MHOM/BR/10/IM5690 F L. guyanensis 58 60 01 P 17x18 

MHOM/BR/10/IM5692 F L. guyanensis 30 15 02 P 60x60 

MHOM/BR/10/IM5694 M L. guyanensis 29 14 01 P 20x23 

MHOM/BR/11/IM5697 M L. guyanensis 19 14 01 P 13x16 

MHOM/BR/11/IM5749 M L. guyanensis 38 30 01 P 17x14 

MHOM/BR/11/IM5772 M L. guyanensis 26 120 01 P 10x08 

MHOM/BR/11/IM5773 M L. guyanensis 30 10 01 P 32x21 

MHOM/BR/11/IM5775 M L. guyanensis 24 21 04 P 08x05 

MHOM/BR/11/IM5828 M L. guyanensis 43 150 01 P 11x8 

MHOM/BR/11/IM5833 F L. guyanensis 21 30 01 P 70x70 

MHOM/BR/11/IM5869 M L. guyanensis 24 60 08 P 60x60 

MHOM/BR/11/IM5875 M L. guyanensis 49 30 01 P 11x7 

MHOM/BR/11/IM5894 M L. guyanensis 27 30 01 S 20x12 

MHOM/BR/11/IM5950 F L. amazonensis 30 30 01 P 25x26 

MHOM/BR/11/IM5955 F L. amazonensis 29 15 01 P 60x90 

MHOM/BR/11/IM5962 M Leishmania sp. 30 60 02 S 06x05 

MHOM/BR/11/IM5969 F Leishmania sp. 30 15 01 S 10x07 

MHOM/BR/11/IM5976 F L. guyanensis 18 21 01 P 17x13 

MHOM/BR/11/IM5985 F L. guyanensis 25 15 01 P 12x12 

MHOM/BR/12/IM6006 M Leishmania sp. 33 180 01 S NR 

MHOM/BR/12/IM6016 F Leishmania sp. 30 120 04 S 11x11 

MHOM/BR/12/IM6025 M Leishmania sp. 31 07 01 S 01x01 

MHOM/BR/12/IM6034 M L. amazonensis 42 21 01 P 29x15 

MHOM/BR/12/IM6038 F Leishmania sp. 48 30 01 S 17x17 
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Concentração das Citocinas Séricas nos pacientes com Leishmaniose cutânea: 

As concentrações séricas das citocinas estão descritas em pg/mL e foram utilizadas 

nas análises estatísticas.  

Citocinas pró-inflamatórias e de perfil TH1 (IL-2, TNF-α, IFN-γ) dosadas pela 

metodologia do CBA nos pacientes primo-infectados pelas três espécies encontradas, 

apresentaram valores significativos quando comparado com os valores de referência 

encontrados nos indivíduos não infectados (controles negativos) obtido através do teste não 

paramétrico Kruskal-Wallis. Os valores encontrados foram p<0,0001 para IL-2 e p=0,0002 

para TNF-α e IFN-γ (Fig. 02). Na análise comparativa das citocinas pró-inflamatórias entre as 

espécies, foi encontrado diferença significativa entre L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis 

para IL-2 que apresentou p=0,0002 e IFN- γ com p=0,0412. Notou-se que pacientes com L. 

(V.) guyanensis apresentaram maiores concentrações dessas citocinas quando comparado à 

infecção por L. (L.) amazonensis. Apesar de pacientes infectados por L. (V.) naiffi não 

apresentarem valores distintos estatisticamente com as outras espécies analisadas, pôde-se 

observar que dois indivíduos (MHOM/BR/09/IM5553 e MHOM/BR/10/IM5665) com 

infecção por L. (V.) naiffi apresentaram elevada concentração de TNF-α. Maior concentração 

de IFN-γ na infecção por L. (V.) guyanensis também foi observada quando comparado as 

outras espécies. 
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Figura 02. Concentrações séricas de citocinas (IL-2, TNF-α e IFN-γ) em amostras do soro de 

pacientes infectados por Leishmania  e  indivíduos não infectados (grupo controle). Os 

resultados foram expressos como valores médios ± desvio padrão (linhas horizontais e 

verticais) de citocinas séricas (pg/mL). Legenda: CN- controle negativo; L.g- Leishmania 

(Viannia)  guyanensis; L.n- L. (Viannia)  naiffi; L.a- L. (Leishmania) amazonensis. 

 

 

Citocina regulatória (IL-10) e de perfil TH2 e TH17 (IL-4, IL-6 e IL-17) nos primo-

infectados apresentaram diferença significativa na análise comparativa entre os dois grupos 

(não infectados x infectados/todas as espécies). A IL-10 apresentou aumento significativo no 

grupo de indivíduos infectados quando comparado com os controles p=0,0002. O mesmo foi 

observado na concentração da IL-4 (p=0,0016); IL-6 (p<0,0001) e IL-17 (p=0,0002).  

Diferença significativa foi observada ainda entre os subgrupos analisados, na 

comparação entre as diferentes espécies de Leishmania foi encontrada diferença na 
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concentração de IL-4 (p=0,0132); IL-10 (p=0,0085) e IL-17 (p=0,0042) nos pacientes com 

infecção causada por L. (V.) guyanensis quando comparado com infecção causada por L. (L.) 

amazonensis (Fig. 03).  IL-6 não apresentou diferença significativa na análise entre as 

espécies estudadas. 

Observou-se que mesmo sem diferença estatística significativa, pacientes infectados 

por L. (V.) naiffi apresentaram maior concentração dessas citocinas quando comparado com L. 

(L.) amazonensis. Notou-se que o perfil das citocinas em infecção por L. (V.) naiffi parece ser 

semelhante à infecção por L. (V.) guyanensis.  

Nos pacientes com segunda infecção por Leishmania, foi encontrada diferença 

estatística significativa para IL-2 p<0,0001 e IFN-γ p=0,0006 que apresentaram miores 

concentrações quando comparados aos controles. A citocina TNF-α não apresentou diferença 

significativa. Bem como não foi encontrada diferença nas citocinas (IL-2, IFN-γ, TNF-α) 

entre indivíduos infectados por L. (V.) guyanensis e indivíduos sem espécie caracterizada 

(Fig. 04). No entanto, mesmo sem apresentar diferença estatística significativa, a 

concentração sérica do TNF-α na segunda infecção por Lesihmania apresentou menor nível 

quando comparado aos controles. Tal citocina, nesse grupo estudado (segunda infecção) foi a 

única a apresentar queda antes do início do tratamento. 



116 

 

 

A citocina regulatória IL-10 nos pacientes com segunda infecção para LTA apresentou 

aumento significativo quando comparado aos controles (p<0,0001). Diferença significativa 

também foi observada para (IL-4 e IL-17) com p=0,0187 e p=0,0004 respectivamente. Na 

análise estatística a IL-6 não apresentou diferença sisgnificativa entre infectados e não 

infectados, entretanto, a média da concentração dessa citocina foi maior do que o observado 

no grupo controle. 

 

Figura 03. Concentrações séricas de citocinas (IL-10, IL-4, IL-6 e IL-17) em amostras do soro 

de pacientes infectados por Leishmania e população sem infecção (controles). Os resultados 

foram expressos como valores médios ±desvio padrão (linhas horizontais e verticais) padrão 

de citocinas séricas (pg/mL). Legenda: CN- controle negativo; L.g- L. (Viannia) guyanensis; 

L.n- L. (Viannia) naiffi; L.a- L. (Leishmania) amazonensis. 
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Figura 04. Concentrações séricas de citocinas (IL-2, TNF-α e IFN-γ) em amostras do soro de 

pacientes com segunda infecção por Leishmania e indivíduos sem infecção (controles). Os 

resultados foram expressos como valores médios ±desvio padrão (linhas horizontais e 

verticais) de citocinas séricas (pg/mL). Legenda: CN- controle negativo; L.g- L. (Viannia) 

guyanensis; L.sp- Leishmania sp. 

 

 

 

 

Nenhuma diferença estatisticamente significativa nas concentrações das citocinas 

entre L. (V.) guyanensis e Leishmania sp foi observada (Fig. 05). 
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Figura 05. Concentrações séricas de citocinas (IL-10, IL-4, IL-6 e IL-17) em amostras do soro 

de pacientes com segunda infecção por Leishmania e indivíduos sem infecção (controles). Os 

resultados foram expressos como valores médios ±desvio padrão (linhas horizontais e 

verticais) padrão de citocinas séricas (pg/mL). Legenda: CN- controle negativo; L.g- L. 

(Viannia) guyanensis; L.sp- Leishmania sp. 

 

 

 

As figuras 06 e 07 mostram as concentrações das citocinas nos dois grupos estudados 

(primo-infectados e pacientes com segunda infecção para LTA) e controles. Notou-se que as 

concentrações das citocinas foram maiores no grupo com primo-infecção quando comparado 

aos com segunda infecção e controles.  Na análise das citocinas de perfil TH1 foi encontrado 

diferença significativa entre pacientes infectados (primo e segunda infecção) e não infectados 
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para IL-2 e IFN-γ (p<0,0001 em ambas citocinas) e TNF-α (p=0,0009). Ao compararmos as 

concentrações dessas citocinas entre pacientes primo-infectados com segunda infecção para 

LTA não foi observado diferença estatística significativa entre os dois grupos, apesar dos 

primo-infectados apresentarem maiores concentrações séricas de (IL-2, IFN-γ e TNF-α). 

Notou-se com esse resultado que TNF-α na infecção secundária por Leishmania é expresso 

em menor concentração do que na infecção primária, porém sem diferença estatística 

significativa (p=0,2100) [Fig. 06].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 06. Concentrações séricas de citocinas (IL-2, TNF-α e IFN-γ) em amostras do soro de 

pacientes primo-infectados e com segunda infecção por Leishmania e indivíduos sem infecção 

(controles). Os resultados foram expressos como valores médios ±desvio padrão (linhas 

horizontais e verticais) de citocinas séricas (pg/mL). Legenda: CN- controle negativo; P= 

infecção primária; S= infecção secundária. 



120 

 

 

 

Na análise das citocinas regulatórias e de perfil TH2 e TH17 entre os primo-infectados 

e com segunda infecção foi encontrado diferença significativa nas concentrações séricas de 

IL-4 (p=0,0086) e IL-10 (p=0,0297). Na comparação entre pacientes (primo e segunda 

infecção) e controles negativos foi observado diferença significativa para todas as citocinas 

analisadas, sendo IL-4 (p=0,0012); IL-10 e IL-6 (p<0,0001) e IL-17 (p=0,0006) [Fig. 7]. 

 

Figura 07. Concentrações séricas de citocinas (IL-10, IL-4, IL-6 e IL-17) em amostras do soro 

de pacientes primo-infectados e com segunda infecção por Leishmania e indivíduos sem 

infecção (controles). Os resultados foram expressos como valores médios ±desvio padrão 

(linhas horizontais e verticais) de citocinas séricas (pg/mL). Legenda: CN- controle negativo; 

P= infecção primária; S= infecção secundária. 

DISCUSSÃO 
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A LTA é caracterizada por um espectro de manifestações cutâneas. O sinal clínico 

clássico inicial da doença é o aparecimento de um nódulo eritematoso, que pode ser único ou 

múltiplos, geralmente localizado em região exposta do tegumento. Ao realizar o diagnóstico 

da LTA é importante investigar a história do paciente, os achados clínicos, a informação 

epidemiológica e realizar testes diagnósticos adicionais. Nesse trabalho expomos as 

concentrações séricas de citocinas na infecção por diferentes espécies de Leishmania em 

pacientes diagnosticados com leishmaniose cutânea e que não haviam iniciado o tratamento 

recomendado pelo Ministério da Saúde.  

As citocinas possuem papel central na resposta imune, apresentando efeitos locais e 

sistêmicos (ALEXANDER; HILTON, 2004). O equilíbrio na produção de citocinas pró-

inflamatórias e regulatórias determina o perfil de resposta imune, além de influenciar na 

gravidade da doença (KAIKO et al,. 2008 ; RAUTAJOKI et al, 2008). 

Especialmente em camundongos a resistência à infecção está associada a uma 

resposta TH1 com a produção de citocinas IL-12, IFN-γ e TNF-α enquanto a suscetibilidade 

deve-se a uma resposta regulatória com a produção de IL-10 e também de outras citosinas 

como IL-4 e TGF-β (BARRAL et al., 1993; BOGDAN, 1998; KANE et al., 2001; MURRAY 

et al., 2002; TRINCHIERI et al., 2003;  TRINCHIERI et al., 2007). 

As citocinas pró-inflamatórias e precursoras de perfil TH1 (IL-2, IFN-γ e TNF-α) 

apresentaram maiores concentrações em indivíduos primo-infectados quando comparados 

com controles negativos. Tais citocinas estimulam atividade macrofágica que desempenha 

papel crucial no mecanismo de eliminação do parasita (BACELLAR et al., 2002; 

DEGROSSOLI et al., 2011). Na análise comparativa entre as espécies, constatou-se que L. 

(V.) guyanensis apresenta maior concentração de IL-2 e IFN-γ quando comparado com 

infecção por L. (L.) amazonensis. Apesar de pacientes primo-infectados por LTA 
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apresentarem maiores concentrações dessas citocinas, não foi encontrada diferença 

significativa com as amostras de pacientes com segunda infecção. IFN-γ é produzido por 

células T, células dendríticas, macrófagos e células NK e tem a função de induzir a síntese de 

óxido nítrico no macrófago, ativando funções microbicidas ao parasita (TRINCHIERI et al., 

1993; REINER, LOCKSLEY, 1995). Esta citocina limita o crescimento de Leishmania sp. em 

macrófagos murinos e humanos, limitando assim a progressão da doença (MURRAY et al, 

1992). Nestes modelos, a modulação local ou sistêmica dos níveis de IFN-γ é um 

determinante crítico na resolução da infecção. Também foi constatado por LIEW, 2003 que o 

TNF-α produzido, sobretudo por macrófagos, age juntamente com IFN-γ, induzindo a 

produção de óxido nítrico e consequentemente a morte de amastigotas no interior de 

macrófagos. Estudo realizado por Pinheiro e Rossi-Bergmann, 2007 indicou que o IFN- γ é 

necessário para o controle de infecção por L. major contendo a expansão de células TH2 em 

infecções experimentais causada por essa espécie. Este mesmo estudo sugere que a ação dessa 

citocina se mantém de maneira distinta nas infecções por L. major e L. amazonensis 

demonstrando que em infecções por L. amazonensis a ação do IFN-γ não é efetiva nas 

primeiras semanas de infecção. A IL-10 exerce efeito importante sobre a produção do IFN-γ 

tanto ao nível de controle da indução como ao nível da função efetora, tal fator, pode 

determinar o curso da infecção por Leishmania (KIMA; SOON, 2013).  

Latifynia  et al. (2012) avaliaram os níveis de TNF-α nas amostras do soro de 

pacientes com infecção ativa por Lesihmania e pacientes que receberam tratamento e 

apresentaram recidiva, constataram que a concentração dessa citocina não foi elevada e não 

houve diferença em sua concentração quando comparado aos controles, apesar desse estudo 

não citar se esses pacientes tinham infecção primária ou secundária, a baixa concentração do 

TNF-α  parece desempenhar um papel essencial nas infecções graves por Leishmania 

(LATIFYNIA  et al., 2012). No presente estudo, observou-se queda na concentração do TNF-
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α nas amostras de pacientes com segunda infecçãomas sem diferença significativa quando 

comparado aos controles, reforçando sua importância durante processo infeccioso. 

Nesse trabalho, foi verificado aumento significativo das citocinas IL-10, IL-4, IL-6 e 

IL-17 no grupo infectado quando comparado aos controles. Notou-se que pacientes infectados 

por L. (L.) amazonensis expressam menor concentração sérica de IL-4 e IL-17 quando 

comparado a infecção causada por L. (V.) guyanensis.  

A IL-17 desempenha papel fundamental no processo inflamatório, em doenças 

autoimunes e câncer (KOLLS; LINDÉN, 2004; KOSTKA  et al., 2009; LEE et al., 2010).  A 

IL-17 possui múltiplos efeitos, atuando tanto na indução de citocinas pró-inflamatórias quanto 

no recrutamento e ativação de leucócitos. Embora seu papel na leishmaniose cutânea não ser 

totalmente compreendido, essa citocina parece desempenhar importante papel na patogênese 

da doença (BACELLAR et al., 2009; BUENO et al., 2012). Bacellar et al. (2009) observaram 

que IL-17 é produzida durante infecção por L. (V.) braziliensis e linfócitos obtidos de 

pacientes com leishmaniose cutânea e leishmaniose mucocutânea, produziram concentrações 

mais elevadas de IL-17 que linfócitos obtidos a partir de indivíduos não infectados. A 

presença das células TH17 na lesão foi associada aos neutrófilos e a destruição tecidual 

(BACELLAR et al., 2009; BOAVENTURA et al., 2010). Na infecção por L. guyanensis a IL-

17 apresentou maior concentração quando comparado às outras espécies analisadas. Todavia, 

não foi observada diferença significativa entre os primo-infectados e com segunda infecção 

por L. guyanensis desse estudo. 

A IL-6 é uma citocina produzida por diversos tipos de células e está envolvida na 

resposta da fase aguda, na maturação das células B e diferenciação de macrófagos. A IL-6 

promove a diferenciação de TH2 e inibe simultaneamente TH1 através de mecanismos 

moleculares independentes. Nesse trabalho os pacientes primo-infectados apresentaram altas 

concentrações séricas de IL-6 quando comparados aos controles (p<0,0001), o mesmo não foi 
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observado na análise dos pacientes com segunda infecção. Em pacientes com segunda 

infecção por Leishmania, a concentração de IL-6 foi pouco menor que na infecção primária, 

mas sem diferença significativa entre os dois grupos. Não foi observada diferença na 

concentração de IL-6 na comparação das três espécies estudadas. 

A IL-4 produzida, sobretudo por linfócitos T, demonstrou sua ação moduladora do 

sistema imune em modelo murino, por regular a secreção ou os efeitos de proteção de 

citocinas específicas da resposta TH1 como IFN-γ e IL-12, sendo relacionada ao 

desenvolvimento de doença ativa neste modelo (MIRALLES et al., 1994). Outras citocinas, 

assim como o IL-4, apresentam atividade imunorreguladora, podendo suprir a capacidade 

microbicida dos macrófagos, inibindo sua capacidade de controle intracelular de crescimento 

do parasito (BARRAL et al., 1993). Pacientes com infecção primária por Leishmania 

apresentaram maior concentração dessa citocina quando comparado a indivíduos com 

segunda infecção (p=0,0086) esses dados demonstram ativação de IL-4 no primeiro contato 

ao parasito e sua presença no curso clínico da infecção causada por diferentes espécies de 

Leishmania. No entanto, observou-se que infecção primária causada por L. amazonensis 

apresentou menor concentração de IL-4 quando comparado a L. guyanensis e L. naiffi. 

A IL-10 desempenha função regulatória na resposta imune. Os principais alvos dessa 

citocina vão desde a inibição de mediadores inflamatórios até a produção de respostas TH1, 

TH2 e a ativação de monócitos (SIEWE et al., 2006; SABAT, 2010). Alguns estudos indicam 

que a produção de IL-10 por células T CD4 CD25 (Treg) está relacionada com a persistência 

da Leishmania e reativação da doença (MENDEZ et al., 2004; BELKAID, 2007; BITTAR et 

al., 2007).  Estudos com camundongos nocauteados (knock-out) para IL-10 infectados com 

baixa dose de parasitos desenvolveram resposta imune aumentada e eliminação total dos 

parasitos. Esses camundongos perderam a imunidade à reinfecção, sugerindo, portanto, que a 

persistência parasitária é necessária para manter a imunidade (BELKAID et al., 2001; 2002; 
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KAYE; SCOTT, 2011).  A secreção de IL-10 por células TH1, seria, portanto, um mecanismo 

autorregulatório que minimiza a imunopatologia na LTA (NULÉN; GAUTAN, 2010; 

CASTRO, 2011). Neste estudo, menor concentração de IL-10 foi observada no grupo com 

segunda infecção quando comparado aos primo-infectados. Infecção por L. guyanensis 

apresentou maior concentração de IL-10 quando comparado à infecção L. amazonensis 

(p=0,0085) e L. naiffi (sem significância estatística) tais resultados sugerem um perfil misto 

de resposta (TH1/TH2) na infecção por L. guyanensis. Particularmente, alguns pacientes 

infectados por L. guyanensis (MHOM/BR/11/IM5749 MHOM/BR/11/IM5752; 

MHOM/BR/11/IM5775) apresentaram maior concentração de IL-10 quando comparado a 

outros indivíduos com infecção pela mesma espécie. Em dois desses pacientes verificou-se 

maior número de lesões (4 lesões) e tempo de evolução da doença em torno de 21 dias. Reis et 

al. (2009)  demonstraram  maior  produção de IFN-γ e menor produção de IL-10 em pacientes 

com infecção por L. braziliensis antes do tratamento, entretanto após o tratamento as 

concentração de IFN- γ caíram e IL-10 aumentou, tais resultados sugerem que infecções 

causadas por L. braziliensis não apresentam mesmo perfil imunológico que o observado em L. 

guyanensis nesse estudo. 

Atualmente, não existe nenhuma maneira de prever em quem as formas mais graves 

da doença se desenvolverá (SCOTT, 2011). Esses resultados demonstram a ação de algumas 

citocinas envolvidas no curso clínico LTA e como o desequilíbrio das mesmas e a relação 

parasito/hospedeiro podem interferir na cura ou no desenvolvimento de recidivas e formas 

mais graves da doença. 
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3.   DISCUSSÃO GERAL 

 

 

O sistema imune atua numa rede de cooperação, envolvendo a participação de muitos 

componentes estruturais, moleculares e celulares. A geração de uma resposta imune adequada 

durante processo infeccioso é o ponto crucial para direcionar a progressão ou cura da doença; 

ou ainda, no caso específico das leishmanioses, para um padrão assintomático da infecção. A 

resposta imune à Leishmania é iniciada no local de entrada do parasito através das células 

sentinelas, onde as formas promastigotas são interiorizadas, promovendo a ativação da 

resposta (GORDON; HELMING; MARTINEZ, 2009).  

As células hospedeiras das espécies de protozoários do gênero Leishmania 

desempenham um papel fundamental para promover o elo ideal entre a imunidade inata e 

adaptativa, e o grau de virulência do parasito poderá influenciar em três pontos cruciais da 

indução da resposta adaptativa adequada; (i) a apresentação antigênica, (ii) a expressão de 

moléculas co-estimuladoras e a produção de citocinas. Nesse contexto, subconjuntos distintos 

de células T CD4
+
 podem ser gerados a partir da estimulação por células apresentadoras de 

antígenos (APCs) infectadas (BOGDAN, 2000; GORDON, 2002; JANEWAY; 

MEDZHITOV, 2002; RITTIG; TRINCHIERI; SHER, 2007). 

Em seres humanos, as características do parasito e da resposta imune do hospedeiro 

definem a ampla diversidade de formas clínicas da infecção causada por Leishmania, porém, 

independente de qual seja a espécie envolvida, a cura clínica é obtida após indução de 

eficiente resposta imune celular (CÁCERES-DITTMAR et al., 1993; CONVIT et al., 1993; 

PIRMEZ et al., 1993; SILVEIRA et al, 2004, 2009).  Já é bem consolidado que os parasitos 

do gênero Leishmania, especialmente na LC, induzem um padrão de citocinas pró-

inflamatórias relacionadas com o perfil TH1, como IL-12, TNF e IFN-γ, por macrófagos e 
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outras células do sistema imunológico em hospedeiros resistentes (JERONIMO; PEARSON; 

WILSON, 2005; BOGDAN; LIESE; SCHLEICHER, 2008). Como descrito anteriormente, 

outro subconjunto pró-inflamatório conhecido por ter um papel importante em algumas 

infecções intracelulares é o perfil TH17 (VAN et al., 2009). A diferenciação desse padrão 

efetor requer a presença das citocinas IL-1β, TGF-β, IL-6 e IL-23 no microambiente 

inflamatório durante processo infeccioso causado por diferentes microorganismos 

(SOUMELIS; VOLPE, 2008).  

Nesse trabalho, foi demostrado que a infecção por L. (V.) guyanensis induz a 

liberação de citocinas, tanto de perfil TH1 (IL-12, TNF-α, IFN-γ) como de perfil TH2 (IL-4, 

IL-6), regulatórias (IL-10) e TH17 (IL-17). Contudo, citocinas pró-inflamatórias (IL-12, IFN-

γ) apresentaram maior concentração nas amostras antes do tratamento quando comparadas aos 

controle, e com amostras após término do tratamento. Observou-se também que infecções 

causadas por L. (L.) amazonensis apresentam maiores concentrações de citocinas pró-

inflamatórias quando comparado aos controles, no entanto, essa concentração foi menor na 

comparação com as outras espécies (L. (V.) guyanensis e L. (V.) naiffi).  

Na infecção por L. (V.) guyanensis, algumas citocinas como IL-2, IL-12 e IFN-γ 

parecem desempenhar importante papel na resolução da doença. Suas concentrações são 

maiores quando comparada à população controle tanto antes do tratamento (AT) como pós- 

tratamento (PT) e cicatrização da lesão. Maior percentual de linfócitos T CD4
+
 também foi 

observado ao fim do tratamento quando comparado aos controles, atestando assim, a presença 

de um tipo de resposta celular na infecção. Entretanto, a porcentagem de células T 

regulatórias e NKT, bem como, a concentração de IL-5 foi menor nos dois momentos (AT e 

PT) quando comparado aos controles.   

Embora a polarização do perfil TH17 inflamatório esteja relacionada com a 

patogênese de várias auto-imunidades e doenças inflamatórias crônicas, como 
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encefalomielite, esclerose múltipla e sistêmica, psoríase, artrite reumatoide, lúpus eritematoso 

sistêmico (KURASAWA et al., 2000; LANGRISH et al., 2005; WILSON et al., 2007), 

esquistossomose e LC por L. (L.) major (LOPEZ et al., 2009), nesse estudo o papel da IL-17 

parece ser crucial na imunidade da LC por L. (V.) guyanensis, uma vez que seus níveis foram 

evidentemente maiores nos dois momentos analisados (AT e PT) quando comparados aos 

controles.  

Bacellar et al. (2009), observaram que IL-17 é produzida durante infecção por L. (V.) 

braziliensis em humanos. Linfócitos obtidos de pacientes com leishmaniose mucosa e 

leishmaniose cutânea produziram níveis mais elevados de IL-17 que linfócitos obtidos a partir 

de indivíduos não infectados. Houve uma tendência para o tecido obtido a partir de pacientes 

com a forma mucosa em conter maior número de células que expressam IL-17 em 

comparação com os tecidos obtidos de pacientes com a forma cutânea, e havia correlação 

direta entre o número de células que expressavam IL-17 e a presença de inflamação no local 

da lesão, confirmando assim o papel desta citocina na patogênese da reação inflamatória na 

leishmaniose, o que talvez, poderia explicar a associação da L. (V.) guyanensis em formas 

mais graves da doença como a leishmaniose mucocutânea, uma vez que a concentração dessa 

citocina continua elevada mesmo após cura clínica da infecção. 

Já se sabe que a IL-10 atua em ambos os sistemas, inato e adaptativo regulando a 

resposta imunológica e minimizando a lesão tecidual (BOND; FIORENTINO; MOSMANN, 

1989). Há inúmeros estudos que demonstram íntima relação entre a produção de IL-10 com a 

susceptibilidade do hospedeiro e exacerbação da leishmaniose (CARVALHO et al., 1989; 

GHALIB et al., 1993; MURRAY, 2001; BELKAID et al., 2001; ALEXANDER; FARRELL, 

2003; ALEXANDER; BRYSON, 2005; WILSON; JERONIMO; PEARSON, 2005; 

JANKOVIC; TRINCHIERI, 2007; NYLEN; SACKS, 2007). Além disso, o papel regulador 

da IL-10 influência negativamente a capacidade proliferativa de linfócitos e, portanto, a IL-10 
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é considerada uma citocina reguladora (GHALIB et al., 1993; NYLEN; SACKS, 2007; 

GAUTAM et al., 2011). Assim, a regulação positiva de IL-10 nos pacientes estudados parece 

ser um componente determinante na diminuição da inflamação.  A concentração nos níveis 

séricos dessa citocina foi maior nas amostras antes do tratamento em indivíduos infectados 

por L. (V.) guyanensis quando comparada às infecções por L. (V.) naiffi e L. (L.) amazonensis, 

no entanto, a concentração de INF-γ em L. guyanensis também foi maior. Estudos 

experimentais em camundongos com L. (L.) major e outros agentes infecciosos mostram que 

a IL-10 também pode ser produzida por células TH1 polifuncionais, como um mecanismo de 

imunorregulação durante fortes reações inflamatórias (ANDERSON et al., 2007; 

JANKOVIC; TRINCHIERI, 2007).  

Dados da literatura mostram que a presença de TGF-β e IL-6 leva a concomitante 

produção de IL-10 e a regulação positiva de células TH17, bem como da citocina IL-17. Esse 

fato parece estar envolvido com a manutenção da homeostase, e sugere que ambas IL-17 e IL-

10 são dependentes de TGF-β e IL-6 (MCGEACHY et al., 2007; DIVEU; MCGEACHY; 

CUA, 2008). Neste estudo, nas infecções por L. (V.) guyanensis foi verificado maior na 

concentração das citocinas IL-6, IL-10 e IL-17 nos dois momentos, AT e PT, na comparação 

com grupo controle, porém, nas amostras pós-tratamento observa-se menor concentração 

sérica das mesmas.  

Citocinas como IL-10 e TGF-β podem facilitar a proliferação do parasito 

(CARVALHO; SCHRIEFER; WILSON, 2008; ASSIS et al., 2013) que na sua forma 

promastigota estimula a produção de IFN-γ por NK (NYLEN et al., 2003). IFN-γ por sua vez, 

ativa os macrófagos que desempenham papel crucial na morte do parasito e resolução da 

infecção (CARVALHO, SCHRIEFER; WILSON, 2008). No entanto, alguns autores 

demonstram que mesmo na presença de citocinas como IFN-γ a doença pode progredir e 

apresentar comprometimento das mucosas (CARVALHO et al.,2007, GAZE; DUTRA; 
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LESSA, 2006). A produção do IFN-γ parece estar associada tanto a cura como ao 

agravamento da lesão (SALHI et al., 2008). Em infecções causadas por L. (V.) braziliensis, 

foi verificado presença da IL-10 na fase inicial da infecção e associação dessa citocina com 

persistência parasitária (SALHI et al., 2008). À medida que a infecção por L. (V.) braziliensis 

progride, os níveis de IFN-γ aumentam e predominam sobre os níveis de IL-10 (GOMES-

SILVA et al., 2007). Nesse trabalho, o mesmo não foi observado, uma vez que as 

concentrações de IFN-γ nas amostras após-tratamento apresentaram ligeira queda na suas 

expressões.  

O aumento na produção de linfócitos T CD8
+
 em infecções por L. (V.) braziliensis 

parece contribuir para a imunopatologia da doença e estão associados a um tipo de resposta 

imune exagerada (RUIZ; BECKER 2007). Nesse trabalho, foi verificado que infecções por L. 

(V.) guyanensis apresentam baixa produtividade de linfócitos T CD8
+
 nos dois momentos AT 

e PT, quando comparados com a população controle. Isso poderia explicar alguns aspectos 

peculiares das infecções causadas por L. (V.) guyanensis quando comparado a L. (V.) 

braziliensis, sendo que essa última parece apresentar resposta imune mais exacerbada e está 

relacionada com maior comprometimento de mucosa (CARVALHO et al., 2012; SALHI et 

al., 2008). Tal aspecto é evidenciado por Leopoldo et al. (2006), que relatam que na LC e LM 

causada por L. (V.) braziliensis existe um forte desvio TH1 e, embora o número de parasitos 

no tecido seja escasso ou até ausente, há desenvolvimento de lesão. Células mononucleares de 

sangue periférico de indivíduos com LTA estimuladas com antígeno de L. (V.) braziliensis 

produzem grande quantidade de IFN-γ, IL-2 e TNF-α, e pouca IL-10. Como habitualmente o 

sistema imune não consegue destruir completamente as leishmanias, essa forte resposta TH1 

termina por levar a ocorrência de uma reação inflamatória muito intensa e a dano aos tecidos 

próprios, resultando no aparecimento de úlceras na pele e na mucosa (VIEIRA et al., 2013). 

Tem participação importante nesse dano tecidual a produção acentuada de TNF-α e de NO. 
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 Evidências de que a resposta imune celular participa da patogenia da LC e LM 

incluem: a) o tratamento precoce da infecção não impede o aparecimento da lesão 

(MACHADO et al., 2002; 2007); b) existência de forte reação inflamatória no tecido com 

maior concentração de TNF- α, IFN-γ e poucos parasitos na lesão (RIBEIRO DE JESUS et 

al., 1998; PIRMEZ et al., 1993; MACHADO et al., 2002; MATTNER et al., 2004); c) 

associação de antimonial com droga inibidora de TNF-α cura pacientes com leishmaniose 

mucosa que são refratários ao tratamento com antimonial (LESSA et al., 2001; MACHADO 

et al., 2007). 

O reconhecimento do parasito e a produção de citocinas são os dois principais 

mecanismos estimulatórios para as células NK, e ambos estimulam suas respostas efetoras 

(ALLI; KHAR, 2004). O principal mecanismo de ativação das células NK se dá através de 

interação do lipofosfoglicano (LPG) do parasito com receptor TLR-2 (Becker et al., 2003) e 

apesar das células NK não serem essenciais para o controle final da LC (BOGDAN, 2001; 

PRAJEETH et al, 2011) elas podem induzir atividade leishmanicida dos macrófagos e ajudar 

na preparação de resposta de células T de proteção (BOGDAN, 2001; KELLY; STETSON; 

LOCKSLEY, 2003 ; LAOUAR et al. 2005; PEREIRA et al., 2009; PRAJEETH et al, 2011). 

Correlação significativa entre valores de NKT na infecção por L. (V.) guyanensis foi 

verificado nesse trabalho, menor porcentagem desse tipo celular foi observada nas amostras 

de pacientes infectados antes do tratamento quando comparado com população controle. 

Entretanto, nas amostras analisadas após término do tratamento foi verificado maior 

percentual de NKT, demonstrando que a infecção por L. (V.) guyanensis desempenha 

supressão desse tipo celular durante processo infeccioso.  

Um desequilíbrio entre as populações celulares circulantes poderia estar envolvido 

na imunopatogenia da LTA. Soares et al. (2006), demonstraram que pacientes com 

leishmaniose cutânea localizada apresentaram elevado número de monócitos  CD14
+
CD16

+
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no sangue periférico quando comparado com controles sadios, e uma associação entre o 

número dos monócitos CD16
+
 e a gravidade da doença foi relatada. Na análise de monócitos 

(CD14
+
) e monócitos ativados (CD14

+
CD80

+
) desse trabalho, foi verificado que monócitos 

ativados CD14
+
CD80

+
 apresentam maior porcentagem na infecção por L. (V.) guyanensis 

quando comparado com indivíduos não infectados, especialmente nas amostras após término 

do tratamento. 

A presença de resposta imune humoral de perfil TH2 na Leishmaniose tegumentar 

parece estar relacionada à persistência e cronicidade da doença; e a presença de citocinas IL-4 

e IL-5 está relacionada à susceptibilidade ao parasito (SCOTT et al, 1988; SCOTT et al, 

1989). Turetz et al. (2002), observaram que os pacientes com leishmaniose disseminada 

também produziam mais IL-5 e IL-10 que os pacientes portadores de LC. Esses achados 

sugerem que a disseminação das lesões está relacionada a uma supressão inicial da resposta 

protetora TH1, com proliferação do parasito (CARVALHO et al, 1994). 

 Nesse estudo, foi verificado que as concentrações de IL-5 nas amostras antes do 

início do tratamento nos pacientes com LC causada por L. (V.) guyanensis apresentavam-se 

baixas, enquanto que IL-4 e IL-10 estavam elevadas.  Após o término do tratamento, as 

concentrações de IL-4 eram mais altas que nas amostras pré-tratamento e controles, 

ressaltando a presença de IL-4 após a cura clínica nas infecções por L. (V.) guyanensis, em 

desacordo com o observado por Brelaz-de-Castro et al. (2012) que verificaram que pacientes 

com LC causada por L. (V.)  braziliensis induziam altas concentrações de IL-4 na fase inicial 

da doença e  antes do tratamento, contudo, ao término do tratamento e com a cura clínica da 

lesão, as concentrações de IL-4 diminuíam e ficavam próximas ao observado na população 

controle.  

As porcentagens de linfócitos B (CD19
+
) estavam aumentadas antes do tratamento, 

no entanto, após o termino do tratamento seu valor apresentou concentração muito próxima 
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do observado na população controle. Mostrando assim, a presença desse perfil celular durante 

processo infeccioso por L. (V.) guyanensis. 

As células T reguladoras executam um papel geral na regulação imune, controlando a 

infecção e exacerbação da resposta, mas ao mesmo tempo regulam o sistema impedindo a 

cura estéril no intuito de impedir a reativação da doença (BELKAID et al., 2002; FALCÃO et 

al., 2012). Os mecanismos utilizados pelas Tregs para exercerem a função supressora ainda 

não foram totalmente esclarecidos, bem como seu papel nas infecções por leishmanias 

(SOJKA; HUANG; FOWELL 2008). Estudo realizado por Falcão et al. (2012), demonstrou 

presença desse tipo celular em camundongos BALB/c infectados por L. (V.) braziliensis,  

mesmo após cura clínica. Nos pacientes aqui estudados com infecção por L. (V.) guyanensis, 

foi visto que as células T regulatórias (CD4
+
/CD25

+
/FoxP3

+
) apresentam acentuada queda nas 

amostras antes do tratamento quando comparadas com população controle e seu número tende 

a aumentar após término do tratamento, no entanto, não atinge a mesma porcentagem que a 

população sadia. Esses dados sugerem que na infecção por L. (V.) guyanensis, este atua de 

forma a suprimir a diferenciação desse grupo celular durante processo infeccioso, e novos 

estudos devem ser realizados a fim de se conhecer os mecanismos que levam ao controle ou à 

persistência dos parasitos no hospedeiro humano.  

Os pacientes deste estudo foram provenientes de áreas consideradas endêmicas da 

doença. Foi observada maior prevalência de LTA em indivíduos do sexo masculino e adultos 

jovens. Este perfil de ocorrência é encontrado no país, onde a doença atinge 

predominantemente indivíduos do sexo masculino em idade produtiva (BRASIL, 2007). 

Nesse estudo, o exame direto na borda das lesões suspeitas de LTA apresentou um 

significativo índice de positividade (83%), ao contrário de outros trabalhos, onde a média é 

em torno de sessenta por cento (BRASIL, 2007; BRITO et al., 2000, 2001; REIS et al., 2009; 

SAMPAIO et al., 2002).  
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Cerca de 10% dos indivíduos que vivem em área endêmica para LTA causada por L. 

(V.) braziliensis apresentam positividade para o teste de IDRM (Carvalho et al., 2012). Nesse 

trabalho, o teste de IDRM apresentou 92% de positividade nos pacientes infectados por L. (V.) 

guyanensis, contudo, cinco indivíduos não retornaram para a leitura do exame, o que 

dificultou a avaliação da efetividade do teste, evidenciando assim a dificuldade do uso do 

IDRM no diagnóstico da LTA. A sorologia para IgG e IgM,  bem como o cultivo parasitário e 

inoculação em hamster apresentaram 100% de positividade, entretanto, é importante ressaltar 

que o diagnóstico utilizando meio de cultivo e inoculação em hasmter está disponível nos 

grandes centros de pesquisa, não estando usualmente acessível aos serviços de saúde.  

Ainda que em todos os pacientes tenha sido possível detectar a presença de 

anticorpos IgM e IgG produzidos contra o antígeno homólogo de Leishmania, e valores em 

torno de 92% de positividade para IDRM, exames parasitológicos ainda são considerados 

métodos gold standard no diagnóstico da doença.  

Embora a resposta imune seja fundamental para a defesa contra a maioria de agentes 

infecciosos, muitas evidências têm se acumulado nos últimos anos quanto aos principais 

aspectos patológicos de diversas doenças infecciosas, referindo-se a estes como não 

relacionados a uma ação direta do agente agressor, mas sim como sendo uma resposta imune 

anormal (SINGH; TRIPATHI; NAIK, 2007; KAYE; SCOTT, 2011). Nos seres humanos os 

mecanismos da imunidade celular desempenham um importante papel no controle das 

infecções por Leishmania spp. e no sucesso do tratamento (NAIK; INGH; TRIPATHI, 2007; 

KAYE; SCOTT, 2011; CARVALHO et al., 2012). Estudos que busquem elucidar a relação 

entre parasito x resposta imune no hospedeiro humano devem ser realizados a fim de 

compreender a dinâmica dessa doença endêmica em diversos continentes, mas que no Brasil, 

em particular, possui um número diverso de formas clínicas e agentes causais. 
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4.   CONCLUSÕES 

 

 Ficou demonstrada a presença de perfil misto de resposta imune TH1/TH2/TH17 na 

infecção por Leishmania (Viannia) guyanensis; 

 Constatou-se presença de citocinas e células de perfil TH1/TH2/TH17 na infecção 

por L. (V.) guyanensis após cura clínica por tratamento quimioterápico com antimonial 

pentavalente, sugerindo a persistência parasitária nos pacientes estudados sendo muitas vezes 

necessária para a manutenção da imunidade. A possibilidade de persistência parasitaria pode 

ser reforçada pela demonstração da produção de IL10 por células T CD4
+
 CD25

+
 (Treg) no 

pós-tratamento com antimonial; 

 Várias sugestões tem sido feitas com relação aos efeitos dos antimoniais na 

resposta imune, e geralmente o argumento é de que estes agentes se beneficiam de citocinas 

pró-inflamatórias para estimular adequadamente os macrófagos. Neste estudo foi detectada a 

manutenção ou maiores concentrações de citocinas pró-inflamatórias e regulatórias após cura-

clinica, da mesma forma que se evidencia o aumento no percentual de monócitos ativados. 

Estes dados em conjunto, sugerem que por algum mecanismo os monócitos continuam sendo 

ativados e que algumas destas citocinas estejam sendo produzidas. A IL-12 e IFN-γ 

apresentaram menores concentrações no pós-tratamento, sugerindo a regulação da resposta 

imune e a redução da carga parasitaria por morte celular;  

 As celulas T Natural Killer (NKT) representam um raro subtipo de linfócito T 

considerado parte do sistema imune inato. Expressam também marcadores de células NK o 

que as coloca na interface entre a imunidade inata e a adaptativa. Neste estudo verificou-se 

redução no percentual dessas células no sangue periférico dos indivíduos infectados com L. 

(V.) guyanensis quando comparados ao grupo controle demostrando provável supressão destas 

células na infecção ativa por esta espécie de Leishmania; 
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 A intradermorreação de Montenegro utilizando antígeno do Ministério da Saúde 

demonstrou eficácia em mais de 90% dos testes realizados, entretanto, não pode ser 

considerado um teste de diagnóstico uma vez que indivíduos com cura clinica geralmente são 

reativos. Outro problema relacionado a este exame refere-se ao difícil retorno para leitura da 

área de enduração do teste, que se apresentou neste estudo como fraco, médio e fortemente 

reativo; 

 A infecção por L. (Leishmania) amazonensis apresentou menor concentração de 

citocinas pró-inflamatórias, regulatórias e de perfil TH17 quando comparado à infecção pelas 

outras duas espécies, L. (V.) guyanensis e L. (V.) naiffi, demonstrando a variabilidade da 

resposta imune de acordo com a espécie de leishmania. 
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ANEXO I 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PACIENTES COM LTA (ANEXO I) 

        A pesquisadora Thaís Tibery Espir, pede sua autorização para realizar exames em sua ferida nas 

atividades do Projeto de Pesquisa “Estudo do perfil da resposta imunológica de pacientes infectados por 

Leishmania spp. e o emprego de marcadores imunológicos no diagnóstico da Leishmaniose cutânea no 

Amazonas”. Serão realizados exames de laboratório a partir da ferida e do sangue para descobrir se tem a 

doença de Leishmaniose Tegumentar conhecida como “Ferida brava”. O sangue coletado por uma seringa de 

5ml, não dói e nem prejudica a saúde. A coleta será realizada novamente daqui a 15 dias e após o tratamento. A 

vantagem de sua participação é apenas de caráter científico ao auxiliar este estudo que poderá proporcionar um 

exame menos agressivo no diagnóstico da Leishmaniose e através do sangue poderemos conhecer quais células 

estão envolvidas no processo de cura da infecção. Veja como é: 

 

 

 

 

 Exames realizados na ferida: 1. Exame direto - retirar um pouco do líquido que está na ferida e colocar numa 

lamina e olhar no microscópio para procurar o “micróbio” da Leishmania    

 

 

 

2. Cultivo - colocar em tubos com alimentos para fazer o “micróbio” crescer  

 

3. Sorologia - tentar dosar a quantidade de “soldados de defesa” que o seu organismo está produzindo durante o 

período da doença. 

A pesquisadora não dará nenhum benefício em dinheiro ou algo em troca e o sangue somente será utilizado para 

essa pesquisa. Se tiver alguém que não queira participar da pesquisa, os exames também serão realizados apenas 

para saber se está doente de Leishmaniose e caso você queira se retirar do estudo em qualquer momento 

nada prejudicará seu tratamento para detecção e tratamento da doenca. Durante o estudo caso sinta-se mal, 

mesmo durante a noite, procure o membro clínico da equipe na Unidade de saúde Básica Manoel Romão no Km 

135 da AM 010.Caso você queira saber mais detalhes, faça contato com o a pesquisadora pelo telefone (92) 

3643-3065 ou pelo E-mail: thaistibery@yahoo.com.br. Os resultados serão divulgados nos meios científicos, 

sem os nomes ou características que possam identificar os pacientes que participaram da pesquisa. 

Eu, ___________________________________________ residente na comunidade 

________________________ entendi e dou meu consentimento para realizarem os exames do projeto para 

descobrir o “parasita” da Leishmania na minha ferida ou sangue e atesto que me foi entregue uma cópia desse 

documento. 

............................................................                ............/........../.............                --------------------------------- 

           Assinatura do paciente                                   Data                                 Assinatura do Pesquisador 

Depósito coletor 

do sangue  

Estender o braço e 

prender com garrote 

Coletar o sangue com 

seringa de 5ml   

Colocar o sangue 

no tubo 

mailto:thaistibery@yahoo.com.br
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ANEXO II 

Pesquisadora  Responsável                                                             Data 

Ficha de investigação                                      Numero de registro____________ 

Dados do paciente 

1- Nome do paciente  

2- Data de nascimento 

___/___/_____ 

3- Idade:  
4- Sexo: □ 

1-Masculino 2- Feminino 

5- Telefone: 

 

6- Endereço completo: 

 

Antecedentes epidemiológicos: 

7- Data da investigação 

___/___/_____ 

8- Ocupação/ ramo de atividade econômica: 

 

 

9- Deslocamentos (datas e locais freqüentados no período de seis meses anterior ao início dos 

sinais e sintomas) 

Data Município 

  

  

Dados Clínicos 

10- Presença de lesão: □ 

1- Cutânea 2- Mucosa  

3- Cutânea difusa 

11- Em caso de presença de lesão mucosa, há presença de 

cicatrizes cutâneas: □ 

1- Sim  2- Não 

12- Parasitológico direto □ 1- 

Positivo 2- Negativo 3- Não realizado 

13- IDRM □ 

1- Positivo 2- Negativo 3- Não 

realizado 

14- Tempo de evolução da 

lesão:_____________ 

15- Número de lesões:_____ 16- Características das lesões: 
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Obs: Locais indicados no verso 

16- Outras infecções □ 

1- Diabetes   2- Dermatológicas   3- DST   4- Parasitárias   Especificar:_______________________________________ 

17- Faz uso de algum medicamento? □ 1- Sim 2-Não  

Especificar ________________________________________________________________ 

 

Tratamento 

18- Data de início do 

tratamento:  

___/___/_____ 

19- Droga inicial utilizada: □ 

1- Antimonial pentavalente  2- Anfotericina b  3- Pentamidina  4- Outras 

20- Peso: ________Kg 21- Dose prescrita em mg/kg/dia: __________ 

22- Outra droga utilizada na falência do tratamento inicial: □ 

1- Antimonial pentavalente  2- Anfotericina b  3- Pentamidina  4- Não se aplica 
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Local das lesões: 
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ANEXO III 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO (ANEXO III) 

  A pesquisadora Thaís Tibery Espir pede autorização para coletar seu sangue que irá ajudar 

na realização das atividades do Projeto de Pesquisa “Estudo do perfil da resposta 

imunológica de pacientes infectados por leishmania ssp. e o emprego de marcadores 

imunológicos no diagnóstico da Leishmaniose cutânea no Amazonas” Se você autorizar 

esta coleta, seu sangue será utilizado como sangue de pessoa sem a doença Leishmaniose e 

servirá para compararmos com o sangue de outras pessoas que têm a doença. O que não for 

usado será guardado na coleção de soros do Laboratório de Leishmaniose e Doença de 

Chagas da Coordenação de Pesquisa em Ciências da Saúde. A coleta de 5 mL de sangue será 

realizada em uma veia de seu braço, podendo proporcionar uma leve dor no ato da coleta  e 

uma pequena mancha roxa que desaparecerá em 3 a 4 dias após a coleta.  

Mesmo após sua autorização, terá o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em 

qualquer fase da pesquisa, independente do motivo e sem prejuízo do atendimento fornecido 

pela pesquisadora. Você não terá nenhuma despesa e também nenhuma remuneração. 

Consequentemente a vantagem de sua participação é apenas de caráter científico ao auxiliar 

este estudo que poderá proporcionar um exame menos agressivo no diagnóstico da 

Leishmaniose.  

Os resultados da pesquisa serão analisados e divulgados, porém sua identidade será mantida 

em sigilo para sempre. Se você quiser saber mais detalhes e os resultados da pesquisa, faça 

contato com o(a) pesquisador(a) pelo telefone (92) 36433065 ou 88119108 ou pelo E-mail: 

thaistibery@yahoo.com.br. 

Consentimento Após–Informação 

Eu,___________________________________________________________,  por me 

considerar 

devidamente informado e esclarecido sobre o conteúdo deste documento e da pesquisa a ser 

desenvolvida, livremente dou meu consentimento para inclusão como participante da pesquisa 

e atesto que me foi entregue uma cópia desse documento. 

 

_________________________________   ou                                         ____-______-_____ 

            Assinatura do participante                                                                        Data 

 

                      

        _________________________                                                          ____-______-_____

 

Impressão do dedo polegar 

Caso não saiba assinar 
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ANEXO IV 

 

Concentrações séricas de citocinas (pg/mL) em sangue periférico nas amostras de pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana causada 

por Leishmania (Viannia) guyanensis. 

Legenda: AT-antes tratamento; PT: pós-tratamento com antimonial pentavalente, * não apresentou resultado significativo.

ISOLADOS 
IL-2 

AT / PT 

IL-4 

AT/PT 

IL-6 

AT/PT 

IL-10 

AT/PT 

IL-17 

AT/PT 

TNF 

AT/PT 

INF-y 

AT/PT 

IL-5 

AT/PT 

IL-8 

AT/PT 

IL-12 

AT/PT 

MHOM/BR/11/ IM 5875 
218,79/ 220,22 

 
210,21/ 218,79 271,70/ 253,11 87,23/ 111,54 144,43/144,43 157,30/ 174,46 

77,22/ 92,95 

 
11,50/14,90 4,58/5,99 1,502/838,0 

MHOM/BR/11/IM 5869 234,52/ 218,79 204,49/ 185,90 193,05/191,62 101,53/102,96 155,87/ 131,56 147,29/161,59 
87,23/ 70,07 

 
5,91/9,80 7,07/7,75 

1,519/1,295 
 

MHOM/BR/11/ IM 5874 220,22/ 218,79 185,90/ 184,47 191,62/167,31 91,52/ 88,66 140,14/ 128,70 167,31/ 157,30 
82,94/ 82,94 

 
13,20/18,30 13,30/24,04 1,180/738,0 

MHOM/BR/08/ IM 5515 225,94/ 237,38 187,33/ 211,64 234,52/ 195,91 98,67/ 70,07 150,15/ 138,71 153,01/ 161,59 
77,22/ 77,22 

 
9,47/13,80 6,18/7,24 1.205/782,0 

MHOM/BR/09/ IM 5595 224,51/217,36 187,33/ 193,05 177,32/ 193,05 80,08/ 101,53 131,56/ 165,88 135,85/ 161,59 
70,07/ 68,64 

 
10,50/15,40 8,09/6,10 2,136/859,0 

MHOM/BR/11/ IM 5772 214,50/220,22 205,92/ 198,77 173,03/ 268,84 134,42/132,99 132,99/ 134,42 167,31/ 163,02 
82,94/ 94,38 

 
7,51/14,20 8,42/8,09 1,347/844,0 

MHOM/BR/10/IM 5653 224,51/ 221,65 164,45/ 208,78 201,63/ 208,78 101,53/ 110,11 121,55/ 143,00 151,58/ 155,87 
80,08/ 72,93 

 
9,60/15,20 8,25/7,77 1,256/716,0 

MHOM/BR/10/IM5694 220,22/ 211,64 193,05/ 183,04 187,33/ 221,65 90,09/ 75,79 127,27/ 144,43 151,58/ 145,86 
72,93/ 92,95 

 
12,80/20,40 5,99/6,36 1,775/1,462 

MHOM/BR/11/IM5747 
223,08/208,78 

 

190,19/185,90 

 

364,65/ 150,15 

 

101,53/ 90,09 

 

214,50/ 115,83 

 

158,73/ 141,57 

 

118,69/ 60,06 

 
9,82/15,40 6,72/3,85 1,256/876,0 

MHOM/BR/11/IM5749 
227,37/ 213,07 

 

185,90/ 197,34 

 

163,02/ 161,59 

 

112,97/ 95,81 

 

238,81/ 132,99 

 

165,88/ 155,87 

 

117,26/ 67,21 

 
10,47/18,98 9,89/13,30 849,0/517,0 

MHOM/BR/10/IM5692 
205,92/ 197,34 

 
193,05/ 177,32 

 
213,07/ 194,48 

 
94,38/ 90,09 

 
128,70/ 115,83 

 
151,58/ 148,72 

 
100,10/ 85,80 

 
6,23/11,80 10,50/7,32 1,276/659,0 

MHOM/BR/10/IM5690 
221,65/ 214,50 

 

195,91/ 204,49 

 

197,34/ 168,74 

 

77,22/ 87,23 

 

137,28/ 143,00 

 

165,88/ 153,01 

 

82,94/ 80,08 

 
11,25/18,42 6,18/5,61 1,136/1,015 

MHOM/BR/10/IM5637 
225,94/ 215,93 

 

181,61/ 170,17 

 

197,34/ 185,90 

 

101,53/ 101,53 

 

245,96/ 140,14 

 

153,01/ 145,86 

 

77,22/ 70,07 

 
15,60/21,40 8,65/8,42 895,0/654,0 

MHOM/BR/11/IM5828 
208,78/ 205,92 

 
187,33/ 180,18 

 
190,19/ 168,74 

 
101,53/ 82,94 

 
125,84/ 141,57 

 
144,43/ 155,87 

 
68,64/ 65,78 

 
8,97/15,74 7,79/13,30 1,502/1,141 

MHOM/BR/11/IM5773 
211,64/ 214,50 

 

187,33/ 188,76 

 

203,06/ 247,39 

 

95,81/ 97,24 

 

121,55/ 114,40 

 

145,86/ 143,00 

 
85,80/ 84,37 21,90/28,95 25,80/13,30 1,212/889,0 

MHOM/BR/11/IM5697 
208,78/ 217,36 

 

187,33/ 195,91 

 

208,78/ 165,88 

 

95,81/ 87,23 

 

200,20/ 137,28 

 

150,15/ 155,87 

 

87,23/ 71,50 

 
7,89/16,62 13,00/13,50 1,256/768,0 

MHOM/BR/11/ IM 5976 
205,92/217,36 

 
175,89/184,47 

 
191,62/ 234,52 

 
82,94/ 92,95 

 
132,99/ 178,75 

 
150,15/ 140,14 64,35/ 82,94 8,98/15,40 7,65/5,22 1.595/1,550 

Pvalor p<0,0001 p<0,0001 p=0,0007 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p=0,6012* p<0,0001 
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ANEXO V 

Concentrações séricas de citocinas (pg/ml) em sangue periférico nas amostras de pacientes 

com Leishmaniose Tegumentar Americana. 

ISOLADOS IL-2 IL-4 IL-6 IL-10 IL-17 TNF-α INF-γ 

MHOM/BR/09/IM5553 240,24 171,60 171,60 81,51 117,26 183,04 72,93 

MHOM/BR/09/IM5562 198,77 178,75 177,32 92,95 115,83 137,28 61,49 

MHOM/BR/09/IM5584 183,04 175,89 150,15 78,65 118,69 148,72 58,63 

MHOM/BR/10/IM5637 225,94 181,61 197,34 101,53 245,96 153,01 77,22 

MHOM/BR/10/IM5641 215,93 188,76 193,05 82,94 124,41 161,59 74,36 

MHOM/BR/10/IM5653 224,51 164,45 201,63 101,53 121,55 151,58 80,08 

MHOM/BR/10/IM5657 208,78 193,05 205,92 94,38 358,93 144,43 75,79 

MHOM/BR/10/IM5665 218,79 204,49 195,91 90,09 153,01 174,46 82,94 

MHOM/BR/10/IM5684 205,92 180,18 194,48 81,51 286,00 134,42 65,78 

MHOM/BR/10/IM5690 221,65 195,91 197,34 77,22 137,28 165,88 82,94 

MHOM/BR/10/IM5692 205,92 193,05 213,07 94,38 128,70 151,58 100,10 

MHOM/BR/10/IM5694 220,22 193,05 187,33 90,09 127,27 151,58 72,93 

MHOM/BR/11/IM5697 208,78 187,33 208,78 95,81 200,20 150,15 87,23 

MHOM/BR/11/IM5749 227,37 185,90 163,02 112,97 238,81 165,88 117,26 

MHOM/BR/11/IM5772 203,06 180,18 155,87 137,28 124,41 141,57 74,36 

MHOM/BR/11/IM5773 211,64 187,33 203,06 95,81 121,55 145,86 85,80 

MHOM/BR/11/IM5775 227,37 185,90 163,02 112,97 238,81 165,88 117,26 

MHOM/BR/11/IM5828 208,78 187,33 190,19 101,53 125,84 144,43 68,64 

MHOM/BR/11/IM5833 237,48 221,65 214,50 128,70 117,26 221,75 80,08 

MHOM/BR/11/IM5869 234,52 204,49 193,05 101,53 155,87 147,29 87,23 

MHOM/BR/11/IM5875 218,79 210,21 271,70 87,23 144,43 157,30 77,22 

MHOM/BR/11/IM5894 221,65 187,33 208,78 80,08 121,55 153,01 98,67 

MHOM/BR/11/IM5950 194,48 177,32 213,07 82,94 118,69 141,57 67,21 

MHOM/BR/11/IM5955 195,91 181,61 163,02 87,23 125,84 155,87 72,93 

MHOM/BR/11/IM5962 208,78 178,75 181,61 81,51 153,01 128,70 77,22 

MHOM/BR/11/IM5969 210,21 180,18 157,30 87,23 125,84 154,44 62,92 

MHOM/BR/11/IM5976 205,92 175,89 191,62 82,94 132,99 150,15 64,35 

MHOM/BR/11/IM5985 203,06 181,61 184,47 90,09 140,14 138,71 80,08 

MHOM/BR/12/IM6006 203,06 178,75 155,87 84,37 127,27 157,30 84,37 

MHOM/BR/12/IM6016 201,63 185,90 195,91 84,37 131,56 140,14 77,22 

MHOM/BR/12/IM6025 201,63 170,17 164,45 87,23 117,26 154,44 74,36 

MHOM/BR/12/IM6034 187,33 167,31 185,90 80,08 111,54 151,58 77,22 

MHOM/BR/12/IM6038 201,63 170,17 181,61 78,65 138,71 147,29 68,64 

Legenda: Isolados: M-mamífero; HOM- Homo sapiens; BR-país de origem (Brasil)/ano de 

isolamento/código original utilizado pelo INPA. 

 

 

 

 



175 

 

 

ANEXO VI 
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