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RESUMO 

 

A Leishmaniose cutânea é uma doença infecciosa podendo ser causada por protozoário 

do gênero L. guyanensis, com diferentes manifestações clínicas. A infecção ocorre pela 

inoculação da forma promastigota metacíclica no corpo do hospedeiro, durante o repasto 

sanguíneo da fêmea do flebotomíneo infectada, desencadeando resposta imunológica. 

Interleucina 12 (IL-12) é citocina chave para o desenvolvimento de células Th1, resposta 

Th1 é conhecida pela eliminação de microrganismo intracelular, polarização de 

macrófagos (M1), aumento de IFN-γ, resistência contra LC. Estudo caso-controle, com 

objetivo de investigar variantes presentes ao longo do gene IL12B em pacientes com LC 

(grupo caso) e indivíduos saudáveis (grupo controle) sem histórico de Leishmaniose, 

procedentes das mesmas áreas endêmicas do grupo caso. As análises das variantes do 

IL12B foram realizadas por PCR-RFLP e a dosagem das citocinas (IL-12 e IFN-γ) pelo 

método Luminex. A partir dos resultados obtidos, foi visto que a presença do genótipo 

C/C da SNV rs2569253 foi associada com suscetibilidade a LC (p=0.32; OR=1.53 [95% 

IC 1.07-2.22], em contraste, genótipo A/G da SNV rs3181224 foi associado a proteção 

contra LC (p=0.032; OR=0.68 [95% IC 0.51-0.91]. É observado também o desequilíbrio 

de ligação da SNV rs3181225 com rs919766 (r2=0.85), e haplótipo H3 C/A/A/A associado 

com suscetibilidade frente a LC (OR 1.6; IC 95% [1.20-2.27]; P=0.001). É visto ainda, que 

o genótipo C/C, SNV rs2569253, (C/C vs T/T) foi correlacionado com baixa produção de 

IL-12 (p=0.05) no grupo controle. Desta forma, esses resultados sugerem que as 

variantes presentes no gene IL12B pode ter uma importante influência no desfecho clinico 

da LC. 

 

Palavras-chave: Leishmaniose cutânea (LC); Eixo Th1 IL-12/IFN-γ; Variante SNV; 

Resposta celular Th1. 
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ABSTRACT 

 

Cutaneous leishmaniasis is an infectious disease and can be caused by protozoan of the 

genus L. guyanensis, with different clinical manifestations. Infection occurs by inoculation 

of the promastigotic form metaclyclic into the host body during the blood supply of the 

infected female, triggering immune response. Interleucine 12 (IL-12) It is key cytokine for 

the development of TH1 cells, response TH1 is known for the elimination of intracellular 

microorganism, macrophage polarization (M1), IFN-γ increase, LC resistance. Case-

controle study, to investigate variants, present through the IL12B gene in LC patients 

(case group) and healthy individuals (control group) without leishmaniasis history, from 

the same endemic areas of the case group. IL12B variants analyzes were performed by 

PCR-RFLP and cytokine dosage (IL-12 and IFN-γ) by the Luminex method. From the 

results obtained, it was seen that the presence of the SNV C/C genotype RS2569253 was 

associated with LC susceptibility (p = 0.32; or = 1.53 [95% ic 1.07-2.22], in contrast, 

genotype A/G da SNV RS3181224 was associated with LC protection (p = 0.032; or = 

0.68 [95% IC 0.51-0.91]. The connection imbalance of SNV rs3181225 with rs919766 (R2 

= 0.85), and Haplotype H3 C/A/A/A/ is associated with susceptibility compared to LC (OR 

1.6; 95% [1.20-2.27]; p = 0.001). It is also seen that the genotype c/c, snv RS2569253, 

(C/C vs T/T) It was correlated with low production of IL-12 (p = 0.05) in the control group. 

Thus, these results suggest that the variants present in the IL12B gene may have an 

important influence on the clinical outcome of LC. 

 

 

Keywords: Cutaneous leishmaniasis (CL); Th1 axis IL-12/IFN-γ; SNV variant; Th1 

cellular response. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As Leishmanioses são um grupo de doenças infecciosas causadas por 

protozoários do gênero Leishmania, é um complexo de doenças com importante espectro 

clínico e diversidade epidemiológica transmitida por vetores ao hospedeiro humano 

(CHANG et al., 1985; BRASIL, 2007). Mudanças recentes nos padrões de transmissões 

de doenças vetoriais têm sofrido influências de fatores como modificações de 

ecossistemas por meio da agricultura, barragens e irrigações, desmatamentos, 

assentamentos humanos e urbanizações. Alguns desses fatores têm alterado o padrão 

de transmissão das Leishmanioses que são descritas inicialmente como uma zoonose, 

no qual o homem pode ser afetado pela doença de forma acidental no momento em que 

o hospedeiro entra em contato com o ciclo de transmissão do parasito, sendo 

considerado como uma antropozoonose, na qual a doença é transmitida primeiramente 

entre animais e posteriormente aos humanos. (PURSE et al., 2017) e (GRIMALDI e 

TESH, 1993; WHO, 2021). 

As leishmanioses apresentam-se de três principais tipos de leishmaniose: i) 

Leishmaniose Visceral (LV); ii) Leishmaniose Cutânea (LC) sendo a forma mais comum; 

e iii) Leishmaniose Mucocutânea (LM), as LC e LM podem ser classificadas como 

Leishmaniose Tegumentar (LT) por provocar lesões na pele, no qual se difere quanto a 

distribuição geográfica da espécie do parasito causador da doença.  

A LC está associada a fatores como desnutrição, sistema imunológico, 

deslocamento da população e moradia precária, e afeta pessoas carentes na África, Ásia 

e América Latina. Em 2019, 98 países se tornaram endêmicos para as leishmanioses, 

sendo 19 países endêmicos somente para forma de LC. Estima-se que aproximadamente 

1,7 bilhão de pessoas ou 1/4 da população mundial vivem em áreas de risco para todos 

os tipos de Leishmanioses (WHO, 2021; JONES et al., 1987; SAMPAIO et al., 1997; 

PIGOTT et al., 2014). 

Atualmente, são descritas diferentes espécies e subespécies de Leishmania que 

infectam humanos. A LT é a forma mais prevalente da doença com aproximadamente 
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90% dos casos. O Brasil está entre os 10 países do mundo que são responsáveis por 

mais de 70% dos casos de Leishmaniose Cutânea (ALVAR et al., 2012). 

A Leishmaniose cutânea possui três formas clínicas que são: i) leishmaniose 

cutânea localizada (LCL) que caracteriza-se em lesões de pele mais superficiais, 

variando de 1 a 6 lesões da pele; ii) ou podendo se apresentar em forma de leishmaniose 

cutânea disseminada (LCD), quando o número de lesões for superior a 6 lesões; iii) ou 

podendo se apresentar também como leishmaniose cutânea difusa ou anérgica (LCDA) 

caracterizada por lesões nodulares ou papulosas contendo um grande número de 

parasitas sobre todo o corpo (GOTO e LINDOSO, 2010). Assim como, outras doenças 

que apresentam formas clínicas mais agressivas, a LM consistindo de lesões com 

infiltrados celulares resultando na destruição de regiões como cavidade nasal, faringe e 

laringe, se torna a forma mais agressiva da LC (VELOZO et al., 2006; GOTO et al., 2010). 

O protozoário da LC é um microrganismo intracelular obrigatório pelo fato dele se 

utilizar do interior de células fagocíticas para sua multiplicação, o que faz a resposta 

imunológica ter um papel importante no desfecho da doença. A resposta imune mediada 

por células é o principal mecanismo efetor dos linfócitos Th1 que atuam contra 

microrganismos intracelulares que sobrevivem no interior de células fagocíticas ou em 

células não-fagocíticas. A citocina IL-12 é responsável pela diferenciação das células Th1 

e pela indução de imunidade mediada por células. Os linfócitos Th1 produzem IFN-γ que 

ativam macrófagos a tornarem-se capazes de eliminar parasitos fagocitados (ABBAS et 

al.,2018). 

Os mecanismos imunológicos e moleculares das Leishmanioses ainda não são 

totalmente compreendidos. Diferenças nas intensidades das respostas imunes celular 

são observadas entre diferentes infecções, como uma produção superior de IFN-γ e TNF 

em infecções por L. (V.) braziliensis, enquanto em pacientes com L. (V.) guyanensis são 

caracterizados por apresentar uma resposta imune celular menos intensa relacionada 

com um maior número de parasitas (CONVIT et al., 1993; MATTA et al., 2009). 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO  

2.1 Epidemiologia das Leishmanioses 

As Leishmanioses são causadas por protozoários do gênero Leishmania e são 

caracterizadas por apresentarem repostas imunológicas complexas com amplo espectro 

clínico e diversidade epidemiológica, transmitida por vetores ao hospedeiro humano 

(BRASIL, 2007). As Leishmanioses estão descritas como uma zoonose no qual o homem 

é acometido pela doença no momento em que entra em contato com o ciclo de 

transmissão do parasito, deste modo, sendo considerado como uma antropozoonose 

(GRIMALDI & TESH, 1993; WHO, 2021). 

Dos 200 países e territórios relataram casos das leishmanioses à Organização 

Mundial da Saúde (OMS), 98 países foram endêmicos para ambas as formas no ano 

2019. Sendo, 71 países endêmicos para ambas as formas, LV e LC, 8 países para LV e 

19 países somente para LC. Mais de 90% dos casos de LV foram reportados por 8 países: 

Argentina, Eritreia, Etiópia, Índia, Quênia, Somália, Sudão do Sul e Sudão. No ano de 

2019, 12 países registraram mais de 5.000 casos de LC: Afeganistão, Argélia, Brasil, 

Colômbia, República Islâmica do Irã, Iraque, Líbia, Marrocos, Paquistão, Peru, República 

Árabe Síria e Tunísia, que juntos foram responsáveis por 91% dos casos de LC global 

(figura 1) (WHO, 2021). 

No Brasil, o número de casos de Leishmaniose Tegumentar (LT) foi de 16.135 no 

ano de 2019, sofrendo aumento quando comparado ao ano anterior, tornando-se uma 

das manifestações dermatológicas que merece atenção devido à sua ampla distribuição 

geográfica. Somente no estado do Amazonas no ano de 2019 foram registrados 1.302 

novos casos de LT (BRASIL, 2019). Na Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor 

Videira Dourado (FMT-HVD), localizada na cidade de Manaus, registrou 325 casos LT, 

sendo 11(3,4%) casos de LM e 314(96,6%) casos de LC (SINAN NET, 2019). 

 



16 

 

 

Figura 1. Distribuição global das Leishmanioses. Fonte: WHO, 2021. 

No período de 2003-2018, foi registrado mais de 300.000 novos casos de LT, tendo 

uma média anual de 21.158 casos, sendo que a região norte tem sido a grande 

responsável pelo alto índice de coeficiente nacional na detecção de novos casos, o 

território nacional possui o coeficiente médio de 11,3 casos por 100.000 habitantes, com 

variação de 5,7 – 17,8. Dentre as manifestações clínicas, a forma de LC representa 

92,3% e forma LM 7,7% figura 2 (Brasil, 2019). 

Os casos existentes estão diretamente relacionados com a expansão de áreas 

agrícolas, áreas de extração mineral, como ouro e petróleo, construções de estradas e 

da ocupação de novas áreas na periferia de cidades (GUERRA et al., 1998). Fazendo 

com que habitantes construam residências nas proximidades de densas florestas, o que 

acaba possibilitando a adaptação do flebotomíneo a esse novo ambiente, o que explica 

o aumento dos casos (BARBOSA et al., 2008). 
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Figura 2. Número de casos de LT, Brasil e regiões, 2003-2018. Fonte: Ministério da Saúde e SINAN, 2019. 

 

2.2 Agente etiológico e Ciclo Biológico 

 

O agente etiológico Leishmania consiste de um protozoário pertencente a ordem 

Kinetoplastida, família Trypanosomatidae e do gênero Leishmania (SIMPSON, 1987). Ao 

longo do seu ciclo biológico o protozoário caracteriza-se por apresentar diferentes formas 

evolutivas, apresentando-se na forma de promastigota geralmente encontrada no tubo 

digestivo do inseto vetor e de amastigota em células fagocíticas dos hospedeiros 

vertebrados (CHANG et al., 1985; WALTERS et al., 1987; GENARO, 2002). A forma 

promastigota (figura 3A) apresenta formato celular alongado, presença de flagelo e de 

mitocôndrias diferenciadas denominada de cinetoplasto; enquanto amastigotas (figura 

3B) são estruturas celulares ovoides ou esféricas e não apresenta flagelo (CHANG et al., 

1985; TELES et al., 2013). 
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Figura 3. Formas do parasito da Leishmania. A. Imagem da forma Promastigota. B. Imagem da forma 

Amastigota. Fonte: IBAP / João Victor Roza Cruz, 2017. 

 

O ciclo biológico (figura 4) tem início no momento em que o flebotomíneo fêmea 

infectado realiza o repasto sanguíneo em um indivíduo sadio, transmitindo a este a forma 

promastigota metacíclica, sendo esta infectante para o hospedeiro vertebrado. Após a 

internalização do protozoário pelos macrófagos, as promastigotas sofrem diferenciação 

para a forma amastigota, processo que leva de 12 a 24 horas. Essa última forma irá 

resistir ao ambiente hostil no interior do macrófago levando este a multiplicar-se, por 

divisão binária, promovendo lise do macrófago, sendo liberado no meio extracelular; 

podendo ser fagocitado por outros macrófagos. Em um novo repasto sanguíneo, as 

formas amastigotas irão infectar o flebotomíneo sadio. No intestino do hospedeiro 

invertebrado, o parasito sofre diferenciação celular, processo chamado de 

metaciclogênese, assumindo então a forma promastigota metacíclica, capacitando-o a 

ultrapassar as barreiras imunológicas. As promastigotas dirigem-se para a parte anterior 

do aparelho digestório do inseto (esôfago, faringe e probóscida) pronto a ser transmitido 

no próximo repasto sanguíneo (CUNNINGHAM, 2002; BATES, 2007). 



19 

 

 

Figura 4. Ciclo biológico da Leishmania.  Fonte: CDC/ Alexander J. da Silva, 2002. 

 

2.3 Manifestações e formas clínicas da Leishmaniose 

 

As manifestações clínicas da Leishmania são caracterizadas por duas formas 

principais em Leishmaniose Tegumentar (LT) e Leishmaniose Visceral (LV), nos quais 

diferem quanto a distribuição geográfica e espécie do protozoário causador da doença 

(SAMPAIO et al., 1997). 
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Leishmaniose visceral (LV) ou Kala-zar 

A LV causada por L. donovani é também conhecida por Kala-azar e sua 

manifestação clínica é caracterizada por picos de febre, perda de peso, anemia grave e 

com aumento do baço e fígado (Figura 5). 

 

Figura 5. Paciente com leishmaniose visceral. Fonte: WHO, 2021. 

A Post-Kala-azar Dermal Leishmaniasis (PKDL) é uma complicação da 

leishmaniose visceral causada por L. donovani e sua manifestação clínica é caracterizada 

por erupção do tipo papular (fig. 6A) sendo a mais frequente com 51% em pacientes LV, 

outros tipos de erupções como nodular (fig. 6B) frequente em 23% dos pacientes, 

micropapular (fig. 6C), semelhante ao sarampo, frequente em 17% e macular (fig. 6D) 

frequente em 9% foram observadas em pacientes no leste de Sudão (ZIJLSTRA et al., 

2003). 
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Figura 6. Tipos de lesões PKDL. Fonte: Zijlstra et al., 2003. 

 

Nomenclatura das Leishmanioses Tegumentares  

A terminologia que descreve as diferentes manifestações clínicas envolvendo 

lesões no tecido tegumentar pode ser um pouco confusa. A “leishmaniose tegumentar” é 

generalizada para todas as formas de leishmaniose que envolve lesão ao tecido 

tegumentar, enquanto que “Leishmaniose Cutânea” (geralmente abreviada CL) refere-se 

também a leishmaniose cutânea localizada (abreviada LCL), por outro lado, a forma 

disseminada de leishmaniose tegumentar chamada de “leishmaniose cutânea 

disseminada” e “leishmaniose cutânea difusa” são formas diferentes, mas ambas são 

abreviada na literatura como DCL, a leishmaniose cutânea difusa é uma forma anérgica 

as vezes chamada de “leishmaniose cutânea anérgica difusa” abreviada ADCL. Outra 

forma de leishmaniose disseminada que afeta o tecido mucoso geralmente chamada de 

leishmaniose cutânea mucosa (abreviada MCL), essa mesma manifestação também é 

chamada de “leishmaniose mucosa” (abreviada ML), é uma manifestação que se 

desenvolve a partir de complicação da leishmaniose cutânea localizada LCL (SCORZA 

et al,. 2017). 
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As Leishmanioses Tegumentares (TL)  

A manifestação clínica mais comum é a leishmaniose cutânea LC que é 

relacionada aos aspectos imunológicos e genéticos do hospedeiro e quando associadas 

à anamnese podem auxiliar no diagnóstico do paciente. (SILVEIRA et al., 2008; AMEEN, 

2010). 

A CL é caracterizada pelo aparecimento de uma única lesão ou por múltiplas 

lesões cutâneas, podendo ser difusa e/ou disseminadas pelo corpo, lesões que são 

exclusivas da pele que se iniciam com a inoculação da forma promastigota do parasito, 

através do repasto sanguíneo do vetor. Após a inoculação passa-se um período de 

incubação que varia de 10 dias a 3 meses desencadeando uma papula eritematosa que 

evolui para um nódulo, com a evolução que acontece gradativamente aparece a 

característica lesão ulcerada com borda elevada (Figura 7).   (MARZOCHI e MARZOCHI, 

1994). 

 

Figura 7. Lesão característica da forma cutânea da leishmaniose. Fonte: Suzana Kanawati, 2015. 

As Leishmanioses cutâneas localizadas (LCL) caracterizam-se em lesões de pele 

mais superficiais, variando de 1 a 6 lesões de pele; ou podendo ser do tipo disseminada 

quando apresentando o número for superior a 6 lesões de pele ou do tipo difusa ou 

anérgica caracterizado por lesões nodulares ou papulosas contendo um grande número 

de parasitas sobre todo o corpo (GOTO e LINDOSO, 2010). 

A Leishmaniose Cutâneo-Mucosa (MCL) ou Mucosa (ML) é a forma clínica mais 

agressiva da doença, consistindo de lesões com infiltrados celulares, resultando na 
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destruição de regiões como cavidade nasal, faringe e laringe (Figura 8) (VELOZO et al., 

2006; GOTO et al., 2010). Esta manifestação clínica pode desenvolver em 

aproximadamente 3-5% dos casos de LCL e está comumente associada a infecções pelo 

L. (V.) braziliensis (LLANO-CUENTAS al al., 1984; VELOZO et al., 2006). 

 

Figura 8. Lesão da forma mucosa da leishmaniose ML. Fonte: WHO, 2021. 

 

Entre as formas cutâneas e mucosas existe a forma intermediária denominada de 

Leishmaniose Cutânea Disseminada Borderline (LCDB), na qual os pacientes são 

caracterizados por apresentar resposta imune celular parcialmente inibida ou anérgica 

semelhante às encontradas nas formas cutâneas. Estas manifestações clínicas estão 

principalmente associadas a infecções por L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis 

(SILVEIRA et al., 2004; SILVEIRA et al., 2008). 

 

 

 

 

 



24 

 

2.4 Aspectos imunológicos da Leishmaniose 

As amplas manifestações clínicas da leishmaniose cutânea têm sido de interesse 

particular dos imunologistas pelo tipo e magnitude da resposta imune do hospedeiro e 

também por se assemelhar a hanseníase (antiga lepra) e tuberculose.  

Experimentos com infecções em camundongos exibem um espectro de 

manifestações clínicas que dependem da linhagem do animal e da cepa parasitária. 

Como por exemplo, infecção causada por L.major em camundongos BALB/c que são 

suscetíveis pois são incapazes de conter a multiplicação parasitária no local da infecção 

e drenar aos linfonodos. Em contraste, camundongos C57BL/6 são resistentes a infecção 

por L.major, pois conseguem desenvolver uma lesão no sítio da inoculação, controlar a 

carga parasitária e desenvolver imunidade protetora contra uma reinfecção. 

Em pacientes com leishmaniose cutânea localizada (LCL), a forma mais branda 

da LTA, foi correlacionada positivamente com o número de monócitos do sangue 

periférico e produção de TNF e IL-10, enquanto nas formas mais grave da doença, não 

foi possível observar correlação. Diferença na intensidade de resposta imunológica 

celular foi observada entre as infecções por diferentes espécies de Leishmania, como 

uma alta produção IFN-γ e TNF em infecções por L. (V.) braziliensis, enquanto em 

pacientes com L. (V.) guyanensis são caracterizadas por apresentar uma resposta imune 

celular limitada relacionada com maior carga parasitária (CONVIT et al., 1993; MATTA et 

al., 2009). 

Os neutrófilos, células dendríticas e monócitos (que se diferenciam em 

macrófagos) são algumas das células pertencentes ao sistema inato (ABBAS et al., 

2018). Durante a infecção por L. braziliensis se desenvolvem lesões clínicas que 

coincidem com infiltrados de células inflamatórias inatas tais como macrófagos, 

neutrófilos e eosinófilos pois atuam em cooperação conferindo resistência contra o 

parasito. Embora o macrófago seja a célula hospedeira primária da Leishmania; as 

células dendríticas e neutrófilos também são recrutados e podem ser infectados pela 

Leishmania (NOVAIS et al., 2009). 
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As funções do Neutrófilo  

Os neutrófilos são os leucócitos mais abundante do sangue e desempenham 

funções importantes na resposta imune inata. São as primeiras células que chegam ao 

local da infecção e são fontes de citocinas como interleucina-2 (IL-2), IL-10, interferon 

gama (IFN-y) e TNF-a (CARMO et al., 2010 e ROCHAEL et al., 2015).  

Neutrophil Extracellular Traps (NETs), consiste na liberação da cromatina, 

grânulos e proteínas intracelulares após sofrerem estímulos externos. Parasitos do 

gênero Leishmania podem induzir a produção de NETs independente de difenilenodônio 

(inibidor de NO), porém este mecanismo é dependente da atividade de elastase. Com 

esse mecanismo os neutrófilos podem eliminar a forma promastigota Leishmania 

amazonensis através do NETs, no entanto a saliva do vetor contém algumas proteínas 

que podem proteger os parasitos que foram inoculados, por isso o papel funcional deste 

mecanismo protetor do NETs in vivo não está totalmente claro (ROCHAEL et al., 2015).  

Os neutrófilos contribuem para o controle da infecção por Leishmania braziliensis 

(Lb) e L. amazonensis por meio da interação com macrófagos. Durante infecção 

experimental com L. braziliensis in vivo, mostrou que a depleção de neutrófilos é capaz 

de aumentar o tamanho da lesão e carga parasitária. Contudo em cultura de neutrófilos 

com L. braziliensis teve resultado contrário. Em cultura de macrófagos e neutrófilos 

BALB/c infectados com L. braziliensis mostraram uma redução de células infectadas e 

carga parasitária, essa interação foi associada com aumento na produção de TNF-a e 

superóxido que desempenham papeis importantes na ativação clássica de macrófagos 

(NOVAIS et al., 2009). Os neutrófilos (cavidades peritoneais) inflamatórios foram 

cultivados com macrófagos infectados com L. amazonensis isolados de cavidades 

peritoneais, os macrófagos foram capazes de destruir os amastigotas de L. amazonensis, 

e na ausência de neutrófilos notou-se concentrações baixas de IL-10, IL-12, IFN-γ, em 

contraste com as concentrações altas de TNF-a, MCP-1 e IL-6 mostrando um ambiente 

totalmente inflamado (CARMO et al., 2010). Os neutrófilos desempenhando papel 

protetor na interação com macrófagos infectados. 
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A função essencial dos neutrófilos é eliminar bactéria via fagocitose e promover 

reparação tecidual após infecção ou lesão do tecido (RIBEIRO GOMES et al., 2012). 

Outra função importante é modular o microambiente e influenciar o tipo de resposta via 

secreção de quimiocinas e citocinas. Os neutrófilos de C57BL/6 expostos a L. major 

secretaram CCL3 que é um quimioatraente para células dendríticas imaturas (iCD), 

enquanto os neutrófilos de BALB/c tiveram uma baixa produção de CCL3 (depleção de 

neutrófilos teve redução significativa em iCD confirmando o resultado) (CHARMOY et al., 

2010). Os neutrófilos infectados por L. major, que foram capturados por células 

dendríticas, foram capazes de reduzir expressão de MHC-II, CD40 e CD86 em 

comparação com células dendríticas que capturaram neutrófilos não infectados 

(RIBEIRO-GOMES et al., 2015).   

 

As funções do Macrófago 

Os macrófagos estão amplamente distribuídos no corpo humano e são 

comumente usados para manter a homeostase além também de resistir à invasão de 

patógenos (DAVIES et al., 2013).  

Os macrófagos podem estar em repouso (naive ou M0) ou podem estar ativados 

via clássica pró-inflamatória (M1) ou estar ativados via alternativa anti-inflamatória (M2), 

estes fenótipos são devidos aos estímulos recebidos pelo microambiente em que estão 

inseridos (TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018). 

Macrófagos ativados classicamente após o reconhecimento do patógeno pelos 

receptores de superfície, fatores de transcrição como AP-1, STATs, NFk-B e IRFs são 

ativados e deslocados para região promotora dos seus respectivos genes, presente no 

núcleo, o qual aumenta produção de citocinas pro-inflamatórias tais como TNF-alfa, IL-

1b, IL-6, IL-12, IL-18, IL-23 e IFN, aumento de fagocitose, produção de espécies reativas 

de oxigênios e nitrogênios que atuam na eliminação e controle intracelular do patógeno 

(TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018). Monócitos foram infectados com L. braziliansis e 

depois estimulados com IFN-y (citocina produzida por Th1 aonde IL-12 atua na sua 

diferenciação) levando ao aumento de espécies reativas de oxigênios (ROS) que 
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conduziu para morte parasitária e controle da infecção, dados que mostraram a 

importância do mecanismo ROS e sua dependência de IFN-y. Em contraste, oxido nítrico 

(NO) não mostrou um papel essencial no controle da infecção por L. braziliansis em 

camundongos (NOVAIS et al., 2014). 

Macrófagos ativados alternativamente ou M2 exibem um fenótipo 

imunorregulador e/ou anti-inflamatório que se relaciona com remodelação e reparação 

do tecido lesionado. O M2 foi caracterizado inicialmente pela expressão do receptor de 

manose (CD206), mas o M2 sofre diferentes estímulos como IL-4, IL-13, IL-10, TGF-b, 

M-CSF, vitamina D e imunocomplexos que induzem macrófagos M2 (TOMIOTTO-

PELLISSIER et al., 2018). Além disso, a IL-21 é capaz de reduzir iNOS, CD86, TLR-4, 

IL-6 e TNF-a via fosforilação STAT3 induzindo a manutenção do fenótipo M2 (LI et al., 

2013). O M2 tem função reguladora devido a secreção de IL-10 em resposta ao receptor 

Fc-y (SUTTERWALA et al., 1998). As células Th2 são poderosas estimulantes para 

polarização de M2 devido sua alta secreção de IL-4, esse mecanismo de polarização 

pode estar relacionado ao fator de ativação dos macrófagos (MAF) e fatores de 

transcrição (MAFB) (JENKINS et al., 2011 e AZIZ et al., 2009). 

Uma boa resposta imunológica ao agente etiológico da leishmaniose cutânea é 

o equilíbrio entre a polarização M1 e M2, porque o organismo precisa de uma resposta 

M1 que seja eficaz na eliminação do parasito, mas também é danosa ao tecido 

provocando lesões. Então, nesse momento, é necessária uma resposta M2 para controlar 

M1 e realizar o reparo tecidual local. O desequilíbrio na resposta imunológica pode ser 

muito danoso com desfechos clínicos não favoráveis ao hospedeiro. 

 

As funções da Célula Dendrítica (DC)    

As células dendríticas em estado imaturo residem em todos os tecidos 

periféricos, são apresentadoras de antígenos profissionais (APCs). As DCs podem ser 

divididas em duas categorias: DCs plasmocitóides secretoras de IFN-I e DCs 

convencionais capazes de internalizar antígenos, processá-los e apresenta-los para 

células T no linfonodo sendo capaz de modular suas respostas (ABBAS et al., 2018). O 



28 

 

processo de maturação das DCs consiste em primeiro; aumento na expressão do 

complexo maior de histocompatibilidade (MHC) e coestimuladores CD40, CD80, CD86, 

CD54; segundo, baixa captura e fagocitose de antígenos; terceiro, produção de citocinas; 

quarto, diferentes padrões de expressões de receptores de quimiocinas e quimiocinas, 

permitindo sua migração e recrutamento de outras células para o local da infecção (REIS 

et al., 2004). 

DCs são capazes de internalizar antígenos via receptor Fc, receptor de lectina 

tipo C (CLRs), receptores de reconhecimento de padrões (PRRs), como Toll-Like. As 

interações dos antígenos com receptores permitem que as DCs reconheçam uma gama 

de microrganismos e liberem diferentes estímulos (TAKEDA et al., 2004). DCs com 

parasitas em seu interior migram do tecido para transportar antígenos ao linfonodo (HU 

et al., 2013). As DCs são capazes de iniciar uma das ligações do sistema inato ao 

adaptativo, elas iniciam uma resposta imune específica ao antígeno da Leishamania e 

são a principal fonte de IL-12 para manutenção de Th1 (STEBUT et al., 1998). Estudos 

anteriores têm mostrado importante papel decisivo das DCs do tecido cutâneo, as DCs 

de langerhans na ativação de linfócitos T mediante apresentação de antígenos da 

Leishmania (BLANK et al., 1983; MOLL, 1993; AKUFFO et al., 1993). As células de 

Langerhans são células dendríticas apresentadoras de antígenos que residem no epitélio 

(ROMANI et al., 2010). 

 

Sistema Adaptativo e resposta Th1 

A reação inflamatória inicial é acompanhada simultaneamente pela ação de DCs 

que migram aos linfonodos e apresentam antígenos aos linfócitos T, com sinais 

coestimulatórios e as citocinas produzidas, estimulam a diferenciação dos linfócitos T em 

linfócitos TCD4
+ Th1, Th2 ou outros subconjuntos (XU et al., 2004). As fases de resposta 

da célula T se inicia no órgão linfoide: com reconhecimento do antígeno; ativação dos 

linfócitos; proliferação; diferenciação e sua função efetora esta já no tecido periférico 

(ABBAS et al., 2018).  
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As DCs internalizam Leishmania e utilizam as moléculas de MHC classe I e 

classe II apresentam antígenos aos linfócitos T. Mas antes do desenvolvimento das 

células Th1, o IFN-y é produzido principalmente por células Natural Killer (NK) que 

recebem estímulos das células dendríticas nos linfonodos (SCHARTON et al., 1993). 

Após apresentação dos antígenos (L. major), as DCs passam a produzir IL-12p70 (A IL-

12 é responsável pela diferenciação das células Th1 e pela indução de imunidade 

mediada por células) funcional que é extremamente importante para diferenciação de 

células T naive (Th0) para o subconjunto de Th1 e sua polarização que resultará na 

produção de mais IFN-y. Esse IFN-y que é produzido por Th1 estimulando a polarização 

dos macrófagos para o fenótipo M1 que resultará na destruição de microrganismos 

intracelulares via aumento de ROS e citocinas pro-inflamatórias como TNF-alfa, IL-1b, IL-

6, IL-12, IL-18, IL-23 e IFN-1, como foi mostrado anteriormente (HENRY et al., 2002 e 

SCOTT et al,. 2016). 

Ativação Th1, células T CD4+ produtoras de citocinas que são correlacionadas 

com resposta imune efetiva a leishmaniose mucosa o que não leva necessariamente à 

eliminação do parasito e ainda pode ser prejudicial ao hospedeiro quando não modulada 

devidamente (BACELLAR et al,. 2002). A IL-10 tem um papel importante na modulação 

negativa da resposta Th1 que torna pacientes com VL e CL incapazes de produzir IFN. 

Por outro lado, a IL-10 adicionada é capaz de regular negativamente as respostas de 

células T em indivíduos curados de VL (BACELLAR et al,. 2002). No início da infecção 

por L. braziliensis as células T são reguladas negativamente por IL-10 o que pode resultar 

na multiplicação parasitária (ROCHA et al,. 1999). Nesse raciocínio, a resposta inicial 

para CL deveria ser Th1 (eliminação da carga parasitária) que venha ser posteriormente 

controlada negativamente por IL-10 evitando assim as lesões característica da CL (em 

qual momento IL-10 deveria controlar a resposta, não se sabe). 

 

Sistema Adaptativo e resposta Th2 

Células T helper (Th) CD4 são muito importantes durante uma resposta imune 

adaptativa. Mossman e Coffman foram os primeiros a reconhecer a existência de 
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subconjuntos de Th, que receberam a nomenclatura de Th1 e Th2, as quais são cruciais 

na resposta imune adaptativa (MOSSMAN et al,1986). 

Células T CD4 desempenham um papel chave durante a resposta imune 

adaptativa. Durante a diferenciação de CD4 que ocorre via sinalização e coestimulação 

do receptor de célula T (TCR), os sinais recebidos pela célula T é capaz de determinar o 

destino e comprometimento desta célula. Por exemplo, com as ligações TCR–MHC-II e 

IL-4–IL-4Ra/yc tem a transdução do sinal que ativa fator de transcrição 6 (STAT6), o qual 

desempenha um papel importante durante a diferenciação Th2, embora essa 

diferenciação possa ocorrer também na ausência de IL-4 sob certas condições in vivo 

(TAKEDA et al,. 1996 e JANKOVIC et al,. 2000). Agora, diferenciação Th2 é dependente 

ou independente de IL-4, ambas ativam o fator de transcrição GATA-3 que é responsável 

pelas mudanças epigenéticas em muitos loci de genes específicos para Th2 (ZHENG et 

al,. 1997 e PAI et al,. 2004).   

Diferente da Th1 que é crucial para infecção por microrganismo intracelular a Th2 

é direcionada para infecções de parasitas extracelulares, tais como helmintos; Th2 

também é responsável pelo desenvolvimento de algumas doenças alérgicas e asmáticas 

(ZHU et al,. 2015). Th2 via IL-4 induz células B a produzirem anticorpos do isótipos IgG1 

e IgE que estimulam degranulação dos mastócitos; produção de IL-4 e IL-13, células Th2 

induzem ativação alternativa de macrófagos M2 (KOPF et al,. 1993 e GORDON et al,. 

2003). A produção de IL-4 e IL-13 pela célula Th2 é capaz de estimular a polarização dos 

macrófagos em direção a ativação alternativa de M2 o que resultaria na expressão do 

fenótipo imunorregulador e/ou anti-inflamatório que se relaciona com a remodelação e 

reparação do tecido lesionado, além da produção de IL-10. 

A produção de IL-4 durante a resposta imune inata demostrou possuir influência 

na capacidade de resposta do subconjunto Th1 para IL-12, essa influência acontece 

devido a IL-4 diminuir a expressão do receptor da IL-12 e como consequência de pouco 

receptor terá pouca resposta a IL-12 e uma supressão do subconjunto Th1 (LAUNOIS et 

al,. 1997). Ao analisar IL-12 in vitro num experimento de células de camundongos 

transgênicos com TCR específico para ovoalbumina, foi observado que células Th1 e 

Th2 expressaram a cadeia do receptor IL-12Rb1, entretanto a cadeia do receptor IL-
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12Rb2 (responsável pela sinalização intracelular) não foi expressa em células Th2 

(JONES et al,. 1998). A perda da capacidade de resposta da célula T para IL-12 é um 

evento crucial para a diferenciação das células T em direção ao subconjunto Th2.   

 

Sistema Adaptativo e resposta Treg 

O desfecho clínico da leishmaniose é dependente da capacidade e habilidade do 

organismo do hospedeiro em controlar a resposta imunológica uma vez iniciada contra o 

agente invasor. Boa parte dos Indivíduos infectados com Leishmania braziliensis 

desenvolve lesões cutâneas localizadas que são facilmente tratadas enquanto outros 

indivíduos têm desenvolvimento de lesões mais graves da doença, mutiladora como 

leishmaniose cutânea mucosa ML (GOLLOB et al., 2005). Lesões que são desenvolvidas 

pelo próprio hospedeiro devido uma resposta tão intensa e desequilibrada gerando dano 

ao tecido. 

Indivíduos infectados com leishmaniose cutânea normalmente possuem 

concentrações elevadas de citocinas pró-inflamatórias quando comparados com 

indivíduos saudáveis. A IL-10 mostrou regular negativamente IFN-y em culturas de 

células sanguíneas de pacientes com ML (BACELLAR et al,. 2002). A principal fonte de 

produção da IL-10 em pacientes com ML é a célula T reguladora, mostrando um papel 

diferente das demais CD4+. 

Comparação entre assintomáticos e pacientes com doença ativa mostrou que 

indivíduos assintomáticos apresentaram baixas concentrações de IFN-y enquanto tinham 

concentrações elevadas de IL-10 em sobrenadante de cultura, sugerindo um papel 

protetor da IL-10 (BITTAR et al,. 2007). Esses dados sugerem que pacientes que 

desenvolveram a forma mais grave da doença ML carecem de uma regulação entre 

citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias que é feita pela IL-10, como um dos 

mecanismos de controle da resposta imunológica.    
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2.5 As funções da Interleucina 12 

 A IL-12 é capaz de influenciar o desfecho de câncer, infecção e processos de 

doenças inflamatórias; esta proteína é capaz de influenciar células B; pode estimular 

citotoxicidade e produção de IFN-y por células NK, e possui influência também nas 

células T (TAIT et al,. 2019). 

No ano de 1989, Trinchieri e colaboradoes conseguiram purificar a IL-12, uma 

proteína heterodimérica composta pelas subunidades 35kDa e 40kDa, conforme a fig. 9, 

que são conectadas por ligações dissulfetos (TAIT et al,. 2019). O gene do menor 

monômero 35kDa possui cadeia alfa e é encontrado no cromossomo 3, enquanto o gene 

de maior monômero 40kDa é encontrado no cromossomo 5. A expressão dos dois 

monômeros resulta na formação do heterodímero p70 biologicamente ativo (ULLRICH et 

al,. 2020).  

Na busca para revelar o receptor da IL-12, o estudo de Chua e colaboradores 

mostrou que o receptor é um complexo heterodimérico formado por IL-12RB1 e IL-12RB2 

(CHUA et al,. 1994). O receptor IL-12B1 (IL-RB1) é codificado no cromossomo 19 e tem 

um peso molecular de 100kDa, é uma proteína transmembranar com domínio extracelular 

contendo 516 aminoácidos que interage com a subunidade IL-12p40 e que 

interessantemente faz parte do receptor IL-23 (CHUA et al,. 1994). O gene que codifica 

o receptor IL-12B2 (IL-RB2) é localizado no cromossomo 1 e é traduzido para uma 

proteína extracelular contendo 595 aminoácidos e peso molecular de 130kDa que vai 

interagir com a subunidade IL-12p35 (PRESKY et al,. 1996). A subunidade IL-12RB2 é 

responsável pela sinalização intracelular pelo fato de possuir resíduos de tirosina em seu 

domínio citoplasmático (CHUA et al,. 1994 e PRESKY et al,. 1996). O componente IL-

12p40 também pode se associar com IL-23p19 e forma a proteína IL-23 que possui 

receptor heterodimero formado por IL-12RB1 e IL-23Ra (TAIT et al,. 2019). 
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Figura 9. Família de citocinas heterodimerica.  Fonte: André Jefremow, 2020. 

 

A sinalização via receptor TCR aumenta a expressão de outros receptores nas 

células T, os que as tornam responsivas as citocinas presente no microambiente que 

pode desencadear diferenciação e amplificação de determinado subconjunto de 

linfócitos, isso acontece devido ao comprometimento com a via e inibição de outras vias. 

Por exemplo, a sinalização IL-12 promove a expressão T-bet que está associado ao 

desenvolvimento do subconjunto Th1, e consequentemente, inibe a expressão do fator 

de transcrição ROR-yt que está associada ao desenvolvimento do subconjunto Th-17 

(TAIT et al,. 2019). Nessa mesma linha, IL-4 e IFN-y são capazes de modificar 

significativamente a expressão do receptor IL12RB2, que não é expresso em células T 

naive, mas tem a expressão induzida após a apresentação do antígeno por uma APC. A 

IL-4 inibe a expressão IL-12RB2 causando a perda da sinalização IL-12, proporcionando 

um ponto de regulação para promover o comprometimento da via Th2. Tratamento com 
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IFN-y no início do desenvolvimento Th2 mantem a expressão do IL-12RB2 e restaura a 

sinalização IL-12, mas não inibe diretamente a produção de IL-4 ou produção de IFN-y. 

(SZABO et al,.1997).  

Snijders e colaboradores mostraram que em monócitos a regulação acontece nas 

sínteses das subunidades, porque a subunidade p40 é produzida em maior escala 

quando comparada com a subunidade p35, sugerindo que a cadeia p35 é a etapa 

limitadora da taxa de secreção da IL-12p70 biologicamente ativa (LIU et al,.2003 e 

SNIJDERS et al,. 1996). Wang e colaboradores propuseram o seguinte modelo em que 

diversos fatores de transcrições caminham pela via ICSBP para regulação da IL-12p40. 

Estimulação por LPS, ligação CD40/CD40L, IFN-y e patógenos são capazes de ativar 

fatores de transcrição como NF-kB (LPS e CD40/CD40L) e STAT1 (IFN-y e patógenos) 

ambos os fatores estimulam a atividade do ICSBP (do inglês IFN Consensus Sequence 

Binding Protei) o qual é montado na região promotora da IL-12p40 (WANG et al,. 2000). 

 

2.5.1 Sinalização IL-12 

Uma vez que IL-12 é produzida por células APC, está ativa um fator de transcrição 

específico em células Th, vários estudos demostraram que o STAT4 é o fator de 

transcrição requerido pela IL-12 para diferenciação em Th1 enquanto Th2 responde a IL-

4 via STAT6 (SINIGAGLIA et al,. 1999). Em células Th1, a interação IL-12/IL-12R resulta 

na fosforilação da tirosina 693 e serina 721 do STAT4. Então STAT4 se transporta para 

o núcleo ligando-se em sequencias especifica do DNA levando a transcrição de genes 

de citocinas inflamatórias como IFN-y. 

A expressão de T-bet em células T ativada é dependente de IFN-y e STAT1, mas 

é independente de STAT4, interessantemente, é que expressão do IFN-y depende da 

sinalização intracelular da IL-12 em células T, vias T-bet e STAT4 são vias 

aparentemente independentes, porém ambas atuam no desenvolvimento do fenótipo 

Th1. Enquanto a expressão do T-bet é induzida pela sinalização do IFN-y, a ativação da 

IL-12 resulta na ativação do STAT4 que é responsável por inibir GATA-3 se 

comprometendo com o fenótipo Th1 (AFKARIAN et al.,2002). 
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Figura 10. Ilustração da via de sinalização IL-12, criada no site Biorender. Fonte: acervo pessoal, 

2022. 

 

2.6 Variantes genéticas  

Os alelos variantes surgiram por mutação nos genes em algum momento no 

passado. Se existirem pelo menos dois alelos relativamente comuns do lócus na 

população, diz-se que o lócus exibe polimorfismo, considerando uma variante comum 

quando encontrada em mais de 1% de cromossomos na população geral, a variante 

constitui o que é conhecido como polimorfismo genético. Além de um alelo normal ou 

dois alelos polimórficos normais, os loci também podem possuir um ou mais alelos 

variantes raros. Alguns desses alelos raros foram originalmente identificados por 

causarem doenças genéticas, e outros podem aumentar a suscetibilidade à doença. 

Alguns polimorfismos são devidos às variantes que consistem em deleções, duplicações, 
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triplicações e assim por diante, de centenas a milhões de pares de bases de DNA 

(NUSSBAUM et al., 2008). 

 

2.7 Variantes genéticas de IL12B 

O gene IL12B humano, localizado no braço longo do cromossomo 5q33.3, codifica 

a subunidade da IL-12p40 da IL-12 (MANOLOVA et al,. 2020). Gene IL12B possui 8 

Exons e 7 Introns, 15.708pb, 328aa. Ao longo do IL12B existem várias variantes 

distribuídas nos exons, introns, região UTR e região promotora do gene, dentre essas 

variantes foram selecionadas as seguintes rs2569253, rs919766, rs3181224 e rs3181225 

para serem estudadas (Fig.11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Gene IL12B e variantes. Fonte: Souza JL, 2021. 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

Diversos são os estudos envolvendo perfil imunológico e marcadores genéticos na 

Leishmaniose Cutânea, entretanto, estudando a espécie L. guyanensis somos pioneiros. 

A suscetibilidade de humano a fenótipos da leishmaniose, tal como a doença per se, é 

parcialmente controlada por determinantes genéticos. De particular interesse é o papel 

de genes envolvidos no sistema imune sobre o controle da suscetibilidade do hospedeiro 

as doenças infecciosas causadas por diferentes parasitos intracelulares. Considerando a 

importância da sinalização e ativação das respostas celulares através da ação de 

citocinas como IL-12 e IFN-y na eliminação do protozoário Leishmania, ao nosso 

conhecimento, até o momento estudos de polimorfismos genéticos do gene de IL12B 

ainda não foram realizados em pacientes acometidos por Leishmanioses. A nossa 

hipótese é de que variações genéticas presentes no gene de IL12B possam estar 

envolvidos diretamente com o resultado da doença, no controle ou para suscetibilidade 

do hospedeiro a infecções causadas por Leishmania. A realização deste estudo 

possibilitará contribuir com novas compreensões dos mecanismos moleculares da 

doença visando possíveis futuras intervenções terapêuticas dos pacientes. 

 

4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo geral 

Avaliar variantes genéticas presente em regiões do gene IL12B em pacientes com 

Leishmaniose Cutânea causada por L. guyanensis no estado do Amazonas. 

 

4.2  Objetivos específicos 

 Analisar variantes genéticas de base única (SNV) em regiões do gene de IL12B 

em pacientes Leishmaniose Cutânea causada por L. guyanensis e em indivíduos 

controles; 
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 Correlacionar as variantes estudadas com a suscetibilidade ou proteção a 

leishmaniose cutânea; 

 Correlacionar as variantes estudadas com os níveis de citocinas plasmáticas de 

indivíduos controles. 

 

5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 Tipo de Estudo 

Estudo de caso e controle com componente analítico de associação, consistindo 

na comparação das diferentes variáveis entre pacientes e indivíduos saudáveis, cada 

população foi constituída por indivíduos sem relação de parentesco e todos procedentes 

da mesma área endêmica. Este estudo foi proposto a partir dos objetivos contemplados 

pelo projeto “Polimorfismos genéticos dos genes envolvidos na resposta imune e na 

cicatrização das lesões em pacientes com leishmaniose cutânea”. 

5.2 Aspectos Éticos 

O presente trabalho obteve aprovação no Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da 

Fundação de Medicina Tropical – Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), no dia 

31/05/2013, sob o parecer de número do CAAE: 09995212.0.0000.0005 e seguiu as 

recomendações da Declaração de Helsinque, e as resoluções do Conselho Nacional de 

Ética em Pesquisa (CONEP) sobre pesquisa em seres humanos, com as resoluções CNS 

446 de 12/12/2012 e 441/2011. 

5.3 Área de Estudo 

O presente estudo foi realizado em indivíduos residentes de regiões endêmicas 

para leishmaniose localizadas nas proximidades do município de Manaus, rodovias AM-

010 Manaus – Itacoatiara; e BR-174 Manaus – Boa Vista. Algumas das localidades 

utilizadas para o estudo apresenta casos confirmados de leishmaniose: BR-174 - Ramal 

do Pau-Rosa e Ramal da Cooperativa e suas vicinais (Km 21); AM-010 - Ramal Água 

Branca I (Km 32) e Ramal Água Branca II (Km 35), Ramal do Leão (Km 37). Estas regiões 
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são caracterizadas por serem áreas de floresta tropical que ao longo dos anos sofreram 

desmatamento, com presença de moradia próxima às áreas de mata e população que 

utilizam de atividades agropecuárias como fonte principal de renda, contudo indivíduos 

expostos e suscetíveis à infecção por Leishmania. 

5.4 População de Estudo 

A população de estudo é constituída por 1.600 indivíduos, dentre os quais, 800 

pacientes com Leishmaniose Cutânea (LC) e 800 controles, indivíduos saudáveis e sem 

histórico de Leishmaniose procedentes das mesmas áreas endêmicas. 

5.5 Pacientes com leishmaniose cutânea  

Os pacientes convidados a participar deste estudo foram indivíduos de ambos os 

sexos, atendidos na FMT-HVD com procedência do estado do Amazonas e idade entre 

12 e 65 anos. O diagnóstico clínico da Leishmaniose foi realizado com apoio de médicos 

especializados, sendo a Leishmaniose Cutânea definida pela presença de uma a seis 

lesões ulceradas na pele. A confirmação do diagnóstico foi mediada em pelo menos um 

dos exames: Pesquisa direta de amastigotas de Leishmania em esfregaços de material 

escarificado da borda das lesões corado com GIEMSA; observação de amastigotas em 

exame histopatológico corado em Hematoxilina e Eosina. Depois da confirmação por 

exame direto o paciente foi convidado a participar do estudo, momento este em que foi 

aplicado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Durante aplicação do 

TCLE foi realizado uma explicação sobre o estudo e em seguida realizada a entrevista 

do paciente sendo aplicado um questionário para coleta de informações pessoais e do 

quadro clínico do paciente. Em caso de pacientes menores de 18 anos, o TCLE foi 

apresentado e assinado por um dos responsáveis ou guardião legal. 

Após a confirmação do diagnóstico pelo exame direto foi feito uma biopsia da lesão 

para identificação da espécie. 

Ressaltando que a população pertencente ao grupo caso são sem parentesco 

entre si e sem parentesco com o grupo controle. 
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5.6 Grupo Controle 

O grupo controle foi constituído de indivíduos provenientes das mesmas regiões 

endêmicas dos indivíduos do grupo caso avaliado, sem desenvolvimento da doença 

aparente (sem histórico de lesão). O recrutamento de indivíduos controles foi realizado 

por meio de visitas da equipe de pesquisa às localidades de regiões endêmicas 

previamente citadas. Foram incluídos na população controle indivíduos sem parentesco 

entre si e sem relação de parentesco com pacientes com Leishmanioses. Após 

explicação do projeto e aceite em participar do estudo foi aplicado o TCLE para o 

consentimento do participante, assim como aplicado formulário para coleta de 

informações pessoais. 

5.7 Material Biológico 

Amostras de sangue periférico foram coletadas em tubo contendo anti-coagulante 

EDTA (ácido etileno diamino tetra-acético) dos pacientes e dos indivíduos controles. As 

amostras foram encaminhadas ao Laboratório de Pesquisa em Doenças Endêmicas 

(LPDE) da FMT-HV onde foi realizada a extração de DNA e separação do plasma para 

dosagem de citocinas e quimiocinas. A amostras de plasmas dos indivíduos de ambos 

os grupos foram armazenadas no freezer a -80°C.  

5.8 Extração de DNA 

As amostras de sangue periférico dos participantes foram centrifugadas a 2.000 

rotações por minuto (RPM) em centrifuga de bancada durante 10 minutos, sendo 

coletados aproximadamente 220 a 400 µL da camada de leucócitos (Buffy Coat). A 

extração de DNA foi realizada segundo a metodologia de “salting-out” (Sambrook, 1986). 

As amostras de DNA purificadas foram eluidas em água livre de nucleases e 

armazenadas a –80ºC.  

5.9 Critérios da seleção das variantes  

Utilizando bancos de dados públicos que estão disponíveis na plataforma 

SNPinfo Web Server, selecionamos as variantes para o estudo (SNPinfo, 2022). Para 

escolha das variantes foi usado como critérios como, taxa global da frequência de menor 
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alelo (MAF ≥ 5%); marcadores tido como tag SNP que carregam informação de 

determinado bloco formado por variantes que estão em desequilíbrio de ligação. As 

variantes tag SNP foram selecionadas visando uma maior cobertura do gene e redução 

do número de variantes para ser estudada. 

Uma vez que a variante é tag SNP em determinada população não significa que 

a mesma será tag SNP em outra população isso é possível devido a diferença na 

informação genética que cada população carrega. 

Ao todo, quatro variantes distribuídas em diferentes regiões do gene IL12B foram 

selecionadas, uma variante na região do 2 intron do gene (rs2569253), outra na região 

do 4 intron (rs919766), duas na região 3’UTR do gene (rs3181224 e rs3181225). Todas 

as variantes selecionadas estão distribuídas em regiões não codificantes de 

aminoácidos.   

 

5.10 PCR das variantes no IL-12B 

A PCR foi otimizada com adequações das concentrações de cada reagente. Para 

as variantes rs3181224 e rs3181225 (mesmo par de primer), rs919766 e 2569253 foram 

desenhados um par de primes para cada variante, conforme a tabela 01 abaixo.  

SNV Pares de Primers 

rs3181224  

rs3181225 
IL12B1225F: 5’- GGA CAG TCC TGG AGA CTA TC-3’ 
IL12B1225R: 5’-TCT TTG CCA ACC TTT GGA GCA-3’ 

rs919766 IL12B9766F: 5’- GGG TCA GAA GAG CTG AAG TCA AAG-3’ 
IL12B9766R: 5’-TCC ATA TTC ATT TAG TCC AGA GAC-3’ 

rs2569253 IL12B253F: 5’- TGC CTT ACA TTT GAC TGA GGA TT -3’  
IL12B253R: 5’- CAC TGG TGA TTT AAA ACA GAG GG -3’ 

Tabela 01. SNV e primes, 2021. 

 

A reação da PCR foi preparada com volume final de 25μL contendo, 1,0 mmol/L 

de MgCl2, tampão contendo 500mmol/L de KCl e 100mol/L de Tris-HCl (pH8,3), 40μmol/L 

dNTP, 0.2pmol/L de cada primer forward e reverse, 40 ng de DNA e 1U de Taq 
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polimerase. No termoclicador foi criado um programa especifico para cada variante, 

conforme a tabela 02, abaixo. Após o termino da PCR a mesma foi testada em gel de 

agarose a 2% corado com brometo de etídio. 

 
Ciclos 

Desnaturação 
Inicial 

Desnaturação Anelamento Extensão 
Extensão 

Final 
Tamanho 

em pb. 

rs3181224  

rs3181225 
X38 

95°C/5min 95°C/15s 

56.6°C/15s 

72°C/30s 72°C/7min 

361pb 

rs919766 X40 58°C/15s 228pb 

rs2569253 X38 53°C/15s 201pb 

Tabela 02. Programa de ciclagem para cada SNV, 2021. 

 

5.11 Genotipagem das variantes do IL12B 

 A digestão enzimática para a variante rs3184224 foi preparada com volume final 

de 20μL, contendo 10μL do produto de PCR, tampão cutsmart 25x e 1/4 U de enzima de 

restrição HpyCH4III com o seguinte sítio 5’...ACN’GT...3’ e atividade a 37°C. Na presença 

do alelo A o fragmento permanece 361pb enquanto na presença do alelo G é gerado 

fragmentos de 297pb,59pb e 5pb. A separação dos fragmentos foi feita em gel de agarose 

3% corado com brometo de etídio. A discriminação genotípica fica semelhante à figura 

12, abaixo. 

 

Figura 12. Discriminação genotípica rs3181224. Fonte: acervo pessoal, 2021. 

A digestão enzimática para a variante rs3184225 foi preparada no volume final 

de 20μL, contendo 10μL do produto de PCR, tampão cutsmart 25x e 1/4 U de enzima de 
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restrição MboII com o seguinte sitio 5’...GATC...3’ e atividade a 37°C. Na presença do 

alelo G o fragmento permanece inalterado com 361pb enquanto na presença do alelo A 

é gerado fragmentos 287pb e 74pb. A separação dos fragmentos foi feita em gel de 

agarose 3.5% corado com brometo de etídio. A discriminação genotípica fica semelhante 

à figura 13, abaixo. 

 

Figura 13. Discriminação genotípica rs3181225. Fonte: acervo pessoal, 2021. 

A digestão enzimática para a variante rs919766 foi preparada no volume final de 

20μL, contendo 10μL do produto de PCR, tampão cutsmart 25x e 1/4 U de enzima de 

restrição BsaJI com o seguinte sitio 5’...C’CNNGG...3’ e atividade a 60°C. N presença do 

alelo C é gerado fragmentos de 121pb, 60pb e 47pb enquanto na presença do alelo A é 

gerado fragmentos 168pb e 60pb. A separação dos fragmentos foi feita em gel de 

agarose 3.5% corado com brometo de etídio. A discriminação genotípica fica semelhante 

à figura 14, abaixo. 

 

Figura 14. Discriminação genotípica rs919766. Fonte: acervo pessoal, 2021. 
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A digestão enzimática para a variante rs2569253 foi preparada no volume final 

de 20μL, contendo 10μL do produto de PCR, tampão cutsmart 25x e 1/4 U de enzima de 

restrição BsaJI com o seguinte sitio 5’...C’CNNGG...3’ e atividade a 60°C. Na presença 

do alelo T é gerado fragmentos 155pb e 46pb enquanto na presença do alelo C é gerado 

fragmentos 110pb, 46pb e 45pb. A separação dos fragmentos foi feita em gel de agarose 

3.5% corado com brometo de etídio. A discriminação genotípica fica semelhante à figura 

15, abaixo. 

 

Figura 15. Discriminação genotípica rs2569153. Fonte: acervo pessoal, 2021. 

 

5.12 Quantificação de citocinas e quimiocinas em imunoensaio pelo método 
Luminex 

Os níveis plasmáticos de IFN-γ e IL-12 (p70), foram dosados em ambos os grupos 

do estudo, pela utilização de imunoensaio multiplexado com microesferas em um 

analisador Luminex (Luminex®, MiraiBio, Alameda, CA) de acordo com as instruções do 

fabricante. A dosagem foi realizada em microplacas de 96 poços contendo microesferas 

revestidas por anticorpos monoclonais contra os diferentes respectivos alvos. 

5.13 Análise estatística  

 As frequências genotípicas e alélicas das SNVs foram determinadas através de 

contagem direta. O equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi calculado comparando os 

genótipos observados com os esperados por meio do teste Chi-quadrado (x2) para cada 

SNV. As comparações das frequências dos alelos e genótipos entre os grupos (caso e 

controle), foram calculadas utilizando pacote SNPassoc do software R (v.4.2.1), que 
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conta com testes como x2, razão de chance ou Odds Ratio (OR), intervalo de confiança 

(IC) de 95% e o valor de p (sendo considerados significativos valores abaixo de 0,05). 

O desequilíbrio de ligação foi feito através do software Haploview versão 4.2, e a 

influência dos genótipos sobre as concentrações de citocinas plasmáticas (IL12 e IFN-γ) 

foi analisada através do software R versão 4.1.2, pacote ggplot 2. Considerando 

significativos valores inferiores a P<0,05. Os valores de p foram corrigidos de acordo 

Benjamini e Hochberg. 

 

6. RESULTADOS 

 

6.1 Frequências alélicas e genotípicas dos SNVs do gene IL12B 
 

É um estudo de caso e controle. Quatro SNVs do gene IL12B foram escolhidas 

de acordo com a frequência de menor alelo (MAF), superior a 5% em diferentes 

populações. Essas variantes são tags SNP de acordo com o desequilíbrio de ligação com 

várias variantes do gene em diferentes populações. Importante ressaltar que a população 

do estudo é uma miscigenação de nativos americanos (50-60%), europeus (40-50%) e 

africanos (10%) (ANDRÉS et al., 2014).  

O gene de IL12B possui o tamanho de 15.708pb, 8 exons, 7 introns e codifica 

328 aminoácidos para formar a subunidade p40 da IL-12p70. As quatro variantes 

rs2569253, rs919766, rs3181224, e rs3181225 estão distribuídas ao longo do gene 

IL12B, conforme a fig. 11.  

As distribuições e comparações das frequências alélicas e genotípicas das 

variantes rs2569253, rs919766, rs3181224, rs3181225 são demonstradas nas tabelas 4, 

5, 6 e 7 respectivamente. As comparações entre os modelos codominante, dominante, 

recessivo e superdominante juntamente com seus OD e IC 95%. Todas as variantes 

estudadas se encontram dentro do equilíbrio de Hardy-Weinberg em ambos os grupos. 
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rs2569253                   

FREQUÊNCIAS DOS GENÓTIPOS E ALELOS, E COMPARAÇÕES 
ESTATÍSTICAS ENTRE CASO E CONTROLE 

 CASO (%) CONTROLE (%)   

Codominante TOTAL =682 TOTAL =671 OR [IC 95%] Valor-p 

T/T 315 (46,2%)  352 (52,5%) 1 

0.032 

T/C 284 (41,6%)  259 (38,6%) 1.22 [0.98-1.53] 

C/C 83 (12,2%) 60 (8,9%) 1.53 [1.07-2.22] 

Alelos     

T   914 (67%)  963 (71,7%)    

C  450 (33%)  379 (28,3%)   

Dominante     

T/T vs C/T-C/C   1.28 [1.04-1.58] 0.021 

Recessivo     

C/T-T/T vs C/C    1.40 [0.99-2.0] 0.052 

Superdominante     

T/T-C/C vs T/C   1.14 [0.90-1.4] 0.253 

Abreviações: IC, intervalo de confiança; OR, odds ratio. 

 

Tabela 03. Distribuições das frequências alélicas e genotípicas da SNV rs2569253 estudada do 

gene IL12B, 2022 
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rs919766                   FREQUÊNCIAS DOS GENÓTIPOS E ALELOS, E COMPARAÇÕES 
ESTATÍSTICAS ENTRE CASO E CONTROLE 

 Caso (%) Controle (%)   

Codominante Total = 748  Total = 719 OR2[ICI395%] Valor-p 

A/A 578 (77,3%)  559 (77,7%) 1 

0.579 

A/C 153 (20,5%)  149 (20,7%) 1.01 [0.78-1.30] 

C/C 17 (2,3%) 11 (1,5%) 0.67 [0.31-1.44] 

Alelos     

A 1309 (87,5%) 1267 (88,1%)    

C 187 (12,5%) 171 (11,9%)   

Dominante     

A/A vs C/A-C/C   0.97 [0.76-1.24] 0.827 

Recessivo     

C/C vs C/A-A/A   0.67 [0.31-1.44] 0.296 

Superdominante     

A/A-C/C vs A/C   1.02 [0.79-1.31] 0.898 

Abreviações: IC, intervalo de confiança; OR, odds ratio. 

 

Tabela 04. Distribuições das frequências alélicas e genotípicas da SNV rs919766 estudada do 

gene IL12B, 2022. 
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rs3181224 
FREQUÊNCIAS DOS GENÓTIPOS E ALELOS, E COMPARAÇÕES 

ESTATÍSTICAS ENTRE CASO E CONTROLE 

Codominante 

Caso (%) 

TOTAL = 755 

Controle (%) 

TOTAL = 781 OR [IC 95%] Valor-p 

A/A 664 (87,9%) 653 (83,3%) 1  

0.036 

A/G 87 (11,5%) 125 (16%) 0.68 [0.51-0.91]  

G/G 4 (0,5%) 3 (0,4%) 0.76 [0.17-3.42] 

Alelos     

A 1415 (93,7%)  1431 (91,6%)   

G 95 (6,3%) 131 (8,4%)   

Dominante     

A/A vs G/A-G/G   0.69 [0.52-0.93] 0.014 

Recessivo     

G/A-A/A vs G/G   0.46 [0.08-2.54] 0.671 

Superdominante     

A/A-G/G vs G/A   0.68 [0.51-0.91] 0.010 

Abreviações: IC, intervalo de confiança 95%; OR, odds ratio. 

 

Tabela 05. Distribuições das frequências alélicas e genotípicas da SNV rs3181224 estudada do gene 

IL12B, 2022. 

 

 

 

 

 

 

 

 



49 

 

rs3181225 
FREQUÊNCIAS DOS GENÓTIPOS E ALELOS, E COMPARAÇÕES 

ESTATÍSTICAS ENTRE CASO E CONTROLE 

Codominante 

Caso (%) 

TOTAL = 774 

Controle (%) 

TOTAL = 794 OR [IC 95%] Valor-p 

G/G 619 (80%) 658 (82,9%) 1 

0.324 

A/G 147 (19%) 128 (16,1%) 0.82 [0.63-1.06] 

A/A  8 (1%) 8 (1%) 0.94 [0.35-2.52] 

Alelos     

A  163 (10,5%)  144 (9,1%)    

G 1385 (89,5%) 1444 (90,9%)   

Dominante     

G/G vs G/A-A/A   0.83 [0.64-1.07] 0.140 

Recessivo     

A/A vs G/A-G/G   0.97 [0.36-2.61] 0.959 

Superdominante     

A/A-G/G vs G/A   0.82 [0.63-1.06] 0.134 

Abreviações: IC, intervalo de confiança 95%; OR, odds ratio. 

 

Tabela 06. Distribuições das frequências alélicas e genotípicas da SNV rs3183225 estudada do 

gene IL12B, 2022. 

As variantes rs2569253 e rs3183224 mostraram diferenças entre as frequências 

dos genótipos e alelos entre os casos e controles. No modelo de herança codominante 

da variante rs2569253, indivíduos portadores do genótipo heterozigoto T/C mostram 

chance de risco de 22% para desenvolver a LC (OD 1.22, IC de 95%, 0.98-1.53, P= 

0.032), indivíduos homozigotos para o alelo C (12,2%) têm risco de 53% para o 

desenvolvimento LC (OD 1.53, IC de 95%, 1.07-2.22, P= 0.032). A suscetibilidade é 

notada nos modelos dominante com 28% (OD 1.28, IC de 95%, 1.04-1.58, P= 0.021), 

recessivo com 40% (OD 1.4, IC de 95%, 0.99-2.0, P= 0.052) como mostra a tabela 4.  

Indivíduos heterozigotos A/G apresentam 32% (OD 0.68, IC de 95%, 0.51-0.91, 

P= 0.01) chance de não desenvolver a LC em comparação aos homozigotos A/A. No 

modelo dominante, os indivíduos homozigotos para o alelo A têm 43% (OD 1.43, IC de 

95%, 1.07-1.91, P= 0.014) de risco para desenvolver LC, também foi visto risco nos 
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modelos superdominante 46% (OD 1.46, IC de 95%, 1.09-1.96, P= 0.010) como mostrado 

na tabela 06.  

Em contraste, as outras variantes mostraram semelhanças nas frequências 

alélicas e genotípicas entre os grupos do estudo onde o valor de p confirmou que não 

houve correlação das variantes rs919766, rs3183225 com suscetibilidade ou proteção 

contra LC, como mostrado nas tabelas 05 e 07, respectivamente.    

 

6.2 Desequilíbrio de ligação (DL) das variantes do IL12B  
 

Com o intuito de avaliar as variantes que estão sendo segregadas juntas, foi 

calculado o desequilíbrio de ligação entre as variantes, fig. 16 

As quatro variantes genéticas distribuídas ao longo do gene IL12 estão cobrindo 

uma região com mais de 10kb do gene, abrangendo 6 Íntrons e 6 Éxons. A variante 

rs2569253 localizada no intro 2 possui uma distância de 3.429pb da variante rs919766 

localizada na região do intro 4. A variante rs919766 tem uma distância de 6.714pb da 

variante rs3181224 que é próxima da variante rs3181225 com apenas 227pb de distância 

e ambas estão na região UTR’. Todas as variantes estudadas estão em regiões que são 

conhecidas por não codificarem aminoácidos, mas pode estar envolvida na regulação da 

sua respectiva proteína. 

O bloco total que é composto pelos dois grupos (caso e controle) mostrou a 

variante rs3181225 está em DL com rs3181224 (r2=0.80) e variante rs919766 (r2=0.85), 

a variante rs919766 está em DL com a rs2569253 (r2=0.79).  
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Figura 16. A distribuição e posição das variantes no gene IL12, e a estrutura de desequilíbrio de 

ligação das diferentes variantes do gene IL12. 

 

Com o programa Haploview foi possível desenvolver os haplótipos pelo algoritmo 

de maximização da expectativa (EM). A análise dos haplótipos mostrou 7 haplótipos, aqui 

denominados de H1 a H7. Os haplótipos distribuídos entre os grupos caso e controle 

mostraram diferenças, conforme a tabela 08.  

Os haplótipos (H1) T/A/A/G e H3 C/A/A/A mostraram diferenças na comparação 

dos grupos do estudo (caso CS (50%) e controle CT (54%) e (CS (9%) e CT (6%)), 

respectivamente. O haplótipo H1 está associado a proteção (OR 0.85; IC 95% 0.72-1.00; 

p=0.06) e o haplótipo H3 C/A/A/A á suscetibilidade a LC (OR 1.6; IC 95% [1.20-2.27]; 

p=0.001). 
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Hap. SNV253 SNV766 SNV224 SNV225 CS% CT% X2 OR IC 95% Valor P 

1 T A A G 0,50 0,54 3.47 0.85 [0.72-1.00] 0.06 

2 C A A G 0,24 0,21 2.89 1.2 [0.97-1.44] 0.08 

3 C A A A 0,09 0,06 9.93 1.6 [1.20-2.27] 0.001 

4 T C A G 0,08 0,06 2.02 1.3 [0.91-1.74] 0.15 

5 T C G G 0,04 0,06 2.56 0.73 [0.50-1.08] 0.10 

6 T A A A 0,02 0,03 2.84 0.62 [0.35-1.07] 0.09 

7 T A G G 0,01 0,02 3.01 0.60 [0.33-1.05] 0.08 

Abreviações: CS, grupo caso; CT, grupo controle; X2, Chi-square; OR, odds ratio. 

 

Tabela 07. Distribuições dos haplótipos do gene IL12 na população do estudo, 2022. 

 

6.3 Avaliação da influência dos genótipos das variantes com as concentrações de 
citocina IL-12 e IFN-γ. 

 

Os genótipos das variantes foram correlacionados com os níveis plasmáticos das 

citocinas IL-12 e IFN-γ. As correlações foram feitas em caso, controle e total (caso + 

controle), conforme as figuras abaixo. 

A correlação dos genótipos (C/C, C/T e T/T) da variante rs2569253 com IL-12 

não mostrou nenhuma diferença significante. Entretanto, indivíduos homozigotos C/C 

mostrou uma baixa produção no grupo controle, quando comparado com os genótipos 

T/T e T/C, o mesmo é observado inversamente no grupo caso, conforme a fig. 17.  

A influência observada, no grupo caso, da variante rs3181224 (p=0.03), sobre o 

nível plasmático da IL-12 não pode ser considerada devido o número amostral (n=2), ser 

baixo por causa da baixa frequência do genótipo homozigoto para o alelo G na população 

estudada, conforme fig. 18.  

Os genótipos das variantes rs919766 e rs3181225 não mostraram correlação e 

tendência com nível de IL-12 circulantes, conforme fig. 17 e 18. 
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Figura 17. Correlação dos genótipos das variantes rs2569253 e rs919766 com nível plasmático 

da citocina IL-12, grupo caso, controle e total, 2022. 
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Figura 18. Correlação dos genótipos das variantes rs3181224 e rs3181225 com nível plasmático 

da citocina IL-12, grupo caso, controle e total, 2022. 

 

As variantes rs2569253, rs919766, rs3183224 e rs3183225 mostraram não 

possuir influência no nível circulante de IFN-γ, conforme as fig.19 e 20. 
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O desvio padrão observado, no grupo controle da correlação entre a variante 

rs919766 e IFN-γ, na figura 19, acontece pelo baixo número amostral (n=3), do genótipo 

C/C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Correlação dos genótipos das variantes rs2569253 e rs919766, com nível plasmático 

da citocina IFN-γ, grupo caso, controle e total, 2022. 
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Figura 20. Correlação dos genótipos das variantes rs3181224 e rs3181225, com nível plasmático 

da citocina IFN-γ, grupo caso, controle e total, 2022. 
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Quando comparado apenas o genótipo homozigoto C/C vs T/T é visto uma 

influência do genótipo C/C (p=0.05) no grupo controle. Mostrando que indivíduos do 

grupo controle têm baixa produção de IL-12 quando comparado com o genótipo T/T, o 

que acontece inversamente no grupo caso, conforme a fig.21. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Correlação dos genótipos da variante rs2569253 com nível plasmático da citocina IL-

12 grupo controle, caso e total, 2022. 
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7. DISCUSSÃO 

 

Somente no Brasil, no período de 15 anos (2003-2018) foi registrado mais de 

300.000 novos casos de Leishmaniose Tegumentar (LT), sendo a Leishmaniose Cutânea 

(LC) responsável pela maioria dos casos de LT. LC é uma doença infecciosa crônica 

dependente de diversos fatores, como ambientais, nutricionais, genéticos, para o seu 

desfecho clínico (SINAN/MS, 2019). Diversos estudos mostram que fatores genéticos 

exercem grande influência no desfecho clínico da LC. 

A compreensão da LC teve grande avanço nos últimos anos, mas os mecanismos 

moleculares da doença ainda não são bem compreendidos. Ao pensar numa população 

endêmica, aleatoriamente, é possível observar apenas uma fração de indivíduos que 

desenvolve a LC, enquanto uma fração ainda menor desenvolve a Leishmaniose 

Mucocutanea (LM), forma mais agressiva da LC. Neste contexto, os mecanismos estão 

envolvidos nessa proteção ou suscetibilidade que faz apenas alguns indivíduos 

desenvolverem lesões e outros se curarem sem desenvolver lesões. Diversos estudos 

foram direcionados para relação entre a imunogenética do hospedeiro e desfecho clínico 

da doença, buscando identificar genes envolvidos na suscetibilidade frente a infecção LC 

(BLACKWELL et al., 2020). 

Identificar os genes envolvidos na resposta do hospedeiro contra infecção por 

Leishmania ajudará na compreensão dos mecanismos de desenvolvimento da LC e 

outras doenças de caráter inflamatório, contribuindo na produção de novos tratamentos 

mais eficazes e com menos efeitos colaterais. 

A classificação de resistência ou proteção frente a infecção a Leishmania é 

atribuída ao fato do hospedeiro ser capaz de eliminar parasitos via produção de IFN-y, 

IL-12 e Óxido Nítrico (NO), que são produzidos por macrófagos (M1), esses M1 são 

polarizados na presença de IFN-γ que é produzido pela interação entre células Th1/M1. 

Em contraste, a suscetibilidade é determinada pela ausência da produção NO que 

acontece devido a interação entre células Th2/M2 (SOUSA et al,. 2006). Essa interação 

resulta em produção de citocinas como IL-4, IL-5, IL13 que polarizam os macrófagos pela 

via alternativa M2.   
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Vários estudos relataram associações de variantes genéticas presente no gene 

IL12B com doença inflamatória, como é caso da resistência em infecção congênita por 

citomegalovírus (DOMINIKA et al,. 2020), por infecção T. cruzi (AMANDA et al., 2020). 

Na presença de infecção bacteriana causada por Listeria, a interleucina IL-12 

atua na diferenciação de linfócitos naive (Th0) em linfócitos Th1, além de promover a 

manutenção do fenótipo Th1 (HSIEH et al., 1993). Em cultura de células humanas e 

murinos a IL-12 facilitou a resposta Th1, além de aumentar a produção de IFN-γ, a 

presença de IL-12 em clones de CD4+ e CD8+ aumentou consideravelmente a produção 

de IFN-γ, quando comparado com clones sem a presença de IL-12 (MANETTI et al., 

1994). A IL-12 atua como uma citocina chave na diferenciação em Th1 da resposta imune 

adaptativa, além da indução de citocinas pró-inflamatória como IL-12 e IFN-γ 

(TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018). O desfecho clínico da LC é associado a uma 

resposta imunológica equilibrada entre subconjuntos Th1 e Th2, principalmente. A lesão 

da LC é associada principalmente a uma resposta predominante de Th1 (TNF-a, IFN-γ, 

IL-1b), (SCORZA et al,. 2017). Qualquer fator que cause uma regulação positiva ou 

negativa no balanço da resposta Th1 e Th2, principalmente, pode levar ao 

desenvolvimento da lesão que é característica da LC. 

O controle da leishmaniose cutânea causada por L. mexicana é associado ao 

eixo IL-12/IFN-γ/iNOS; camundongos deficiente em STAT-4 e/ou IFN-γ são altamente 

suscetíveis a desenvolverem a doença. Camundongos deficientes em IL-12p40 

apresentaram crescimento rápido da lesão, carga parasitária alta e forte resposta Th2 

(BUXBAUM et al., 2002). Doença de Chagas causada pelo T. cruzi, também é associada 

ao eixo IL-12/IFN-γ/iNOS; camundongos nocaute de IL-12 e/ou IFN-γ são altamente 

suscetíveis a doença (MICHAILOWSKY et al., 2001). O estudo de Amanda e 

colaboradores correlacionaram variantes genéticas presente ao longo gene IL12 com 

doença de Chagas, em populações brasileiras (São Paulo, Minas Gerais e Bahia), o 

presente estudo mostrou correlação de duas variantes com suscetibilidade a doença, a 

variante rs2569253 (comparação T/T + T/C vs. C/C; p = 0.039; OR = 1.371; 95%CI: 

1.015–1.852) e rs919766 (A/A vs. A/C + C/C; p = 0.001; OR = 1.653; 95%CI: 1.241–

2.198), as frequências  MAF(C) CT = 40.7%; CS = 35.3% e MAF(C) CT = 8.9%; CS = 

19.3%, das variantes rs2569253 e rs919766, respectivamente. (FRADE-BARROS et al., 
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2020). Nosso trabalho desenvolvido no Amazonas, estado do norte do Brasil, mostrou 

que indivíduos portadores do alelo C apresentam risco de desenvolver LC (comparação 

C/T+C/C vs. T/T; p = 0.021; OR = 1.28; 95%IC: 1.04-1.58), e frequência do MAF (C) CS 

33%; CT 28,3% da variante rs2569253. Em contraste, a variante rs919766 não está 

associada com desenvolvimento da doença LC no nosso estudo, essa divergência pode 

estar relacionada a diferença da frequência do menor alelo apresentado por cada região. 

Amazonas, a população do nosso estudo apresentou MAF (C), da variante rs919766, 

CS=12,5% e CT=11,9% vs MAF (C) CS = 19.3% e CT = 8.9% Amanda e colaboradores), 

(AMANDA et al., 2020). 

Na LC, a célula dendrítica (DC) inicia a resposta imune específica com 

apresentação do antígeno da Leishmania para a célula T e é tida como a principal fonte 

de produção de IL-12. A maioria das DCs que migram para os linfonodos são de origem 

de monócitos inflamatórios que migraram para o local da infecção e posteriormente se 

diferenciaram em DCs (LEZZI et al., 2006). DC internaliza parasito da L. major na forma 

amastigota, e induz a apresentação dos antígenos para célula Th0 via de Complexo 

Principal de Histocompatibilidade (MHC) classes 1 e 2 em sua superfície junto com 

aumento de moléculas coestimuladoras (CD40, CD54, CD80 e CD86), nas primeiras 18h 

de infecção a DC libera IL-12p40 e após 72h de infecção passa a liberar IL-12p70 sendo 

a principal fonte para célula Th1 CD4+ (VON et al., 1998). Tratamento com IL-12 

recombinante curou em 89% dos camundongos BALB/c, que são normalmente 

suscetíveis, com tratamento houve diminuição da carga parasitária, patas infectadas, 

mostrando o papel protetor de células Th1 CD4+ (HEINZEL et al., 1993). A IL-12 é capaz 

de aumentar significativamente a produção de IFN-γ durante uma resposta imune 

(MANETTI et al,. 1994).  

O fato da IL-12 ser uma citocina chave no desenvolvimento de Th1, sua produção 

precisa possuir uma regulação da sua expressão. Os microRNAs (miRNAs) têm 

importante papel na regulação da transcrição e tradução de genes por isso têm sido 

amplamente implicados na regulação da resposta imune. Camundongos nocaute para 

miR-21 apresentaram alto nível de IL-12 e consequentemente alto nível de IFN-γ, além 

de diminuir a expressão de marcadores de macrófagos M2 favorecendo a polarização 

para M1 (LEE et al., 2021). Em infecção por Toxaplasma gondii o padrão de expressão 
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de miR-187 foi semelhante ao de produção de IL-12 (JIANG et al., 2020). Em 2021, 

Varikuti mostrou que camundongo nocaute para miRNA-155, infectados por L. major, tem 

elevados níveis de IL-12 e IFN-γ o que contribui para uma rápida resolução da doença 

(VARIKUTI et al., 2021). Nosso trabalho observou que os genótipos das variantes 

estudadas não possuem influências direta sobre os níveis de citocinas circulantes IL-12 

e IFN-γ, figuras 17, 18,19 e 20, entretanto não se pode descartar que essas variantes 

estejam influenciando indiretamente nos níveis das citocinas, pois é notado que a 

presença do alelo C, da variante rs2569253 (Fig. 21), causa uma baixa na média de IL-

12 no grupo controle e um aumento no grupo caso ou que essas variantes podem estar 

em DL com outras variantes e/ou formando haplótipos que influenciem nos níveis de 

citocinas circulantes e consequentemente no desfecho clinico da LC.  

Células do sistema inato são as primeiras produtoras de IFN-γ, que antes do 

desenvolvimento da resposta Th1 contra L. major, células Natural Killer (NK) são 

recrutadas e começam a produzir IFN-γ (BAJÉNOFF et al., 2006). IFN-γ tem forte 

influência no desfecho clínico da LC, pelo importante papel desenvolvido na ativação de 

macrófagos M1 que são produtores de substâncias microbicidas como óxido nítrico (NO) 

e espécie reativa de oxigênio (ROS), entretanto alta produção de IFN-γ pode acabar 

sendo prejudicial ao hospedeiro (SOUSA et al,. 2006). Estudos mostraram que variantes 

genéticas presente no gene IFNG podem influenciar, para mais ou para menos, os níveis 

de IFN-γ circulantes (GUERRA et al., 2014, GONSKY et al., e 2014 SILVA et al., 2020). 

Guerra e colaboradores mostraram correlação de variantes genéticas com os níveis de 

IFN-γ em infecção por T. gondii, indivíduos heterozigotos do grupo controle AG 

(rs2069718) e CT (rs3181035) possuem alta produção de IFN-γ quando comparado com 

grupo de pacientes com lesões (GUERRA et al., 2014). Gonsky e colaboradores 

mostraram que pacientes (doença inflamatória intestinal) portadores do alelo T da 

variante rs1861494, localizada na região do 3 intron do gene IFNG, possuem maior 

secreção de IFN-γ (GONSKY et al., 2014). Nosso grupo mostrou uma correlação do 

haplótipo H1 G/G/T/T/A/T/G/C/G com baixos níveis IFN-γ circulantes em pacientes com 

LC causada por L.guyanensis (SILVA et al., 2020). Na linha de que a IL-12 influência a 

produção de IFN-γ, nosso trabalho mostrou um risco de 62% de desenvolver LC para 

indivíduos que carregam o haplótipo H3 C/A/A/A no gene IL12 (OR 1.6; IC 95% [1.20-
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2.27]; P=0.001). Em contraste, não foi observado influência das variantes do gene IL12B 

sobre os níveis circulantes de IFN-γ. Essa citocina deve possuir uma fina regulação, pois 

uma baixa ou alta produção pode acarretar em aumento da carga parasitária ou dano ao 

tecido, respectivamente, uma vez que ela está diretamente ligada a ativação e 

polarização de macrófagos M1 que são células importantes para eliminação do parasito 

da LC.    

 

8. CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho foi estudado quatro variantes presente ao longo do gene IL12B, 

que codifica a subunidade p40 da IL-12. Os resultados gerados mostraram duas variantes 

associadas com LC causada por L. guyanensis, a variante rs2569253 mostrou que a 

presença do alelo C é associada com suscetibilidade frente à LC, enquanto que o 

genótipo G/G da variante rs3181224 é associada com resistência frente à LC. 

É observado ainda que as variantes estudadas na população Amazonense não 

estão influenciando as concentrações das citocinas IL-12 e IFN-γ. Em contraste, é 

formado um haplótipo C/A/A/A, aqui denominado H3, que é correlacionado com 

suscetibilidade frente à LC causada por L. guyanensis. 

O trabalho desenvolvido mostrou resultados interessantes, entretanto é 

necessário estudar outras variantes que estão distribuídas ao longo gene IL12B para 

realizar uma cobertura maior do gene, gerando mais informações. Segundo dados do site 

SNPinfo a variante rs1368439 está numa região UTR’ e recebe ligação do microRNA-

220c (miR-220c), outra variante rs3212227 mostrou bons resultados como, correlação 

com a doença em diversos estudos genéticos. 

 É essencial verificar as informações que essas duas variantes carregam e somar 

com as informações que foram geradas neste trabalho para melhor inferir o papel das 

variantes genéticas presente ao longo do gene IL12 com o desfecho clínico da LC na 

população estudada. 
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ANEXO 

 

 Controle   Caso   Total  

rs2569253 n Me ± SE 
Valor-
P 

n Me ± SE 
Valor-
P 

n Me ± SE 
Valor-
P 

IL-12 

T/T 136 0.31 ± 0.05 

0.13 

94 0.84 ± 0.06 

0.31 

230 0.53 ± 0.04 

0.88 T/C 100 0.31 ± 0.06 79 0.83 ± 0.07 179 0.54 ± 0.05 

C/C 23 0.04 ± 0.10 17 1.08 ± 0.10 40 0.48 ± 0.11 

IFN.y 

T/T 142 2.82 ± 0.04 

0.24 

115 3.05 ± 0.06 

0.98 

257 2.92 ± 0.03 

0.77 T/C 109 2.72 ± 0.05 108 3.06 ± 0.06 217 2.90 ± 0.04 

C/C 22 2.66 ± 0.10 27 3.05 ± 0.11 49 2.88 ± 0.08 

rs919766          

IL-12 

A/A 221 0.22 ± 0.04 

0.84 

179 0.92 ± 0.05 

0.16 

400 0.53 ± 0.03 

0.12 A/C 56 0.27 ± 0.07 55 0.84 ± 0.06 111 0.55 ± 0.05 

C/C 3 0.34 ± 0.28 5 1.42 ± 0.20 8 1.02 ± 0.24 

IFN.y 

A/A 233 2.72 ± 0.03  232 3.03 ± 0.04 

0.69 

465 2.87 ± 0.03  

A/C 59 2.65 ± 0.07 0.61 65 2.96 ± 0.09 124 2.81 ± 0.05 0.57 

C/C 3 2.70 ± 0.57  9 2.94 ± 0.16 12 2.88 ± 0.17  

Tabela 08. Correlações dos genótipos das variantes rs2569253 e rs919766 com níveis plasmáticos das 
citocinas (IL-12 e IFN.y), 2022. 

 

 Controle   Caso   Total  

rs3181224 n Me ± SE 
Valor-
P 

n Me ± SE 
Valor-
P 

n Me ± SE 
Valor-
P 

IL-12 

A/A 267 0.22 ± 0.03 

0.96 

222 0.92 ± 0.04 

0.03 

489 0.54 ± 0.03 

0.10 G/A 53 0.24 ± 0.07 24 0.82 ± 0.13 77 0.42 ± 0.07 

G/G 2 0.16 ± 0.37 2 0.19 ± 0.14 4 0.01 ± 0.19 

IFN.y 

A/A 258 2.69 ± 0.03 

0.28 

212 3.15 ± 0.05 

0.76 

470 2.90 ± 0.03 

0.23 G/A 52 2.65 ± 0.07 22 3.02 ± 0.12 74 2.74 ± 0.06 

G/G 2 2.13 ± 0.00 2 3.13 ± 0.01 4 2.63 ± 0.28 

rs3181225          

IL-12 

G/G 266 0.23 ± 0.03 

0.95 

208 0.90 ± 0.04 

0.68 

474 0.52 ± 0.03 

0.87 A/G 63 0.24 ± 0.09 41 0.96 ± 0.10 104 0.52 ± 0.07 

A/A 2 0.40 ± 0.38 1 1.37 ± 0.00 3 0.72 ± 0.39 

IFN.y 

G/G 276 2.86 ± 0.03 

0.38 

253 3.02 ± 0.04 

0.79 

529 2.84 ± 0.02 

0.58 A/G 67 2.78 ± 0.06 63 3.03 ± 0.08 130 2.90 ± 0.05 

A/A 2 2.83 ± 0.12 1 3.39 ± 0.00 3 3.02 ± 0.25 

Tabela 09. Correlações dos genótipos das variantes rs3181224 e rs3181225 com níveis plasmáticos das 

citocinas (IL-12 e IFN.y), 2022. 
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 Controle   Caso   Total  

rs2569253 n Me ± SE 
Valor-
P 

n Me ± SE 
Valor-
P 

n Me ± SE 
Valor-
P 

IL-12 

C/C 23 0.04 ± 0.10 

0.05 

17 1.08 ± 0.10 

0.13 

40 0.48 ± 0.11 

0.69 T/T 136 0.31 ± 0.05 94 0.84 ± 0.06 230 0.53 ± 0.04 

       

Tabela 10. Correlações dos genótipos (sem a presença do C/T) da variante rs2569253 com níveis 

plasmáticos da citocina IL-12, 2022. 
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