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I. RESUMO 
 
Introdução: A Leishmaniose Disseminada (LD) causada por Leishmania 
braziliensis, é caracterizada pela presença de 10 ou mais lesões papulares, 
acneiformes e ulceradas. Alguns estudos têm mostrado que L.braziliensis 
isoladas de pacientes com LD, leishmaniose cutânea (LC) e leishmaniose 
mucosa (LM) são polimórficas, apresentando uma diversidade genética que 
está associada com as formas clínicas na leishmaniose tegumentar americana 
(LTA). O antígeno solúvel obtido de isolados de L.braziliensis de pacientes LD 
induz uma resposta inflamatória maior quando comparado com antígeno obtido 
de isolados de pacientes com LC em células de pacientes com LC e LD. 
Estudos têm mostrado que monócitos/macrófagos de pacientes com LC e LM 
comportam-se de maneira diferente frente à infecção com L.braziliensis quando 
comparado com células de controles sadios (CS). Ainda não existem estudos 
sobre o comportamento dos monócitos na LD. Objetivo: Avaliar o papel de 
monócitos e de isolados de Leishmania braziliensis genotipicamente diferentes 
na resposta inflamatória observada na leishmaniose disseminada. Métodos: 
Monócitos de pacientes com LD (n=12), LC (n=12) e de CS (n=5) foram 
infectados com isolados de L. braziliensis de pacientes com LD e isolados de 
pacientes com LC na proporção de 5:1. A avaliação do grau de infecção e da 
carga parasitária foi avaliada através da contagem de preparações de cytospin 
por microscopia óptica. Para a análise da sobrevivência dos diferentes isolados 
de L. braziliensis em monócitos de pacientes com LC,LD e CS foi realizada a 
contagem de promastigotas viáveis no sobrenadante de culturas utilizando a 
técnica de microscopia óptica. A avaliação da produção dos radicais oxidativos 
foi realizada pela oxidação da Dihidrorodamina 123 (DHR-123) e analisada 
através da citometria de fluxo. A expressão de TLRs e de citocinas/quimiocinas 
foi avaliada através de citometria de fluxo. Resultados: A frequência de 
monócitos de pacientes com LD infectados com isolado de LD e a carga 
parasitária foi maior do que a observada em monócitos infectados com o 
isolado LC após 48 horas de infecção. O mesmo foi observado nas células de 
pacientes com LC. O número de promastigotas viáveis no sobrenadante de 
monócitos infectado com o isolado LD foi maior quando comparado com o 
isolado LC em ambos os grupos. O mesmo foi observado em monócitos de CS. 
A produção de burst oxidativo pelos monócitos de LD, LC e CS infectados com 
isolado LD foi maior quando comparada a isolado de LC. A expressão de TLR2 
foi maior em monócitos LD após infecção com isolado LD quando comparado  
com isolado LC.  A produção de CXCL9 em monócitos de LD foi maior após a 
infecção com o isolado de LD quando comparado com o isolado LC. 
Conclusão: Esses resultados sugerem que as diferenças genotípicas da 
L.braziliensis que causa LD e LC podem influenciar o comportamento desse 
parasito nos monócitos humanos e contribuir para a patogênese da doença. 
 
Palavras chaves: Isolados de L. braziliensis; Leishmaniose Disseminada. 
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II. OBJETIVOS  

II.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar o papel de monócitos e dos isolados de Leishmania braziliensis 

genotipicamente diferentes na resposta inflamatória observada na leishmaniose 

disseminada. 

 

II.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Avaliar o grau de infecção e a carga parasitária em monócitos de pacientes 

com Leishmaniose Disseminada (LD) e Leishmaniose Cutânea (LC) após 

infecção com L. braziliensis isoladas de pacientes com LC e LD. 

2. Determinar a capacidade de L. braziliensis isoladas de pacientes LC e LD 

em sobreviver em monócitos de pacientes com LC e LD. 

3. Avaliar a produção do burst oxidativo em monócitos de pacientes com LD e 

pacientes com LC infectados com L. braziliensis isoladas de pacientes com LC 

e LD. 

4. Avaliar a expressão de Toll Like Receptor 2 (TLR2) e Toll Like Receptor 4 

(TLR4) em monócitos de pacientes com LD e LC infectados com diferentes 

isolados de L. braziliensis. 

5. Avaliar a produção intracelular de moléculas inflamatórias e regulatória (TNF, 

CXCL9, CXCL10 e IL-10) em monócitos de pacientes com LD e LC infectados 

com diferentes isolados de L. braziliensis.   
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III. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA  

A leishmaniose é uma doença infecciosa não contagiosa, causada por 

diferentes espécies de parasitas protozoários, que é transmitida por picadas de 

flebotomíneos. Classificada pela Organização Mundial da Saúde (OMS) como 

uma Doença Tropical Negligenciada (WHO, 2017), a leishmaniose é uma 

doença parasitária causada por protozoários do gênero Leishmania cujas 

principais formas clínicas são a leishmaniose visceral (LV) e a leishmaniose 

tegumentar americana (LTA). Diversas espécies do parasito foram identificadas 

como agente etiológico da doença em humanos, as quais inicialmente foram 

classificadas com base nas manifestações clínicas, fatores epidemiológicos e 

geográficos (Grimaldi et al., 1993).  As leishmanioses apresentam ampla 

distribuição geográfica e são endêmicas em diversos países. Em 2015, entre 

200 países ou territórios reportados à OMS, 44% foram endêmicos para LT e 

38% para LV (WHO, 2017). A região das Américas ocupa o segundo lugar 

entre as seis regiões que registram a proporção mais alta de países 

acometidos pela LT (WHO, 2017), e o Brasil contribui com esse alto registro de 

casos. Está entre os doze países que totalizam 90% dos casos de LT mundiais 

(Alvar et al., 2012; WHO, 2017) e tem a Leishmania amazonensis, Leishmania 

braziliensis e Leishmania guyanensis como principais espécies causadoras de 

LT (Grimaldi et al., 1993).  

As formas clínicas da doença estão relacionadas com a espécie de 

Leishmania sp. infectante, fatores ambientais e  resposta imune do hospedeiro 

(Marsden P.D.,1985). 

Na Bahia, a região de Corte de Pedra, localizada a 280 km da capital 

Salvador, corresponde a uma área endêmica para transmissão de L. 
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braziliensis. Em 20 anos, foram atendidos 12.424 indivíduos com LT no posto 

de saúde que é referência para tratamento da doença naquela área (Jirmanus 

et al., 2012), e só no ano de 2017 foram atendidos 1.384 casos novos no 

mesmo local. 

Em Corte de Pedra, a infecção por L. braziliensis apresenta amplo 

espectro de manifestações clínicas: leishmaniose cutânea (LC), caracterizada 

por lesão ulcerada na pele (Marsden, 1985; Gontijo et al., 2003); leishmaniose 

mucosa (LM), que envolve o comprometimento das mucosas (CUBA et al., 

1985; Lessa et al., 2007), e a leishmaniose disseminada (LD), forma na qual o 

paciente apresenta inúmeras lesões papulares e acneiformes distribuídas pelo 

corpo (Carvalho et al.,1994; Turetz et al., 2002; Machado et al., 2011). Dentre 

essas formas, a LC é a mais prevalente na região e caracteriza-se por uma 

resposta inflamatória não adequadamente modulada, com alta produção de 

TNF e IFN-γ (Ribeiro-de-Jesus et al., 1998; Bacellar et al., 2002), que são 

essenciais na eliminação do parasito mas contribuem com o dano tecidual 

(Antonelli et al., 2005; Oliveira et al., 2011).  

A forma emergente da doença, a LD, se diferencia das outras formas por 

suas peculiaridades clínicas e imunológicas. Em alguns estudos prévios os 

casos de Leishmaniose Cutânea Difusa (LCD) eram confundidos com a LD por 

sua semelhança clínica. Os estudos realizados com LD ajudaram a discriminar 

estas duas formas clínicas (Carvalho  et  al.,  1994; Turetz et al.,2002). A 

leishmaniose disseminada, causada principalmente por L. braziliensis 

(Carvalho et al., 1994) é mais comumente observada no nordeste brasileiro, 

mais especificamente na área endêmica de Corte de Pedra, na Bahia, local 

onde se observa quase todos os casos de leishmaniose disseminada do país 
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(Carvalho  et  al., 1994; Turetz  et al., 2002),  havendo apenas alguns relatos 

de casos isolados em outros estados (Galvão et al., 1993; Vieira-Gonçalves et  

al., 2008).  Nessa forma da doença os pacientes podem apresentar de 10 a 

mais de 1.000 lesões (papulares, acneiformes e ulceradas) distribuídas em 

duas ou mais partes do corpo e com uma alta frequência de envolvimento da 

mucosa (Turetz  et  al., 2002;  Machado  et  al.,  2011).  

A prevalência de LD aumentou de 0,2 a 4% nos últimos 30 anos na área 

endêmica de Corte de Pedra, uma área endêmica de transmissão de L. 

braziliensis (Jirmanus et al., 2012). 

 Os pacientes com LD apresentam sintomas gerais como febre, 

calafrios, fraqueza e mal-estar na primeira semana do aparecimento da lesão, 

sintomas esses que não são observados em nenhuma outra forma de LTA. 

Embora os mecanismos relacionados à disseminação da doença não sejam 

conhecidos, a disseminação rápida e a ocorrência de sintomas sistêmicos 

sugere uma disseminação hematogênica (Carvalho et al.,1994). Os linfócitos T 

de pacientes com LD produzem IFN-γ após exposição ao antígeno solúvel de 

leishmania (SLA) (Carvalho et al., 1994). Adicionalmente, já foi demonstrado 

que células de pacientes com LD estimuladas com o SLA in vitro produzem 

menos IFN-γ e TNF quando comparado com a produção observada em 

pacientes com LC (Turetz et al., 2002 ; Machado et al.,2011).   

Alguns estudos têm mostrado evidências de polimorfismo de 

leishmanias e cepas de L.(V) braziliensis isoladas de pacientes com LC, LD e 

LM, genotipadas por protocolos RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) 

apresentaram uma diversidade genética e esse polimorfismo foi associado com 

as formas clínicas na LTA (Schriefer et al., 2004; Queiroz et al.,2012).  A 
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semelhança entre os achados imunopatológicos em pacientes com LD e LC 

sugere que não existe redução de resposta do tipo Th1 nos pacientes com LD. 

Foi demonstrado que, antígeno solúvel obtido de isolados de L.braziliensis de 

pacientes com LD induz uma resposta inflamatória maior quando comparado 

com antígeno obtido de isolados de pacientes com LC em células de pacientes 

com LC e LD (Leopoldo et al., 2006). Esses resultados sugerem que o parasito 

pode participar na patogênese da doença.   

Estudos realizados com células da resposta imune inata mostraram que 

pacientes com LC apresentam uma frequência maior de monócitos 

inflamatórios, produtores de TNF e IL-1β (Soares et al., 2006; Passos et al., 

2015; Novais et al.,2017).  Adicionalmente, os monócitos de pacientes com LC 

produzem mais burst oxidativo após a infecção com L.braziliensis e enquanto a 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) foi associada à morte do 

parasito, a produção de óxido nítrico (NO) foi associada com o 

desenvolvimento da lesão (Carneiro et al., 2016). Monócitos de pacientes com 

LC expressam ex vivo mais TLR2 e TLR4 quando comparado com células de 

indivíduos sadios. E a infecção com L. braziliensis aumentou a expressão 

desses receptores. (Carneiro et al., 2016).  Ainda não existem estudos sobre o 

comportamento dos monócitos na LD. Dessa forma é relevante avaliar o papel 

dessas células e dos diferentes isolados de L.braziliensis na patogênese da 

doença.  
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IV. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA  

IV.1 ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR  

AMERICANA 

        A leishmaniose é uma doença parasitária causada por várias espécies do 

gênero Leishmania e se apresenta como um importante problema de saúde 

pública devido a sua ampla distribuição geográfica e ao alto número de casos. 

É endêmica em 98 países e está presente principalmente no Hemisfério 

Oriental: na África, Ásia, e Sul da Europa. (Alvar et al., 2012)  No Novo Mundo, 

é endêmica no Hemisfério Ocidental. Não são documentados casos de 

leishmaniose na Oceania, Antártida e ilhas do Oceano Pacífico. O aumento do 

fluxo migratório nos últimos anos favoreceu uma maior distribuição da doença 

no mundo. São 1,6 milhões de novos casos da doença por ano, sendo 1,2 

milhões de casos da forma tegumentar e 400 mil da leishmaniose visceral. 

(Alvar et al., 2012). Em 2015, Brasil, Colômbia e Peru foram responsáveis por 

16% dos 197.552 novos casos mundiais de LT computados naquele ano, 

demonstrando a alta contribuição das Américas na quantidade de casos de 

leishmaniose tegumentar no mundo (WHO, 2017).  

A LT é a forma mais comum da doença e o Brasil contribui com o alto 

número de casos dessa forma clínica registrados na região das Américas. Além 

disso, o Brasil está entre os doze países que juntos somam 90% dos casos 

mundiais de LT (Alvar et al., 2012; WHO, 2017). As principais espécies 

causadoras de leishmaniose tegumentar no país são Leishmania amazonensis, 

Leishmania braziliensis e Leishmania guyanensis (Grimaldi et al., 1993; 

revisado por Reithinger et al., 2007). 
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No ano de 2014 foram notificados 20.296 casos de LT no Brasil, destes, 

cerca de 51% correspondem à região norte que ocupa o primeiro lugar entre as 

regiões do país com mais notificações de LT, seguida da região nordeste que 

apresentou 4.969 casos no referido ano (Brasil, 2016). Entre os estados da 

região nordeste, a Bahia foi o segundo com maior índice de LT apresentando 

1.998 casos, (Brasil, 2016). 

Na Bahia, a região de Corte de Pedra, localizada a 280 km da capital 

Salvador, é uma área endêmica de transmissão de L. braziliensis que contribui 

significativamente com o número de casos registrados no estado. Em um 

período de 20 anos, 12.424 indivíduos com lesões carcaterísticas de 

leishmaniose tegumentar foram atendidos no posto de saúde referência para o 

tratamento da doença nesta região (Jirmanus et al., 2012). Nesse mesmo local 

foram atendidos 1.384 casos de LT em 2017.   

A leishmaniose visceral não ocorre nesta região, entretanto além da L. 

braziliensis, L. amazonensis foi identificada na vila de Corte de Pedra. Contudo, 

apenas L. braziliensis tem sido isolado nos últimos 15 anos. (Jirmanus et al., 

2012). Formas clínicas da infecção por L. braziliensis incluem leishmaniose 

cutânea localizada (LC), caracterizada por lesão ulcerada na pele (Marsden 

P.D. 1985; Gontijo et al., 2003), leishmaniose mucosa (LM), uma forma grave 

que acomete a região nasofaríngea (Cuba et al., 1985; Lessa et al., 2007), e 

leishmaniose disseminada (LD), forma na qual o paciente apresenta inúmeras 

lesões papulares e acneiformes distribuídas pelo corpo (Carvalho et al.,1994; 

Turetz et al., 2002; Machado et al., 2011).  
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IV.2 TRANSMISSÃO DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA 

A transmissão da leishmania ocorre durante o repasto sanguíneo do 

vetor fêmea hematófago do gênero Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia 

no Novo Mundo. A Leishmania spp. se multiplica no trato digestivo do vetor e 

os parasitas são transmitidos para o hospedeiro mamífero durante o repasto 

sanguíneo do flebótomo vetor. No interior dos vetores, os parasitas do gênero 

Leishmania encontram-se na forma promastigota, entretanto após a inoculação 

na derme do hospedeiro vertebrado, estes parasitas são internalizados pelos 

fagócitos e transformam-se em amastigotas, que são capazes de sobreviver 

dentro dos vacúolos parasitófagos dessas células. Neste ambiente, as formas 

amastigotas multiplicam-se por divisão binária, resistindo aos mecanismos 

microbicidas dos fagócitos, principalmente macrófagos. Eventualmente, as 

células infectadas se rompem, liberando as amastigotas que podem infectar 

novas células. Durante um novo repasto sanguíneo, o flebótomo ingere células 

infectadas e, uma vez no interior do trato digestivo do vetor, as amastigotas 

diferenciam-se em promastigotas metacíclicas (Rittig e Bogdan, 2000).  

IV.3 ASPECTOS CLÍNICOS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR 

AMERICANA 

Na LTA, a infecção por Leishmania braziliensis pode provocar diferentes 

manifestações clínicas, como mencionado anteriormente. A forma cutânea (LC) 

é caracterizada por uma lesão ulcerada com fundo granulomatoso e bordas 

elevadas, distribuídas nas áreas do corpo expostas à picada do flebotomíneo, 

geralmente pernas e braços, e sem evidência de envolvimento da mucosa 

(Marsden P.D. 1985; Gontijo et al., 2003). A úlcera classicamente vista no 



 

 

16 
 

paciente com LC ocorre 30-60 dias após o aparecimento da lesão inicial, 

período em que a LC é denominada tardia. Menos de 30 dias após a infecção, 

é possível identificar uma lesão papular não ulcerada, frequentemente 

acompanhada de linfadenopatia, sinais que caracterizam a LC recente 

(Machado et al., 2002; Unger et al., 2009). Além dos sinais e sintomas serem 

importantes no diagnóstico da LC, a doença é confirmada pela positividade da 

Reação da Polimerase em Cadeia quantitativa (qPCR) das amostras das 

biópsias das lesões (Weirather et al., 2011), detecção do parasito na cultura do 

aspirado da lesão e histopatologia compatível com a doença. 

Cerca de 3% dos pacientes com LC desenvolvem a forma mucosa da 

doença no momento da ulceração cutânea ou vários meses depois (Jones et 

al., 1987). A LM é gravemente desfigurante e é caracterizada por uma forte 

resposta imune contra o parasito, gerando lesões destrutivas das cavidades 

orofaríngeas e nasofaringe (Bacellar et al.,2002; Lessa et al.,2012).  Além 

dessas formas, a leishmaniose disseminada foi notificada como uma forma 

emergente na área endêmica de Corte de Pedra e caracteriza-se por inúmeras 

lesões predominantemente papulares e acneiformes espalhadas por todo o 

corpo do indivíduo acometido (Carvalho et al.,1994; Turetz et al., 2002; 

Machado et al., 2011).  

IV.4 ASPECTOS CLÍNICOS DA LEISHMANIOSE DISSEMINADA 

A LD é principalmente observada no nordeste brasileiro, mais 

especificamente na área endêmica de Corte de Pedra, na Bahia, local onde se 

observa quase todos os casos de LD do país (Carvalho et  al.,  1994;  Turetz  

et  al.,  2002),  havendo  apenas  alguns  relatos  de  casos isolados  em  

outros  estados (Galvão et al.,1993; Vieira-Gonçalves et  al., 2008). Embora a 
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L. amazonensis e a L. braziliensis no passado tenham sido reportadas 

associadas com a LD (Carvalho et al.,1994) atualmente, somente a  L.  

braziliensis  tem sido associada com essa doença  (Turetz  et  al., 2002).  Ao 

mesmo tempo, alguns genótipos de L. braziliensis foram mais associados com 

LD em uma área endêmica de LTA (Schriefer et al., 2009; Queiroz et al.,2012). 

Na LD, os pacientes podem apresentar de 10 a mais de 1.000 lesões 

(papulares, acneiformes e ulceradas) distribuídas em duas ou mais partes do 

corpo e com uma alta frequência de envolvimento da mucosa (Turetz et al., 

2002; Machado et al., 2011).  Os pacientes com leishmaniose disseminada 

apresentam sintomas gerais como febre, calafrios, fraqueza e mal-estar na 

primeira semana do aparecimento da lesão, sintomas esses que não são 

observados em nenhuma outra forma de LTA. (Carvalho et al.,1994). Embora 

os mecanismos relacionados ao aparecimento súbito de múltiplas lesões não 

sejam conhecidos, inicialmente, com a ocorrência de sintomas sistêmicos, 

acreditava-se que ocorresse uma disseminação hematogênica (Carvalho et 

al.,1994).  

IV.5 ASPECTOS IMUNOLÓGICOS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR 

Como a Leishmania é um organismo intracelular obrigatório, o principal 

mecanismo de defesa do hospedeiro contra este parasito é através da 

produção de IFN-γ, necessário para a ativação de macrófagos e síntese de 

derivados de O2 a exemplo do óxido nítrico (NO) e o peróxido de hidrogênio 

(H2O2) (Scott et al.,1988).   

Muitos estudos têm contribuído com a compreensão da 

imunopatogênese da LC embora alguns aspectos ainda precisem ser 
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esclarecidos. Modelos experimentais de infecção por L. major foram os mais 

utilizados inicialmente, e demonstraram a dicotomia da resposta imunológica 

Th1xTh2. O perfil genético de susceptibilidade à infecção por L. major em 

camundongos BALB/C está relacionado com uma resposta do tipo Th2 

mediada pela produção de IL-4 que contribui com o estabelecimento da doença 

e progressão das lesões. Contrariamente, o perfil de resistência nos 

camundongos C57BL/6 associa-se à resposta do tipo Th1 através da produção 

de IL-12 e IFN-γ que promove o controle da proliferação dos parasitos e a cura 

espontânea das lesões (revisado em Sacks & Noben-Trauth, 2002).  

Na LC em humanos, a resposta predominante do tipo Th1, que é 

essencial para a eliminação do patógeno, está associada com o 

desenvolvimento da doença. Pacientes com LC desenvolvem uma resposta 

inflamatória caracterizada pela alta produção de IFN-γ e TNF (Ribeiro-de-Jesus 

et al., 1998; Bacellar et al., 2002; Antonelli et al., 2005), citocinas importantes 

na ativação dos mecanismos microbicidas dos macrófagos para a eliminação 

dos parasitos fagocitados. No entanto, apesar de contribuírem com o controle 

da proliferação do parasito, os índices de IFN-γ e TNF estão diretamente 

relacionados com o tamanho da lesão e consequentemente, com o dano 

tecidual característico da leishmaniose cutânea (Antonelli et al.,2005; Oliveira 

et al., 2011). Além dessas citocinas, pacientes com LC também apresentam 

baixa produção de IL-5 e IL-10, sendo esta última, importante na regulação da 

resposta Th1 (Bacellar et al., 2002). 
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IV.6 RESPOSTA IMUNE INATA NA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR 

Após a infecção por Leishmania, diferentes tipos de células da 

imunidade inata interagem com o parasita. Embora os macrófagos sejam as 

principais células hospedeiras da Leishmania, estudos utilizando modelos 

animais têm demonstrado que neutrófilos e células dendríticas são também 

capazes de fagocitar o parasito na fase inicial da infecção (Pearson et 

al.,1981). Os monócitos são células da linhagem mielomonocítica, que circulam 

na corrente sanguínea com uma meia-vida de 1-3 dias. Estas células são de 

grande importância na resposta imune, desde quando elas migram para o sítio 

da inflamação se diferenciando em macrófagos, principais células responsáveis 

pela eliminação de patógenos intracelulares (Moser B. and Willimann, K. 2004; 

Ziegler-Heitbrock et al., 2000). Os monócitos podem ser classificados como 

clássicos (CD14highCD16⁻) cerca de 90%, e os 10% são subdivididos em 

intermediários (CD14highCD16⁺)  e não clássicos (CD14lowCD16++), sendo os 

intermediários encontrados em menor porcentagem (Ziegler-Heitbrock et al. 

2010).  

 Os macrófagos podem responder a infecção com a Leishmania com a 

produção de citocinas e quimiocinas que favorecem o recrutamento e ativação 

de outras células. Nos últimos anos já tem sido demonstrado que monócitos/ 

macrófagos participam da forte resposta inflamatória responsável pelo 

desenvolvimento da úlcera. Macrófagos de pacientes com LC e LM infectados 

in vitro com L. braziliensis produzem mais CCL2, CXCL9 e TNF quando 

comparado com células de indivíduos com infeção subclínica (SC) e controles 

sadios (Giudice et al., 2012). A produção de TNF é necessária para a 

eliminação do parasito, mas também favorece o dano tecidual na LC. Na LC 
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existe uma predominância de monócitos inflamatórios, produtores das citocinas 

TNF e de IL-1β (Santos et al.,2018; Novais et al.,2017; Passos et al., 2015) Os 

monócitos/macrófagos também produzem mediadores que participam na 

resposta contra a infecção, sendo as principais fontes de CXCL10 e CCL3 em 

células mononucleares de controles sadios após infecção com L. braziliensis 

(Vargas-Inchaustegui et al., 2010). CXCL10 é quimioatraente para células T, 

monócitos, macrófagos, células NK e dendríticas, enquanto CCL3 promove a 

atração de monócitos.  

IV.7 OS RECEPTORES DO TIPO TOLL NA INFECÇÃO por Leishmania 

braziliensis 

Os Toll foram descobertos pelo grupo da pesquisadora Cristiane 

Nusselein-Volhard em 1985, onde o gene codificador do Toll foi detectado no 

dorso ventral nos embriões da Drosophila (Anderson et al., 1985). Nos anos 

seguintes, foi estabelecido que os TLRs reconheciam fragmentos de diferentes 

patógenos, resultando na ativação de vias regulatórias do sistema imune 

(Lemaitre et al., 1996). 

Em 1997, Medzhitov e colaboradores caracterizaram as proteínas 

humanas (análogas à proteína toll das drosófilas) presentes nas células do 

sistema imune inato que, ao serem ativadas por padrões moleculares 

associados a patógeno (PAMPs), provocavam a ativação do fator de 

transcrição nuclear NF-κB e a transcrição de diferentes genes de citocinas pró- 

inflamatórias. Foram chamadas então de receptores do tipo TLRs (Medzhitov 

and Janeway, 1997). 

Os TLRs são glicoproteínas transmembrana do tipo I que desempenham 
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um papel fundamental na resposta imune contra patógenos. Estão presentes 

em vários tipos celulares, incluindo linfócitos T e B, células endoteliais, 

epiteliais, fibroblastos, células neoplásicas, além de células da imunidade inata 

como neutrófilos, monócitos/macrófagos, células dendríticas, células NK e 

mastócitos, ativando mecanismos da resposta imediata contra patógenos 

(Gurung and Kanneganti, 2015).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             

A capacidade das espécies de Leishmania, nos momentos iniciais da infecção, 

de invadir e sobreviver dentro das células do hospedeiro envolve a interação de 

moléculas presentes na superfície do parasito com receptores nos macrófagos 

(Dos-Santos  et  al.,  2016).  Vários estudos tem demonstrado que diferentes 

receptores medeiam a fagocitose de Leishmania sp. pelos macrófagos  (Ueno  

and  Wilson,  2012).  Recentemente, o papel dos TLRs no reconhecimento de 

protozoários tem sido descrito como importante na produção de citocinas e na 

geração de uma resposta inflamatória eficaz (Gurung and Kanneganti, 2015).  

As diferentes espécies de Leishmania expressam inúmeros PAMPs, 

(Lipofosfoglicano, Cytosine-phosphate-guanosine/CqG, Proteoglyco-lipid 

complex),   que  ativam  principalmente  os  TLRs  2,  3,  4  e  9 (Becker  et  al.,  

2003;  Ives  et  al.,  2011;  Kropf  et  al.,  2004a;  Whitaker  et  al.,  2008;  Wu  et  

al., 2006).  Entretanto, a maioria dos estudos tem focado na interação da 

Leishmania com TLR2 e TLR4 (Faria et al., 2012). 

Em modelo experimental de infecção com L. amazonensis, em 

camundongos C57BL/6 deficientes para TLR2, foi observado diminuição da 

carga parasitária e no recrutamento de células inflamatórias no local da 

infecção (na orelha dos camundongos), sugerindo que este receptor participa 

da penetração do parasito e na formação do ambiente inflamatório (Guerra et 
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al., 2010).  Os resultados encontrados nos estudos envolvendo o TLR4 foram 

controversos.  Alguns estudos indicam que o TLR4 contribui significantemente 

no controle do crescimento de Leishmania  sp.  Em 2004, Kropf  et  al.,  (Kropf  

et  al.,  2004a)  demostraram  que  camundongos  C57BL/10ScN deficientes  

em  TLR4  são  mais  susceptíveis  à  infecção  com  L. major, apresentando 

lesões e carga parasitária maiores do que camundongos TLR4-competentes. 

Porém, outro estudo mostrou que camundongos deficientes para TLR4 

(C57BL/10ScN)  não  aumentavam  o  número  de  lesões  (Antoniazi  et  al., 

2004).  Adicionalmente, camundongos (C57BL/10ScN)  deficientes  de  TLR4 

infectados  com  L.  major,  apresentam  um  aumento  na  síntese  de  IL -10  e  

da expressão do receptor de IL-4  (Kropf  et  al.,  2004b). Na infecção por L. 

donovani, em camundongos C57BL/6, modelo de susceptibilidade, mas auto 

curável, animal deficiente de TLR4 apresentou expressão diminuída de IFN-γ, 

TNF, óxido nítrico sintetase (iNOS) e baixa resposta a quimioterapia, indicando 

um  papel  protetor  de  TLR4  na  infecção  por  L. donovani  (Murray  et  al.,  

2013). Entretanto, em humanos, um estudo avaliando a expressão de TLR2, 

TLR4 no baço e no sangue periférico de pacientes com leishmaniose visceral 

(LV) mostrou que  enquanto  no  baço  foi  observado  um  aumento  na  

expressão  de TLR2 e TLR4 antes do tratamento quando comparado no 

mesmo tecido após o tratamento,  nenhuma  expressão  foi  documentada  em  

células  do  sangue periférico,  sugerindo  um  papel  mais  localizado  desses  

receptores  na  LV humana (Kumar et al., 2014).  

Nosso grupo já tinha documentado que a expressão ex vivo de TLR2 e 

TLR4 foi maior em monócitos de pacientes com LC quando comparado com 

células de  controles  sadios e  que a  infecção  com  L. braziliensis  aumentava 
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a expressão desses receptores (Carneiro et al., 2016).  Esses resultados 

indicam que a expressão desses receptores podem também contribuir com a 

patogênese da doença.  

IV.8 MECANISMOS OXIDATIVOS ENVOLVIDOS NA MORTE DA 

LEISHMANIA 

Ainda não foi possível esclarecer os mecanismos que permitem a 

persistência da Leishmania sp. no organismo e em alguns casos levam à 

disseminação da doença, mesmo com uma forte resposta adaptativa contra 

antígenos do parasito. Sobre esse aspecto, tem sido discutida a ideia de que a 

resistência da Leishmania no hospedeiro poderia estar relacionada a uma 

incapacidade dos macrófagos desses pacientes em produzir espécies reativas 

necessárias para a eliminação do parasito (Buchmuller, Mauel, 1981; Murray et 

al., 1983). A produção do burst oxidativo, representado pela produção do anion 

superóxido (ROS) e pelo óxido nítrico (NO) por monócitos, é importante no 

controle da infecção por leishmania (Channon JY et al.,1984). Entretanto, em 

humanos a expressão de iNOS na LC causada por L.mexicana está associada 

com o número de lesões (Qadoumi et al., 2002). Recentemente, um estudo in 

vitro com pacientes com LC mostrou que a infecção de monócitos com 

L.braziliensis induz uma grande produção de burst oxidativo quando 

comparado com a produção por monócitos de indivíduos sadios. Entretanto, 

enquanto a produção de ROS foi relacionada com a morte do parasito, a 

produção de NO foi associada com o tamanho da lesão (Carneiro et al., 2016). 

Esses estudos sugerem que uma alta produção do burst oxidativo pode estar 

associada à inflamação e à patogênese da doença.  
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IV.9 RESPOSTA IMUNE NA LEISHMANIOSE DISSEMINADA 

A resposta imune na LD ainda não está muito bem esclarecida. Alguns 

dos poucos estudos realizados apontam que estes pacientes apresentam uma 

resposta imune celular ao antígeno de leishmania in vitro com uma produção 

de IFN-γ e de TNF significantemente menor que a produção observada em 

pacientes com LC (Turetz  et al., 2002; Machado  et al., 2011). Em adição, a 

avaliação in situ de citocinas demonstrou não haver diferença estatisticamente 

relevante na produção de TGF-β, CCL2, CCL3, CCL11 e CXCL10 entre os 

pacientes com LC e LD.  Entretanto, a produção sistêmica de CXCL9, uma 

quimiocina relacionada com o recrutamento e ativação das células T, foi maior 

em pacientes com LD quando comparado com a produção observada em 

pacientes com LC.   

IV.10 POLIMORFISMO DE Leishmania braziliensis EM CORTE DE PEDRA-

BAHIA 

As formas cutânea e mucosa da LTA estão associadas a 

diferentes espécies de Leishmania, incluindo a Leishmania (Viannia) 

braziliensis, presente em muitas regiões da América Central e do Sul (Basano 

& Camargo, 2004). L. braziliensis exibe polimorfismos genéticos 

intraespecíficos (Cupolillo et al., 1995) e várias manifestações clínicas, 

variando de lesões cutâneas simples (que podem cicatrizar espontaneamente) 

a lesões mucosas ( Grimaldi e Tesh, 1993;Queiroz et al., 2012 ).   

Na área endêmica de Corte de Pedra-Bahia, estudos demonstraram 

evidências de polimorfismo de L.(V) braziliensis isoladas de pacientes com LC, 

LD e LM. Schriefer et al. (2004)  encontraram uma estrutura populacional 
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multiclonal entre os isolados que foram obtidos de casos clínicos em Corte de 

Pedra, definidos por Random Amplified Polymorfic DNA (RAPD). Diferentes 

perfis eletroforéticos foram observados nesses isolados de L. braziliensis  que 

foram associados ás formas clínicas LC, LM e LD. Um estudo posterior 

documentou que alguns genótipos de L. braziliensis estavam associados 

especificamente ao risco de desenvolver a LD (Queiroz et al., 2012).  

A semelhança entre os achados imunopatológicos em pacientes com LD 

e LC sugere que não existe redução de resposta do tipo Th1 nos pacientes LD. 

O antígeno solúvel obtido de isolados de L.braziliensis de pacientes com LD 

induz uma resposta inflamatória maior quando comparado com antígeno obtido 

de isolados de pacientes com LC em células de pacientes com LC e LD 

(Leopoldo et al., 2006).  Esses resultados sugerem que diferenças genéticas do 

parasito podem estar contribuindo na resposta inflamatória desses pacientes. 
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V. CASUÍSTICA, MATERIAL E MÉTODOS 

V.1 ÁREA ENDÊMICA DE CORTE DE PEDRA-BA 

A vila de Corte de Pedra pertence ao município de Presidente Tancredo 

Neves, que está localizado no Sudeste do estado da Bahia, a 280 km de 

Salvador, capital da Bahia. Nesta área está localizado o posto de saúde que 

atende uma população de aproximadamente 20 municípios. Médicos 

vinculados ao Serviço de Imunologia do Hospital Universitário Professor 

Edgard Santos (Com-HUPES) da Universidade Federal da Bahia visitam esta 

região e dão assistência aos indivíduos acometidos pela leishmaniose. O 

vilarejo também recebe apoio de agentes de saúde, residentes na vila, que são 

treinados para visitar famílias e recrutar pacientes para realização de pesquisas 

e acompanhamento clínico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V.2 DESENHO DE ESTUDO  

 

Figura 1- Localização da região de Corte 

de Pedra-BA. Fonte: Google imagens 

Figura 2- Centro de referência em Leishmaniose 

Dr. Jackson M.L.Costa - Corte de Pedra - BA 
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V.2 DESENHO DE ESTUDO  

Trata-se de um estudo de corte transversal, onde indivíduos residentes 

de uma área endêmica para LTA foram selecionados após aceitação para 

participar do estudo. No total foram incluídos 24 pacientes, sendo 12 indivíduos 

diagnosticados com LD e 12 indivíduos diagnosticados com LC e 5 indivíduos 

sadios. 

V.3 DEFINIÇÃO DOS CASOS  

V.3.1 Leishmaniose disseminada (LD) 

A LD é definida com a presença de 10 ou mais lesões com 

características variadas (papulares, acneiformes e ulceradas) em pelo menos 

duas regiões distintas do corpo. O diagnóstico foi realizado pela detecção do 

DNA do parasito em biópsias das lesões através da Reação da Polimerase em 

Cadeia quantitativa (qPCR) (Weirather et al., 2011), da cultura do aspirado da 

lesão, do achado das lesões típicas e histopatologia compatível com 

leishmaniose tegumentar.  

V.3.2 Leishmaniose cutânea (LC) 

A LC é definida como a presença de uma ou duas lesões ulceradas na 

pele, sem evidência de envolvimento da mucosa. O diagnóstico foi realizado 

pela detecção do DNA do parasito em biópsias das lesões através da qPCR 

(Weirather et al., 2011), da cultura do aspirado da lesão, do achado das lesões 

típicas e histopatologia compatível com leishmaniose tegumentar.  
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V.3.3 Controles sadios (CS)  

Os indivíduos sadios são definidos como indivíduos não residentes na 

área endêmica de Corte de Pedra-BA, sem apresentarem diagnóstico para 

outras doenças infecciosas e sem possuírem história pregressa de LTA e que 

aceitaram participar do estudo.  

V.4 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 

 Pacientes com LD e LC foram incluídos com base nos critérios clínicos 

já relatados. Foram incluídos pacientes de qualquer gênero, com idade superior 

a 18 anos e inferior a 60, residentes na área endêmica de Corte de Pedra, com 

diagnóstico de LD e LC e com presença de lesões não superior a 60 dias e 

virgens de tratamento. 

V.5 CRITÉRIOS DE NÃO INCLUSÃO 

Não foram incluídos pacientes que faziam uso de drogas 

imunossupressoras ou que apresentaram alguma condição que pudesse 

causar alteração na resposta imune. Pacientes com sorologia positiva para HIV 

e portadores de doenças debilitantes como insuficiência renal, insuficiência 

hepática e diabetes mellitus, assim como pacientes com idade inferior a 18 

anos e gestantes, também não foram incluídos no estudo. 

V.6 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS  

Esse projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa do Hospital 

Universitário Professor Edgar Santos (HUPES) da Universidade Federal da 

Bahia, sob o parecer 2.114.874 (Anexo IV). Todos os pacientes que aceitaram 

participar do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE). (Anexo II)  
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V.7 METODOLOGIA 

V.7.1 Fluxograma Representativo da metodologia  
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V.7.2 Separação de Células Mononucleares do Sangue Periférico (CMSP)                     

  Foram coletadas 20 mL de sangue periférico heparinizado de pacientes 

com LD, LC, e indivíduos sadios e diluídos 1:2 em solução salina estéril a 

0.9%. As células foram separadas por gradiente de densidade, utilizando Ficoll 

Hypaque™ Plus (GE healthcare, Biosciences AB Durham, NC, USA), 

centrifugadas a 1490 rpm por 30 minutos. Após a separação, as células foram 

aspiradas e lavadas três vezes com solução salina estéril a 0,9% a 1490 rpm. 

As células foram contadas através da câmara de Neubauer, ajustadas a uma 

concentração de 1x106 células por tubo para citometria de fluxo e 

ressuspensas em meio RPMI (RPMI 1640, Gibco Laboratories, Grand Island, 

NY, USA), suplementado com 10 UI/mL de gentamicina e 10% de Soro Bovina 

Fetal (Gibco Laboratories, invitrogen™ América do Sul).  

 V.7.3 Preparação dos diferentes Isolados de L. braziliensis para infecção 

Foram utilizados parasitos de L. braziliensis LTCP 19512 (isolado de 

pacientes com LD) e LTCP 11245 (isolado de pacientes com LC) 

caracterizados quanto à espécie pelo método de eletroforese de enzima 

multicolus (Cupolillo et al.,1994) e quanto a diversidade genética (Schriefer et 

al., 2004). Estes isolados foram obtidos a partir de uma lesão da pele de um 

paciente com LD e de um paciente com LC proveniente da região de Corte de 

Pedra. Os isolados de L.braziliensis 19512 e 11245 foram retirados do 

nitrogênio líquido e após o descongelamento foram transferidos para o meio 

Schneider, e mantidos em cultura em estufa a 24ºC. Durante sete dias o 

crescimento da cepa foi acompanhado realizando a contagem de 

promastigotas viáveis com o intuito de avaliar os diferentes estágios de 
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crescimento da L. braziliensis e a chegada da fase estacionária do parasito. 

Para a infecção das células, os parasitos foram contados em câmara de 

Neubauer, ajustados a uma proporção de 5x106 parasitos por 1x106 células.  

V.7.4 Avaliação do grau de infecção e do número de parasitos 

intracelulares 

Para avaliação do grau de infecção e do número de parasitos 

intracelulares, as CMSP foram infectados com os diferentes isolados LD e LC 

por duas horas e 48 horas. Após esses períodos as células foram lavadas, 

ressuspensas em 1ml de salina e uma alíquota de 100ul foi citocentrifugada 

sobre lâmina de microscopia, por 1 minuto a 1000 rpm. As lâminas foram 

coradas com Panótico Rápido (LB, Laborclin, PR, Brasil) e a infecção dos 

monócitos foi avaliada por microscopia óptica, através da contagem do número 

de monócitos infectados e do número de parasitos internalizados em um total 

de 100 células. 

V.7.5 Viabilidade de promastigotas  

Para avaliar a sobrevivência de L. braziliensis isoladas de pacientes com 

LD e LC, as CMSP dos pacientes com LD, LC e CS foram infectados com L. 

braziliensis na proporção de cinco parasitos por célula durante duas horas. 

Após esse período, as culturas foram centrifugadas com salina a 0,9% durante 

10 minutos a 1000 rpm, para a remoção dos parasitos não internalizados pelos 

monócitos. As culturas foram ressuspensas em meio RPMI e novamente 

incubadas por mais 48 horas. Após esse período, o meio RPMI foi substituído 

pelo meio Schneider (meio de crescimento para o parasito) e incubadas a 24ºC 
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por 48 horas (Novais et al., 2009). Após o período de 48 horas a quantificação 

das promastigotas viáveis foi feita através da técnica de microscopia óptica em 

câmara de Neubauer. 

V.7.6 Avaliação do burst oxidativo em monócitos de pacientes com LD e 

LC após infecção com L.braziliensis  

A avaliação da expressão do burst oxidativo foi realizada em monócitos 

derivados de CMSP através da sonda Dihydrorhodamine 123 (DHR-123) 

(Cayman Chemical Company) que é um indicador de espécies reativas. Os 

monócitos foram marcados com 10ng/mL de DHR-123 por 10 minutos, 

incubada a 37°C, com 5% de CO2. Em seguida, estas células foram infectadas 

com L. braziliensis isoladas de paciente LC e LD na proporção de cinco 

parasitos para cada monócito ou estimuladas com Phorbol myristate acetate 

(PMA) (10ng/mL) por 25 minutos. Os monócitos foram marcados com 

anticorpos anti-CD14 (APC BD Pharmingen) e análise foi realizada de acordo 

com os parâmetros já conhecidos de tamanho (SSC) e granulosidade (FSC). A 

partir dessa análise é possível selecionar uma população celular com base na 

expressão dos grupamentos de diferenciação empregados, e também 

selecionar uma região com a população de interesse a ser utilizada nas 

análises subsequentes. 

V.7.7 Avaliação da expressão de TLR2 e TLR4   

A expressão de CD14, TLR2 e TLR4 em monócitos derivados do sangue 

periférico de pacientes com LD e LC foram analisadas ex vivo e in vitro após a 

infecção com parasitos de L.braziliensis (5:1) por duas horas. Como controles 
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positivos para a expressão dos TLRs foram utilizados Lipopolissacarídeo (LPS 

de 100ng/mL) e Pam3cys-Ser-(Lys)4 (Pam3Cys de 100ng/mL). As células 

foram incubadas a 37ºC, 5%CO2, por duas horas. Para a marcação de 

moléculas de superfície foram utilizados os anticorpos CD14 (APC) 

(eBioscience, San Diedo, CA, EUA), TLR2 PE (clone TL2.1) e o TLR4 PE 

(clone HTA125) (IMGENEX, San Diego, CA, EUA). A análise da expressão dos 

receptores ocorreu através da técnica de citometria de fluxo, onde foram 

adquiridos 200.000 eventos por tubo. 

V.7.8 Avaliação intracelular de citocinas e quimiocinas  

 Os monócitos obtidos das CMSP de pacientes com LD e LC foram 

infectados com promastigotas de L.braziliensis (5:1) por uma hora a 37ºC 5% 

CO2, foi adicionado o BD GolgiStop por 6 horas e em seguida as células foram 

marcadas com CD14 (APC).  Após a marcação da superfície celular e fixação 

com PFA 2%, foram lavadas com solução salina (0,9% de NaCl) e 

ressuspensas em BD Perm/Wash 1x por 15 minutos, para a marcação 

intracelular. Após este período, as células foram lavadas e marcadas com 

anticorpo monoclonal diluído na concentração 1:10, por 30 minutos e 

protegidas da luz a 4ºC. Em seguida, as CMSP foram lavadas com BD 

Perm/Wash 1x e ressuspensas em solução salina (0,9% de NaCl). 

Imediatamente após a marcação as amostras foram processadas no citômetro 

de fluxo FACS Canto II. 
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V.7.9 Análise estatística 

Os dados obtidos nesse estudo foram analisados estatisticamente pelo 

software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Os 

dados de citometria de fluxo foram analisados através do software Flowjo (Tree 

Star) versão 7.6.5. A distribuição das amostras foi determinada através do teste 

de normalidade e a escolha dos testes foi de acordo com distribuição não-

paramétrica, as análises entre grupos de participantes do estudo foram feitas 

através do teste U de Mann-Whitney, a comparação estatística entre condições 

diferentes no mesmo indivíduo foi realizada por teste T de Wilcoxon. Os dados 

foram representados em mediana e o ponto de corte para significância 

estatística foi estabelecido valor de p<0,05. 
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VI. RESULTADOS  

VI.1 CARACTERÍSTICAS DA POPULAÇÃO DE ESTUDO 

 

Foram avaliados 12 pacientes com leishmaniose disseminada e 12 

pacientes com leishmaniose cutânea, residentes na região endêmica de Corte 

de Pedra. Foram incluídos cinco controles sadios (CS), residentes em área não 

endêmica de transmissão de L.braziliensis.  

Os aspectos clínicos da população estudada mostrou que a lesão única 

ulcerada foi o aspecto predominantemente nos pacientes com LC, enquanto 

nos pacientes com LD o número de lesões variou de 14 a 569 lesões. A LD tem 

sido observada predominantemente em pacientes adultos do sexo masculino 

com uma média de idade maior que a observada na LC.  

Os dados epidemiológicos e clínicos da população estudada estão 

resumidos na Tabela 1.  

 

 

Tabela 1. Aspectos epidemiológicos e clínicos da população estudada 

 

DP: Desvio Padrão; IQ: Intervalo interquartil 

 

 

 Pacientes com Leishmaniose 

Disseminada (n=12) 

Pacientes com Leishmaniose 

Cutânea (n=12) 

Valor de P 

Gênero, (%), 

masculino 

11/12 (91,6%) 8/12 (66,6%) 0.3168 

Idade, Média (DP) 36±13 34±14 0.6596 

Duração da 

doença, (dias) 

mediana, (IQ) 

 

38(32-120) 

 

32(20-90) 

 

0.2105 

Número de lesões, 

mediana, (IQ) 

 

60 (14-569) 

 

1 (1-7) 

 

0.0002 
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VI.2 AVALIAÇÃO DA INFECÇÃO E DA CARGA PARASITÁRIA EM 

MONÓCITOS DE PACIENTES LD E LC APÓS A INFECÇÃO COM OS 

DIFERENTES ISOLADOS DE L. braziliensis 

Para avaliar a capacidade de infecção dos diferentes isolados de L. 

braziliensis nos monócitos de pacientes com LD e LC, essas células foram 

infectadas nos períodos de duas e 48 horas.  O número de células infectadas e 

o número de parasitas intracelulares foram avaliados através de microscopia 

óptica.  

No período de duas horas de infecção (figura 3A) nos monócitos de 

pacientes com LD não houve diferença estatística na frequência de células 

infectadas com isolado de LD e LC, 16% (9 -27) e 20% (14-28), 

respectivamente, p>0.05. Entretanto após 48 horas de infecção, a frequência 

de monócitos de pacientes com LD infectados com isolado LD foi maior, 17% 

(8-35) quando comparado com isolado LC, 11% (3-25), p<0.05. Resultados 

semelhantes foram observados nos monócitos de pacientes com LC (figura 

3A).  No período de duas horas de infecção, nos monócitos de pacientes com 

LC infectados com isolado LD não houve diferença estatística na frequência de 

células infectadas, 14% (4-27) quando comparado com isolado de LC, 7% (1-

27), p>0.05. Entretanto no período de 48h de infecção foi observado um 

percentual maior nos monócitos de pacientes com LC infectados com isolado 

de LD, 17% (10-27) quando comparado com o isolado LC, 12% (3-21), p<0.05.   

 Na avaliação do número de parasitos intracelulares (figura 3B) não houve 

variação estatisticamente significante no período de duas horas nos monócitos 

de pacientes com LD infectados com isolado de LD, 25 (5-46) quando 
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comparado com o isolado LC, 30 (19-49). p>0.05. Entretanto, no período de 48 

horas de infecção com isolado de LD, foi observado um maior número de 

parasitos intracelulares 40 (23-88) quando comparado o isolado de LC 28 (6.-

59),p<0.05. 

   Nos monócitos de pacientes com LC (figura 3B) também não houve 

diferença estatística após duas horas de infecção com isolados LD e LC, 19 

(10-54) e 12 (2-44), respectivamente. Entretanto no período de 48h de 

infecção, semelhante ao observado com monócitos de LD, o número de 

parasitos intracelulares foi maior nas células infectadas com isolado LD, 27 (20-

76) quando comparado com isolado LC, 20 (5-42), p<0.05. 

Resultados semelhantes foram observados nas células de indivíduos 

sadios. Não foram observadas diferenças significativas quando foi avaliada a 

infecção e a carga parasitária nas células infectadas com os isolados de LD e 

LC no período de duas horas. Entretanto no período de 48h de infecção, a 

frequência de monócitos de indivíduos sadios infectados com isolado LD foi 

maior, 34% (21-49) quando comparado com isolado LC, 25% (18-33), p<0.05 e 

a carga parasitária, foi maior nas células infectadas com isolado LD, 51 (21-65) 

quando comparado com isolado LC, 31 (22-56), p<0.05. 

Não foram observadas diferenças significativas quando foi avaliada a 

infecção e a carga parasitária entre os monócitos de pacientes com LD, LC e 

CS infectados com os diferentes isolados de L.braziliensis. 
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Figura 3- Avaliação da infecção e da carga parasitária de monócitos após a 

exposição por diferentes isolados de L.braziliensis: Os monócitos de pacientes 

com LD (n=12), LC (n=12) e CS (n=12) foram infectados com diferentes isolados de 

L.braziliensis na proporção de 5:1 nos períodos de duas e 48 horas de infecção. A 

figura A representa o número de células infectadas. A figura B representa a carga 

parasitária, obtida através da contagem de parasitas intracelulares, As lâminas foram 

coradas com Giemsa e a avaliação da infecção dos monócitos foi realizada através da 

microscopia óptica. Os valores de p foram obtidos através do teste estatístico de 

Wilcoxon. As comparações entre os grupos foram feitas com o teste estatístico de 

Mann- Whitney.(*p<0.05).  
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VI.3 AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE DOS DIFERENTES ISOLADOS DE L. 

braziliensis NOS MONÓCITOS DE PACIENTES COM LD E LC 

Para avaliar a capacidade dos monócitos de pacientes com LD e LC em 

conter a infecção, nós investigamos a sobrevivência dos diferentes isolados de 

L.braziliensis após 48 horas de infecção (figura 4). Após esse período, o 

número de promastigotas viáveis no meio extracelular de culturas infectadas 

com isolado de LD foi maior, 129 (55-265) quando comparado com o número 

de promastigotas viáveis do isolado de LC, 42 (12-154), p<0.01. Resultados 

semelhantes foram observados quando avaliamos os monócitos de pacientes 

com LC infectados com isolado de LD, 64 (22.5-225) comparado com isolados 

de LC, 50 (10 -180), p<0.05. 

Não foram observadas diferenças significativas quando foi avaliada a 

sobrevivência do parasito entre os monócitos de pacientes com LD e LC 

infectados com os diferentes isolados de L.braziliensis.  

A sobrevivência do parasito em monócitos de controles sadios infectados 

com isolado de L.braziliensis de paciente LD também foi maior, 51 (26-76) do 

que a observada em culturas infectadas com isolado de LC, 19 (5-46), p<0.01.   

Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos LD, LC e 

CS. 
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Figura 4- Viabilidade das promastigotas extracelulares nos monócitos de 

pacientes com LD e LC após infecção dos diferentes isolados de L. braziliensis: 

Os monócitos de pacientes com LD (n=12), LC (n=12) e CS (n=12) foram infectados 

com os diferentes isolados de L. braziliensis por 48 horas. Após esse período o meio 

RPMI foi substituído pelo meio de cultura Schneider por mais 48 horas. O número de 

promastigotas viáveis nas culturas foi avaliado através da técnica de microscopia 

óptica. O teste estatístico utilizado foi o teste de Wilcoxon. As comparações entre os 

grupos foram feitas com o teste estatístico de Mann- Whitney.*p<0.05 **p<0.01. 
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VI.4 AVALIAÇÃO DO BURST OXIDATIVO POR MONÓCITOS DE 

PACIENTES COM LEISHMANIOSE DISSEMINADA E PACIENTES COM 

LEISHMANIOSE CUTÂNEA APÓS INFECÇÃO POR DIFERENTES 

ISOLADOS L. braziliensis 

 
Os monócitos de pacientes com LD e LC foram marcados com anticorpos 

anti-CD14 e a expressão do burst oxidativo após a infecção por diferentes 

isolados de L. braziliensis foi avaliada com o marcador Dihidrorodamina 123 

(DHR) através da técnica de citometria de fluxo. 

Inicialmente, os monócitos foram avaliados de acordo com tamanho 

(FSC-H) e granulosidade (SSC-H). Para confirmar o isolamento da população 

de monócitos, estes foram identificados de acordo com a marcação dos 

anticorpos anti-CD14. (Figura 5A)  

A média de intensidade de fluorescência (MFI) da produção do burst 

oxidativo por monócitos de pacientes com LD infectados com isolado de 

L.braziliensis de paciente LD foi maior, 4490 (746-17140) do que a observada 

nos monócitos desses pacientes infectados com isolado de L. braziliensis de 

paciente com LC, 2503 (650-5650), p<0.05. A produção do burst oxidativo por 

monócitos de pacientes com LC infectados com isolado de LD também foi 

maior, 3405 (103-6700), que a observada quando os monócitos foram 

infectados com o isolado de LC, 862 (48 -4400), p<0.01.(figura 5B)  

A produção do burst oxidativo por monócitos de controles sadios 

infectados com isolado de LD foi maior, 3702 (1009-11462) do que observada 

em células infectadas com isolado LC, 701(654-1284), p<0.05.   
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Não foram observadas diferenças significativas quando foi avaliada a 

produção do burst oxidativo entre os monócitos de pacientes com LD, LC e CS 

infectados com os diferentes isolados de L.braziliensis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5- Expressão do burst oxidativo por monócitos de pacientes com 

leishmaniose disseminada e monócitos de pacientes com leishmaniose cutânea: 

Células mononucleares do sangue periférico de pacientes com LD (n=12), LC (n=12) e 

CS (n=5) foram marcados com anti-CD14. O DHR foi utilizado para avaliar a 

expressão do burst oxidativo pelos monócitos após a infecção por L. braziliensis 

através da técnica de citometria de fluxo e a análise foi feita através do programa 

FlowJo. (A) Histograma representativo. (B) Expressão de DHR nos monócitos de 

pacientes com LD e LC. Como controle positivo foi utilizado o PMA. Todos os valores 

de p foram obtidos através do teste estatístico de Wilcoxon. As comparações entre os 

grupos foram feitas com o teste estatístico de Mann- Whitney. *p<0.05 **p<0.01. 
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VI.5 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO ex vivo DE TLR2 E TLR4 NOS 

MONÓCITOS DE PACIENTES COM LEISHMANIOSE DISSEMINADA E 

LEISHMANIOSE CUTÂNEA 

Os monócitos do sangue periférico de pacientes com LD e LC foram 

marcados com anticorpos anti-CD14, anti-TLR2 e anti-TLR4. Inicialmente os 

monócitos foram selecionados de acordo com o tamanho (FSC-H) e a 

granulosidade (SSC-H). Para confirmar o isolamento da população de 

monócitos foram utilizados anticorpos anti-CD14. A expressão dos TLR2 e 

TLR4 foi avaliada após a marcação dos monócitos com anticorpos anti-TLR2 e 

anti-TLR4, como representado na figura 6A. A expressão dos receptores foi 

avaliada através da Média de Intensidade de Fluorescência (MFI). 

Não houve diferença estatística na expressão desses receptores ex vivo (figura 

6B) entre os grupos LD e LC. Entretanto, a expressão de TLR2 nos monócitos 

de pacientes com LD, 386 (144-2472) e de pacientes com LC, 387 (198-2132), 

foi maior quando comparada com a expressão nos monócitos de controles 

sadios 22 (11-39). Não foi observada diferença estatística na expressão ex vivo 

de TLR4 entre os grupos. 
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Figura 6- Expressão ex vivo de TLR2 e TLR4 nos monócitos de pacientes com 

LD e LC: Células mononucleares do sangue periférico de pacientes com LD (n=12), 

LC (n=12) e controles sadios (n=7) foram marcados com anticorpos anti-CD14 para a 

identificação dos monócitos e em seguida com anticorpos anti-TLR2 e anti-TLR4 

(Figura A). Os dados foram coletados usando citometria de fluxo e analisados usando 

o software FLOWJO. A expressão ex vivo de TLR2 e TLR4 foi avaliada em células 

CD14+ (Figura B). Os valores de p foram obtidos através do teste estatístico de Mann 

Whitney.   
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VI.6 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DOS TLR2 E TLR4 APÓS A INFECÇÃO 

DE MONÓCITOS COM OS DIFERENTES ISOLADOS DE Leishmania 

braziliensis 

Para avaliar se a infecção com os diferentes isolados de Leishmania 

braziliensis alterava a expressão desses receptores nos monócitos de 

pacientes com LD e LC, nós avaliamos a expressão destes receptores após a 

infecção in vitro com promastigotas de L. braziliensis isoladas de pacientes 

com LD e LC. Como controle positivo da expressão dos TLR2 e TLR4 foram 

utilizados moléculas agonistas dos receptores, o Pam3Cys e o LPS 

respectivamente.  

Em monócitos de pacientes com LD, após a infecção com o isolado de 

LD a expressão de TLR2 foi maior quando comparado com as células não 

infectadas (p<0,01) e quando comparado com a expressão em células 

infectadas com o isolado LC, 1923 (274-2357) versus 895 (287-1744), p<0.05. 

Entretanto nas células de pacientes com LC não houve diferença estatística 

significante entre os dois isolados (figura 7A). A expressão de TLR4 após a 

infecção com o isolado de LD foi maior quando comparado com as células não 

infectadas. Entretanto, não houve diferença estatisticamente significante na 

expressão de TLR4 entre os isolados de L.braziliensis (figura 7B). Também não 

foram observadas diferenças na expressão de TLR2 e TLR4 entre monócitos 

de pacientes com LD e LC infectados com os diferentes isolados de 

L.braziliensis. 

 Nos monócitos de controles sadios, após a infecção com o isolado de 

LD a expressão de TLR2 foi maior, 56 (43-62), quando comparado com a 
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expressão em células infectadas com o isolado LC, 40 (24-55) p<0.05. A 

expressão de TLR4 após a infecção com o isolado LC, 930 (360-991) foi maior 

quando comparado com a expressão em células infectadas com o isolado de 

LD, 757 (119-941) p<0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7- Expressão de TLR2 e TLR4 nos monócitos de pacientes com LD e LC 

após a infecção dos diferentes isolados de L. braziliensis: Células mononucleares 

do sangue periférico de pacientes com LD (n=8), LC (n=8) e CS (n=7) foram 

infectados com os diferentes isolados de L.braziliensis (5:1) por 2 horas e em seguida 

as células foram marcadas com anticorpos anti-CD14 para a caracterização dos 

monócitos e a expressão dos receptores foi avaliada após a marcação com anticorpos 

anti-TLR2 e anti-TLR4. Como controle positivo da infecção foi utilizado o Pam3Cys 

(agonista de TLR2) (Figura A) e o LPS (agonista de TLR4) (Figura B). A expressão 

dos receptores foi realizada através da técnica de citometria de fluxo. Os valores de p 

foram obtidos através do teste estatístico de Wilcoxon. As comparações entre os 

grupos foram feitas com o teste estatístico de Mann- Whitney *p<0.05 **p<0.01. 
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VI.7 AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO INTRACELULAR DAS CITOCINAS EM 

MONÓCITOS DE PACIENTES COM LEISHMANIOSE DISSEMINADA E 

LEISHMANIOSE CUTÂNEA 

O isolado de LD induziu uma maior expressão de TNF nas células de 

pacientes com LD, 125(59-329) quando comparado com células não 

infectadas, 59(24-93) p<0.01. Entretanto não foi observada diferença 

estatisticamente significante entre os isolados de L. braziliensis. Também não 

foram observadas diferenças no grupo de pacientes com LC (figura 8A). Em 

relação à expressão de IL-10, os isolados de LD e LC induziram uma maior 

expressão dessa citocina nas células de pacientes com LD quando comparado 

com monócitos não infectados, mas não foi observado diferença 

estatisticamente significante entre os isolados de L. braziliensis. Nas células de 

pacientes com LC não houve diferença estatística significante na expressão de 

IL-10 (figura 8B). Não foram observadas diferenças significativas quando foi 

avaliada a expressão de TNF e IL-10 entre os monócitos de pacientes com LD 

e LC infectados com os diferentes isolados de L.braziliensis.  

Nas células de controles sadios o isolado de LD induziu uma maior 

expressão de TNF, 336 (260-545) quando comparado com células não 

infectadas, 219 (111-340). O mesmo foi observado com o isolado de LC, 320 

(248-378) p<0.05. Entretanto não foi observada diferença estatisticamente 

significante entre os isolados de L. braziliensis. Em relação à expressão de IL-

10, o isolado de LD 92 (74-110) induziu uma maior expressão dessa citocina 

comparado com o isolado de LC 68 (52-116), p<0.05  
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Figura 8- Produção intracelular de TNF e IL-10 em monócitos de pacientes com 

LD e LC infectados com os diferentes isolados de L.braziliensis: Células 

mononucleares do sangue periférico de pacientes com LD (n=8), LC (n=8) e CS (n=7) 

foram infectados com os diferentes isolados de L.braziliensis (5:1) por um período de 

duas horas. A avaliação da produção de TNF (A), IL-10 (B) foi realizada através da 

técnica de citometria de fluxo após 6 horas de cultura com o Stop Golgi e em seguida 

marcação dos anticorpos. Os valores de p foram obtidos através do teste estatístico de 

Wilcoxon. As comparações entre os grupos foram feitas com o teste estatístico de 

Mann- Whitney * p<0.05.**p<0.01. 
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VI.8 AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO INTRACELULAR DAS QUIMIOCINAS 

CXCL9 E CXCL10 EM MONÓCITOS DE PACIENTES COM LEISHMANIOSE 

DISSEMINADA E LEISHMANIOSE CUTÂNEA 

Nos monócitos de pacientes com LD infectados com isolados de LD e 

LC, foi observado um aumento na expressão de CXCL9, quando comparado 

com as células não infectadas, p<0.05.  E esse aumento foi maior após a 

infecção com o isolado de LD quando comparado com o isolado LC, 76 (50-

401) versus 67 (25-207), p<0.05 Não houve diferença na expressão dessa 

quimiocina por monócitos de pacientes com LC com os diferentes isolados ( 

figura 9A) 

Em relação à expressão de CXCL10, em monócitos de pacientes com 

LD, os isolados de LD e LC induziram uma maior expressão desta quimiocina 

quando comparado, com células não infectadas, mas não houve diferença 

estatisticamente significante entre diferentes isolados de L.braziliensis. (figura 

9B).  Similarmente ao observado com CXCL9, não foi observada diferenças na 

produção de CXCL10 em monócitos de pacientes com LC infectados com os 

diferentes isolados.  

 Não foram observadas diferenças significativas quando foi avaliada a 

expressão de CXCL9 e CXCL10 entre os monócitos de pacientes com LD e LC 

infectados com os diferentes isolados de L.braziliensis.  

Nas células de controles sadios foi observada uma maior expressão de CXCL9 

após a infecção com o isolado de LD, 105 (79-138) quando comparado com o 

isolado LC, 96 (83-142) p<0.05. Em relação à expressão de CXCL10, o isolado 

de LD induziu uma maior expressão dessa quimiocina, 150(126-331)  quando 

comparado com células não infectadas, 137(58-304). p<0.01.   
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Figura 9- Avaliação da produção intracelular das quimiocinas CXCL9 e CXCL10: 

Células mononucleares do sangue periférico de pacientes com LD (n=8), LC (n=8) e 

CS (n=7) foram infectados com os diferentes isolados de L.braziliensis (5:1) por um 

período de duas horas. A avaliação da produção de CXCL9 (A), CXCL10 (B) foi 

realizada através da técnica de citometria de fluxo após 6 horas de cultura com o Stop 

Golgi e em seguida marcação dos anticorpos. Os valores de p foram obtidos através 

do teste estatístico de Wilcoxon. As comparações entre os grupos foram feitas com o 

teste estatístico de Mann- Whitney* p<0.05.**p<0.01. 

 

 

 

 

 A 

 B 

0

100

200

300

400

500
*

**
Meio

Isolado de LC

Isolado de LD

Monócitos de LD Monócitos de LC Monócitos de CS

* * *
*

C
X

C
L

-9
 (

M
IF

)

0

100

200

300

400

500 **

Monócitos de LD Monócitos de LC Monócitos de CS

Isolado de LC

Meio

Isolado de LD

**

C
X

C
L

-1
0
 (

M
IF

)



 

 

51 
 

VII. DISCUSSÃO 

A proteção ou o desenvolvimento de doenças causadas por parasitos do 

gênero Leishmania estão fortemente associados com a resposta imune do 

hospedeiro. É bem documentada a capacidade do IFN-γ, uma citocina 

produzida por células Th1, em ativar macrófagos para destruir leishmania 

(Scott et al.,1988). A diminuição de uma resposta Th1 está associada com o 

aparecimento da leishmaniose visceral e da leishmaniose cutânea difusa, 

doenças causadas no novo mundo pela L. infantum e L. amazonensis, 

respectivamente. (Carvalho et al., 1985 ; Bomfim et al., 1996) . Em contraste, 

uma exagerada resposta inflamatória com grande produção de IFN- e TNF e 

ausência de IL-10, uma citocina reguladora da resposta imune, está associada 

à patologia observada na LC e LM (Ribeiro-de-Jesus et al.,1998; Bacellar et 

al.,2002; Antonelli et al.,2005). Além das formas clínicas supracitadas, a 

L.braziliensis pode também causar a LD, doença caracterizada por mais de 

uma dezena de lesões papulares, acneiformes e lesões ulceradas. Até o 

momento, a patogênese da LD não está esclarecida. Não existem evidências 

de que uma diminuição da resposta Th1 esteja associada com a doença 

(Turetz et al.,2002; Machado et al., 2011). Alternativamente, existem diferenças 

genotípicas entre isolados de L. braziliensis obtidos de pacientes com LC e LM 

com isolados de pacientes com LD e essas características podem estar 

associadas com a disseminação da doença (Schriefer et al., 2004;Queiroz et 

al.,2012). O objetivo do presente estudo foi comparar o comportamento de L. 

braziliensis isolado de paciente com LD e com isolado de LC em monócitos de 

pacientes com essas duas formas clínicas. Nossos dados mostram que 

isolados dessas duas formas clínicas de leishmaniose tegumentar tem 
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comportamento diferentes com relação à sobrevivência do parasito nos 

monócitos, produção do burst oxidativo, expressão de TLR2 e expressão de 

citocinas.  A principal característica da LD é o aparecimento súbito de um 

grande número de lesões de diferentes aspectos após a manifestação primária 

da doença, que é similar à observada na LC, que é caracterizada por uma 

úlcera bem delimitada com bordas elevadas. Esses aspectos clínicos, como 

esperado, foram bem diferentes nos pacientes incluídos no presente estudo no 

qual a lesão única ulcerada foi o aspecto predominante nos pacientes com LC, 

enquanto nos pacientes com LD variou de 14 a 569 lesões. A LD tem sido 

observada como maior prevalente em pacientes adultos do sexo masculino 

com uma média de idade maior que a observada na LC, sugerindo que a 

transmissão desse parasito ocorra em zonas rurais (Turetz et al.,2002). No 

presente estudo embora tenha havido uma maior predominância do sexo 

masculino nos pacientes com LD, não houve diferença entre a idade e a 

frequência de pacientes do sexo masculino nos dois grupos de estudo. 

Os monócitos/macrófagos são as principais células que abrigam a 

Leishmania (Revisado por Ueno & Wilson, 2012) e consequentemente a 

sobrevivência ou a morte desse parasita depende da ativação dessas células.  

Existe uma carência de estudos avaliando o papel dos monócitos na LD. 

Inicialmente nós comparamos a susceptibilidade de monócitos de pacientes 

com LD e LC frente à infecção com diferentes isolados de L. braziliensis. 

Enquanto não houve diferença na internalização dos diferentes isolados, desde 

que o percentual de células infectadas e a carga parasitária foram semelhantes 

nos monócitos infectados com isolados de LD e LC após duas horas de 

infecção, o isolado de LD teve maior capacidade de sobreviver nos monócitos 
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do que isolado LC. Isso foi documentado também pelo maior número de 

parasitos intracelulares após 48 horas de infecção. 

É bem conhecido que L.braziliensis é polimórfica, mas existe uma 

carência de estudos sobre o papel de polimorfismo entre isolados de uma 

mesma espécie de leishmania na patogênese da LTA. Estudos recentes têm 

mostrado que diferenças genotípicas observadas principalmente no 

cromossoma 28 de isolados de L.braziliensis, se associam com diferentes 

formas clínicas da LTA, tais como LC, LM e LD (Schriefer et al.,2004). 

Adicionalmente, tem sido descrito na região de Corte de Pedra o aparecimento 

de formas atípicas da LC caracterizada principalmente por múltiplas lesões 

nodulares, lesões vegetantes ou úlceras de grande tamanho, e L.braziliensis 

isoladas dessas lesões atípicas apresentam diferenças genotípicas quando 

comparados com isolados de L.braziliensis obtidas da lesão clássica da LC 

(Guimarães et al.,2016).Um outro aspecto importante com relação à LTA é a 

alta taxa de falha terapêutica ao antimoniato de meglumina, que é droga de 

escolha preconizada pelo Ministério da Saúde em determinadas regiões do 

Brasil, como na área endêmica de Corte de Pedra, onde o presente estudo foi 

realizado (Machado et al.,2002; Prates et al., 2017; Brito et al., 2014). É 

possível que essa alta taxa de falha terapêutica observada em pacientes com 

LTA esteja relacionada com as diferenças genotípicas entre diferentes isolados 

de parasito desde que isolados de LD são mais resistentes in vitro ao 

antimoniato de meglumina do que o isolado de LC (Silva et al.,2017). 

Adicionalmente, estudos realizados no estado de Minas Gerais demonstraram, 

através da análise por PCR-RFLP, que L.braziliensis isoladas de pacientes 

com lesões atípicas em Minas Gerais são geneticamente diferentes de 
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L.braziliensis isoladas de pacientes com a lesão clássica (Quaresma et 

al.,2018) e os isolados das lesões atípicas foram mais resistentes in vitro  ao 

tratamento com antimoniato de meglumina quando comparado com 

L.braziliensis isoladas de pacientes com a lesão clássica (Rugani et al., 2018). 

Esta associação entre diferenças genotípicas e falha terapêutica pode explicar 

a baixa resposta ao tratamento com o antimoniato de meglumina e com 

anfotericina B. lipossomal em pacientes com LD (Turetz et al.,2002; Machado 

et al.,2015).   

Um estudo realizado por Giudice et al.,2012, comparando a infecção de 

macrófagos com um isolado de L.braziliensis  obtido de pacientes com LC 

mostrou que a capacidade microbicida de células de pacientes com LC e LM  

foi menor do que o observado com macrófagos de indivíduos com infecção 

subclínica (SC) causada por L.braziliensis. Foi também observado que a 

penetração de L.braziliensis em monócitos de indivíduos com infecção SC é 

menor quando comparado com monócitos de pacientes com LC (Muniz et 

al.,2016) e um estudo realizado em uma área endêmica de transmissão de 

Leishmania (Viannia) panamensis, mostrou que os macrófagos de pacientes 

com LC crônica (lesões com mais de 6 meses de duração) e com leishmaniose 

recorrente foram mais permissivos à entrada do parasito que os indivíduos com 

infecção sub-clínica sugerindo que esta proteção estava associada a uma 

maior capacidade dos macrófagos desses indivíduos em controlar a infecção 

(Bosque et al.,2000). Embora esses dados demonstrem claramente que o 

comportamento de monócitos/macrófagos de diferentes formas clínicas da 

doença pode justificar a maior ou menor capacidade do hospedeiro em 

controlar a infecção causada por Leishmania, nós não observamos diferenças 
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com relação a internalização e a sobrevivência de diferentes isolados de 

L.braziliensis quando comparamos os monócitos de LD, LC e controles sadios, 

indicando a importância das diferenças genotípicas do parasito no 

comportamento da L.braziliensis em células fagocíticas humanas.   

Um estudo realizado com variantes genéticas de L.braziliensis isoladas de 

pacientes com lesão clássica e paciente com lesões atípicas residentes em 

uma reserva indígena em Minas Gerais, avaliou o comportamento biológico 

desses parasitos em hamsters. O estudo revelou padrões distintos no período 

de aparecimento visível das lesões, no tamanho da lesão e na carga parasitária 

entre as a cepas. A extensão e a densidade do infiltrado inflamatório também 

foram diferentes, sugerindo que o padrão de comportamento biológicos 

distintos que foi observado poderia estar associado à diversidade genética 

entre as cepas (Rêgo et al., 2018).  

A sobrevivência da leishmania em células fagocíticas está associada à 

resistência ou à susceptibilidade aos mecanismos oxidativos, responsáveis 

pela morte do parasito. Nesse estudo nós avaliamos a capacidade de 

diferentes isolados de L.braziliensis em induzir a produção do burst oxidativo 

por monócitos de pacientes com LD, LC e de controles sadios. O burst 

oxidativo, representado pela produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

e de óxido nítrico (NO) por monócitos/macrófagos é importante no controle da 

infecção por leishmania (Channon JY et al.,1984; Miao  et al., 2009). Os 

monócitos são classificados em três subpopulações identificadas como 

clássicos, intermediários e não clássico baseado na expressão de CD14 e 

CD16 (Ziegler-Heitbrock et al. 2010).Um estudo realizado com monócitos de 

controles sadios infectados com L.braziliensis demonstrou que a produção 
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ROS foi responsável pela  controle da infecção e que os monócitos clássicos 

foram as células primariamente responsáveis por esse controle (Novais et al., 

2014). Enquanto não há duvidas com relação à participação de ROS em 

destruir leishmania, os dados com relação ao NO são controversos. Enquanto 

no modelo experimental a produção de NO se associa com destruição da 

leiahmania (Assreuy et al., 1994; Evans et al., 1993; Murray, Teitelbaum,1992) 

em células humanas a produção de NO tem sido associada com a patologia 

(Ganster et al., 2001; Carneiro et al.,2016). Embora nossos resultados tenham 

demonstrado que isolados de LD tem maior capacidade de sobreviver em 

monócitos humanos, este isolado induziu uma maior produção do burst 

oxidativo quando comparado com isolado LC em monócitos de pacientes com 

LD, LC e controles sadios, o que não explicaria uma maior capacidade de 

sobrevivência desse isolado em monócitos humanos. Todavia, além do burst 

oxidativo vários outros fatores estão relacionados com a capacidade 

microbicida dos monócitos humanos como produção de enzimas e outras 

moléculas com capacidade leishmanicida (Van-Assche et al., 2011; Molinedo et 

al., 2010).  Existem similaridades entre a disseminação da Leishmania da lesão 

primária na LD e o desenvolvimento da metástase no câncer. A LD é uma 

doença metastática e já tem sido descrito o envolvimento de ROS na 

metástase e progressão de tumores (Wu,2006; Storz,2005). Dessa forma, não 

podemos afastar a possibilidade de que o aumento da produção do burst 

oxidativo em monócitos infectados com isolados de LD contribua com a 

metástase de células infectadas com o parasito, e consequente disseminação 

das lesões para inúmeros locais do corpo dos pacientes.  
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Os TLRs são glicoproteínas transmembrana do tipo I que desempenham 

um papel fundamental na resposta imune contra patógenos. Estão presentes 

em vários tipos celulares principalmente em células da imunidade inata, 

ativando mecanismos da resposta imediata contra patógenos (Gurung and 

Kanneganti, 2015). Esses receptores ao serem ativados por PAMPs 

provocavam a ativação do fator de transcrição nuclear NF-κB e a transcrição de 

diferentes genes de citocinas pró-inflamatórias como TNF (Barton and 

Medzhitov, 2003). Alguns dados da literatura apontam para a ação dos 

receptores Toll-like como fortes indutores da resposta oxidativa na infecção por 

Leishmania. O contato da Lipofosfoglicano (LPG) com o Toll-like receptor 4 

(TLR4) estimula a síntese da Fosfato de dinucleótido de nicotinamida e adenina 

(NADPH) oxidase e o aumento da produção de ROS (Sasada and Johnston, 

1983; Gill et al., 2010). Mais recentemente, (Srivastava et al., 2013), 

demonstraram que a expressão de TLR2, está aumentada nos macrófagos de 

camundongos infectados por L.major, o que se associava com uma maior 

resposta oxidativa, em especial pelo reconhecimento da LPG pelo TLR2, com a 

ativação de MyD88 e o aumento da expressão da iNOS (Srivastava et al., 

2013). O nosso grupo já tinha documentado que monócitos de pacientes com 

LC expressavam ex vivo mais TLR2 e TLR4 quando comparado com controles 

sadios e a expressão desses receptores foi maior após a infecção com 

L.braziliensis (Carneiro et al.,2016). Adicionalmente, a maior expressão de 

TLR2 e TLR4 foi associada à maior expressão de TNF nas células de 

pacientes com LC (Polari et al.,2019, Frontiers Immunology, submetido)  

Nós avaliamos a expressão ex vivo de TLR2 e de TLR4 em monócitos 

de pacientes com LD e LC e não observamos diferenças significantes, todavia 
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após infecção com o isolado de LD, monócitos de pacientes com LD 

expressaram mais TLR2 quando comparado com células não infectadas e com 

células infectadas com isolado de LC. Em relação aos monócitos de pacientes 

com LC, não foram observadas diferenças significantes na expressão desses 

receptores após a infecção com os diferentes isolados. Esses resultados 

sugerem que possivelmente o isolado de LD esteja induzindo uma maior 

expressão desses receptores e consequentemente uma maior produção do 

burst oxidativo em monócitos de pacientes LD. Já tem sido descrito também a 

associação de TLRs e metástase de tumores (Pandey et al, 2015).      

Nós avaliamos também a produção de TNF, citocina associada com o 

desenvolvimento da lesão nos pacientes com LC. Monócitos de pacientes com 

LD infectados com o isolado de LD expressaram mais TNF quando comparado 

com células não infectadas, mas não foi observada diferença na produção 

dessa citocina entre os diferentes isolados. Esse resultado difere do estudo 

anterior realizado por Leopoldo e colaboradores onde antígeno solúvel 

preparado com o isolado LD induziu uma maior produção de TNF quando 

comparado com antígeno obtido de isolado LC em CMSP de pacientes com LC 

e LD. Uma possível explicação é que no presente estudo, em vez de CMSP, 

utilizamos monócitos e em vez de antígeno solúvel, avaliamos a influência da 

infecção por L.braziliensis. Adicionalmente, a técnica utilizada também foi 

diferente. No primeiro estudo foi avaliada a produção da proteína através da 

técnica imunoenzimática enquanto no presente estudo foi avaliada a expressão 

intracelular da citocina através da citometria de fluxo.  Em relação à produção 

de IL-10, ambos os isolados induziram uma maior expressão de IL-10 nas 

células de pacientes com LD, mas não houve diferenças entre os dois isolados. 
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Além da produção de citocinas pró-inflamatórias, a infecção por 

Leishmania induz a expressão de inúmeros genes relacionados à produção de 

quimiocinas (Antoniazi et al., 2004; Racoosin and Beverley, 1997; Ritter and 

Korner, 2002). CXCL9 e CXCL10 são quimiocinas importantes no recrutamento 

e ativação de células do tipo Th1 e estão envolvidas na patogênese de várias 

doenças inflamatórias (Hunt and Grau, 2003; Vasquez et al., 2008). 

Macrófagos de pacientes com LC infectados com L.braziliensis produzem mais 

CXCL9 quando comparado com macrófagos de indivíduos com infecção 

subclínica e controles sadios (Giudice et al.,2012). Nós avaliamos também a 

produção intracelular de CXCL9 e CXCL10 após a infecção de monócitos 

oriundos de pacientes com LD e LC com os diferentes isolados. Em relação à 

expressão de CXCL10, em monócitos de pacientes com LD os isolados de LD 

e LC induziram uma maior expressão desta quimiocina quando comparado 

com células não infectadas, mas não houve diferença significante entre os 

diferentes isolados de L.braziliensis.  Entretanto, o isolado de LD induziu uma 

maior produção de CXCL9 por monócitos de pacientes com LD quando 

comparado com o isolado de LC. Em monócitos de pacientes LC não foi 

observada nenhuma diferença na produção dessa quimiocina. Na LD já foi 

documentado que existe uma maior produção sistêmica de CXCL9 quando 

comparado com a produção sistêmica em pacientes com LC (Machado et al., 

2011). Pacientes com melanoma e que desenvolvem metástase cerebral 

apresentam um aumento de CXCL10 e CXLC9 no líquido cérebro espinhal e 

essas quimiocinas foram responsáveis pela migração de células TCD8+ (Look 

et al.,2014; Harlin et al.,2009). Adicionalmente, a expressão de CXCR3 e de 
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seu ligante CXCL9 foi associada à metástase de células cancerosas do fígado 

(Ding Q et al.,2016).  

Nossos resultados sugerem que a prévia documentação que a 

L.braziliensis que causa LD difere geneticamente da leishmania que causa LC 

é o principal fator em induzir um comportamento diferente entre estes isolados. 

Embora não tenha sido documentadas diferenças no comportamento dos 

monócitos entre os grupos, esses achados apontam para a necessidade de se 

avaliar também se existem diferenças na expressão gênica em células de 

pacientes com LD e pacientes com LC.  

Ainda não se conhecem os mecanismos responsáveis pela 

disseminação da L.braziliensis na LD. Nossos resultados indicam que 

diferenças genéticas documentadas nos isolados de L.braziliensis que causam 

LC e LD influenciam o comportamento desses parasitos nos monócitos 

humanos. E a maior capacidade do isolado de LD escapar dos mecanismos de 

destruição pelos fagócitos e a indução de uma maior produção de CXCL9 

podem estar contribuindo para a metástase de macrófagos infectados por 

L.braziliensis e o aparecimento das inúmeras lesões observadas nessa 

doença.                                                                                                                                                                                                                                                                
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VIII. SUMÁRIO DE RESULTADOS  

 

1- A frequência de monócitos infectados e a carga parasitária foram maiores 

após 48 horas de infecção com o isolado de LD quando comparado com o 

isolado LC em células de ambos os grupos de pacientes. 

2-Nos monócitos de LD, LC e CS o número de promastigotas viáveis no 

sobrenadante de células foi maior com isolado de LD, quando comparado com 

o número de promastigotas viáveis do isolado de LC. 

3- A infecção por L. braziliensis isoladas de pacientes com LD induz maior 

expressão de burst oxidativo em monócitos de pacientes com LD, LC e CS. 

4- Monócitos de pacientes com LD infectados com isolado de LD  expressaram 

mais TLR2 quando comparado com células não infectadas e com células 

infectadas com isolado de LC. 

5- Monócitos de pacientes com LD infectados com o isolado de LD 

expressaram mais TNF, IL-10 e CXCL10 quando comparado com células não 

infectadas, mas não foi observada diferença na produção dessas moléculas 

entre os diferentes isolados.  

6- O isolado de LD induziu uma maior produção de CXCL9 por monócitos de 

pacientes com LD quando comparado com o isolado de LC.  
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IX. CONCLUSÃO 

 

Os resultados desse estudo sugerem que as diferenças genotípicas da 

L.braziliensis que causa LD podem influenciar o comportamento desse parasito 

nos monócitos humanos e contribuir para a patogênese da leishmaniose 

disseminada. E a maior capacidade do isolado de LD escapar dos mecanismos 

de destruição pelos fagócitos e a indução de uma maior produção de CXCL9 

podem estar contribuindo para a metástase de macrófagos infectados por 

L.braziliensis e o aparecimento das inúmeras lesões observadas nessa 

doença.                                                                                                                                                                                                                                                                
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X. SUMARY 

Introduction: Disseminated Leishmaniasis (DL) caused by Leishmania 
braziliensis is characterized by the presence of 10 or more papular, acneiform 
and ulcerated lesions. Some studies have shown that evidence of 
polymorphism of leishmania parasites and L.braziliensis isolated from patients 
with DL, cutaneous leishmaniasis (CL) and mucosal leishmaniasis (ML) are 
polymorphic,presenting a genetic diversity that is associated with clinical forms 
of ATL. The soluble antigen obtained from L.braziliensis isolates from DL 
patients induced a greater inflammatory response when compared to antigen 
obtained from isolates of patients with CL in cells of patients with CL and DL. 
Studies have shown that monocytes / macrophages from patients with CL and 
ML behave differently against infection with L.braziliensis when compared to 
cells from healthy controls (HS). There are no studies about the behavior of 
monocytes in DL. Objective: To evaluate the role of monocytes and isolates of 
Leishmania braziliensis genotypically different in the inflammatory response in 
DL. Methods: Monocytes from patients with DL (n=12) and from patients with 
CL (n=12) were infected with L. braziliensis isolates from patients with DL and 
isolated from patients with CL at a ratio of    5:1. The evaluation of the degree of 
infection and the parasite load was evaluated after cytospin preparations by 
optical microscopy. To analyze the survival of different L. braziliensis isolates in 
monocytes from DL and CL patients, the number of viable promastigotes was 
quantified on the culture supernatant by optical microscopy. The evaluation of 
oxidative radical production was performed by oxidation of Dihydrorhodamine 
123 (DHR-123) and analyzed by flow cytometry. Expression of TLRs and 
cytokines / chemokines was assessed by flow cytometry. Results: The 
monocyte frequency of DL patients infected with DL isolate and parasite load 
was higher than that observed in monocytes infected with the CL isolate after 
48 hours of infection. The same was observed in the cells of patients with CL. 
The number of viable promastigotes in the monocyte supernatant infected with 
the DL isolate was higher when compared to the CL isolate in both groups. The 
same was observed in CL monocytes. Oxidative burst production by DL 
monocytes and CL monocytes infected with DL isolate was higher when 
compared to CL isolates in DL monocytes and CL monocytes. TLR2 expression 
was higher in DL monocytes after infection with DL isolate when compared to 
CL isolate. The production of CXCL9 was higher after infection with the DL 
isolate when compared to the CL isolate. 
Conclusions: These results suggest that the genotypic differences of 
L.braziliensis causing DL and CL can influence the behavior of this parasite in 
human monocytes and contribute to the pathogenesis of the disease. 
 
Keywords: isolated from Leishmania braziliensis; Disseminated leishmaniasis; 
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XII.ANEXOS 

ANEXO I: 

 

 

Figura 10- Figura representativa da seleção da população de monócitos. 
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ANEXO II: 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA O ESTUDO DA RESPOSTA 
IMUNE NA LEISHMANIOSE CUTÂNEA DISSEMINADA  

 

Nome do Projeto: Inflamação na Patogênese da Leishmaniose Cutânea Disseminada  

Investigador Principal: Edgar M. Carvalho, Faculdade de Medicina da Bahia / UFBA 
Largo do Terreiro de Jesus, s/nº – Centro Histórico. CEP: 40026-010 – Salvador, Bahia – Brasil 

 

Comitê de Ética: Comitê de Ética em Pesquisa–Faculdade de Medicina da Bahia / UFBA 
Largo do Terreiro de Jesus, s/nº – Centro Histórico. CEP: 40026-010 – Salvador, Bahia – Brasil 
Tel. (55) 71 3283-5564 e FAX (55) 71 3283-5567. 

 

Horário de funcionamento: Terças e Quintas feiras das 09h00min-12:00horas 

Nome do Participante: _____________________________________________________ 

 

Número de Identificação no Projeto:  

 

Convite e Objetivo: 

Você é convidado (a) a participar de um estudo que tem como objetivo entender porque as 
pessoas infectadas pela leishmania além de apresentar leishmaniose cutânea também 
apresentam leishmaniose disseminada. A leishmaniose já é uma doença conhecida nesta 
região do estudo há muitos anos, com o nome de “leishmania” ou “ferida brava”. É uma doença 
transmitida por picadas de pequenos mosquitos que deixa uma ou muitas feridas no corpo ou 
dentro do nariz, que podem demorar mais de três (3) meses para cicatrizar, podendo prejudicar 
sua saúde e interferir com suas atividades e seu trabalho. Além das informações aqui 
presentes você pode perguntar tudo sobre o estudo ao seu médico. Caso decida participar do 
estudo você será solicitado (a) assinar este formulário de consentimento. 

 

Participação voluntária: Todos os participantes com esta doença que procuram o posto de 
saúde de Corte de Pedra e que apresentam de 1 a mais de 10 feridas e com duração inferior a 
60 dias são convidados a participar deste estudo. A sua participação é voluntária. Você terá 
um tempo para pensar e/ou conversar com algum familiar, se achar necessário, para lhe 
ajudar a decidir sobre sua participação no estudo. 

Você pode decidir não participar do estudo em qualquer momento, sem perder os benefícios 
dos cuidados médicos prestados e de seu tratamento caso você tenha a doença cutânea ou 
cutânea disseminada. Caso depois de aceitar participar, resolva descontinuar sua participação, 
isto será feito sem qualquer prejuízo para você. Participando ou não do estudo você receberá o 

medicamento utilizado para o tratamento da leishmaniose (Glucantime) que é fornecido pelo 
governo.  

Finalidade do estudo: Esse estudo está sendo feito porque precisamos conhecer melhor a 
doença, como nos defendemos contra a leishmania e porque após a infecção pela leishmania 
desenvolvemos feridas na pele e no nariz. Isto é importante para desenvolver novos 
tratamentos que estimulem a sua defesa contra o parasito e facilitem a cura da doença. Para 
isto estudaremos o seu sangue, o parasito que causa a doença quando este for isolado, e 
também o material da ferida obtida pela retirada de um pequeno pedaço da sua pele. 

 

Procedimentos: Caso você concorde em participar do estudo, além de ser examinado por um 
médico clínico, será realizada uma biópsia da lesão caso apresente feridas na pele, métodos 
que são necessários para o diagnóstico da doença. Se você tiver 10 ou mais lesões será 
realizada biópsia da primeira lesão e de outra lesão localizada em um local diferente do corpo 
da primeira ferida. A realização de 2 biópsias será feita para sabermos se a leishmania que 
causou a primeira ferida é diferente da leishmania que causou a ferida secundária.   

Você cederá 30 ml de sangue (mais ou menos 3 colheres de sopa), que será coletado de uma 
veia de seu braço, através de uma seringa com agulha estéril descartável. Nós iremos 
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separar as células de defesa no sangue e avaliar como elas funcionam depois de 
infectadas pela leishmania e se essas células são capazes de matar a leishmania.  

 

A retirada do pedaço da ferida na pele para o diagnóstico da sua doença será feita após 
limpeza do local e anestesia local para você não sentir dor. O fragmento da pele, que mede no 
máximo cinco (5) milímetros, é retirado utilizando um bisturi adequado chamado “punch”. Parte 
deste material será utilizada para os estudos da defesa do seu corpo contra a leishmania. Caso 
o diagnóstico de leishmaniose não seja confirmado, todo o material obtido para pesquisa será 
destruído. Após as análises se houver sobra das suas amostras, essas serão destruídas. Nós 
não iremos manter nenhuma amostra de participantes do estudo para análise posterior. O 
tratamento da leishmaniose é gratuito e fornecido pelo governo. Assim, se você decidir por não 

participar do estudo você terá o mesmo tratamento (Glucantime) dos indivíduos que 
participarão do estudo. 

 

Desconfortos e riscos:  

Os riscos associados à coleta de sangue incluem formação de hematoma, infecção e síncope. 
As chances destes riscos são mínimas. Os riscos relativos à realização da biópsia incluem 
sangramento e infecções. As chances de essas complicações acontecerem são pequenas. 
Caso algum desses eventos ocorra você terá assistência imediata dos médicos do Posto de 
Saúde de Corte de Pedra (Dr. Edgar M. Carvalho, Dr. Paulo Machado e Dr. Luiz Henrique 
Guimarães), e será tratado com medicamento ou procedimento adequado para cada caso, sem 
nenhum custo para você. No caso de infeção será tratado  com o antibiótico adequado. 

 

Duração do estudo: Após a assinatura do termo de consentimento e avaliação diagnóstica 
sua participação no estudo terá a duração de um (1) dia.  

 

Confidencialidade: Qualquer informação obtida durante este estudo só será do conhecimento 
da equipe médica. Está assegurado que você ou qualquer participante desse estudo não será 
identificado por nome nos registros ou nas publicações dos resultados do estudo. 

 

Análises de riscos e benefícios: Caso esteja doente, o tratamento que você receberá será o 

(Glucantime), medicamento padrão fornecido pelo Ministério da Saúde para tratar a doença. 
Esse tratamento é igual ao que todos os pacientes receberão participando ou não do estudo. 
Não existe nenhum procedimento adicional para os participantes do estudo, assim não existe 
também nenhum risco adicional para você. Os riscos associados à coleta de sangue incluem 
formação de hematoma, infecção e síncope. As chances destes riscos são mínimas. Os riscos 
relativos à realização da biópsia incluem sangramento e infecções. As chances de essas 
complicações acontecerem são pequenas.  

 

Retorno de benefícios para o sujeito e para a sociedade: As leishmanioses são doenças 
relacionadas à reação do seu organismo contra a leishmania e o conhecimento destas reações 
do seu corpo pode contribuir não só para o entendimento da doença como para o 
aparecimento de novas formas de tratamento ou controle da leishmaniose.  

 

Custos: Você não terá custos com o tratamento com antimônio (Glucantime®) ou com outra 
droga para tratamento da leishmaniose caso haja necessidade de uso, pois essas drogas são 
fornecidas pelo governo. No entanto se você quiser participar do estudo, nós ressarciremos 
todos os gastos relacionados a sua participação, incluindo transporte e alimentação para você 
e para o seu acompanhante nos dias em que for necessária a sua presença no Posto de 
Saúde para realização de exames.  

 

Garantia de assistência, acompanhamento, por dano decorrente da pesquisa:  

Em caso de você desenvolver alguma complicação relacionada com a sua participação no 
estudo você será acompanhado por médicos do posto de saúde e pelos médicos 
responsáveis pelo estudo até que os sintomas desapareçam assim como será fornecido os 
medicamentos necessários sem nenhum custo para você e para o sistema único de saúde 
(SUS). 
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Garantia de ressarcimento e indenização:  

Você não receberá pagamento por sua participação neste estudo. Todavia caso você tenha 
que permanecer mais tempo para ser atendido em função do estudo, precisar de ressarcimento 
para alimentação ou transporte ou tenha qualquer prejuízo pela sua participação no estudo, o 
grupo de pesquisa vai assumir ou ressarcir qualquer destes custos. 

Formas de assistência ou acompanhamento e retorno de todas as análises das amostras 
biológicas:  

Você será acompanhado de acordo com as visitas que regularmente são programadas para 
todos os pacientes que são atendidos no posto de saúde. Você poderá voltar ao posto de 
saúde qualquer dia caso tenha alguma dúvida sobre a evolução de sua doença. Você receberá 
os resultados de todos os exames laboratoriais relacionados ao seu diagnóstico e 
acompanhamento.  

As amostras obtidas serão armazenadas durante 5 anos, sendo descartadas ao fim deste 
período. Estas amostras não serão utilizadas em estudos futuros.  

 

Esclarecimentos:  

Caso você precise de atendimento médico durante o estudo, você pode contatar um dos 
seguintes investigadores pelo telefone71- 3237-7353: Dr. Edgar M. Carvalho e Dr. Paulo 
Machado. Caso você queira saber alguma coisa sobre seus direitos você pode procurar o 
Comitê de Ética da Faculdade de Medicina da Bahia (UFBA), cujo endereço encontra-se no 
início deste consentimento ou pelo telefone: (71)- 3283-5564  

Horário de funcionamento: Horário de funcionamento: Terças e Quintas feiras das 
09h00min-12:00horas 

Consentimento: Se você leu o consentimento informado ou este lhe foi explicado e você 
concorda em participar do estudo, favor rubricar todas as páginas e assinar o nome abaixo. A 
você será entregue uma via original deste documento para guardar e a outra ficará com o 
pesquisador.  O pesquisador também rubricará todas as páginas e assinará esse 
consentimento. 

 

 Sim, eu concordo que a amostra de sangue e / ou pele sejam retiradas para 
estudo.  

 Não, eu não concordo que a amostra de sangue e / ou pele sejam retiradas para 
estudo. 

 

______________________________________       ____________      ______________  

 

Assinatura do participante    Data   Hora 

 

 

______________________________________       ____________    ______________ 

Assinatura da testemunha    Data   Hora 

 

COMPROMISSO DO PESQUISADOR 

 

Discutir as questões acima apresentadas com os participantes do estudo ou com o seu 
representante legalmente autorizado. É minha opinião que o indivíduo entende os riscos, 
benefícios e direitos relacionados a este projeto. 

 

 

______________________________________       ____________  _______________  

Assinatura do pesquisador    Data   Hora 
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ANEXO III 

                TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA O ESTUDO DA 
RESPOSTA IMUNE EM CONTROLES SADIOS 

 

Nome do Projeto: Inflamação na Patogênese da Leishmaniose Cutânea Disseminada 

Investigador Principal: Edgar M. Carvalho, professor, Faculdade de Medicina da Bahia / 

UFBA Largo do Terreiro de Jesus, s/nº – Centro Histórico. CEP: 40026-010 – Salvador, Bahia – 

Brasil 

Comitê de Ética: Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina / UFBA  

Largo do Terreiro de Jesus, s/nº – Centro Histórico. CEP: 40026-010 – Salvador, Bahia – Brasil 

Tel. (55) 71 3283-5564 e FAX (55) 71 3283-5567. 

Horário de funcionamento: Terças e Quintas feiras das 09h00min-12:00horas 

NOME DO PARTICIPANTE: _____________________________________________________ 

Número de Identificação no Projeto:  

Convite e Objetivo: 

Você é convidado (a) a participar como voluntário de um estudo que tem como objetivo 

entender porque as pessoas têm leishmaniose cutânea e leishmaniose mucosa. A 

leishmaniose é uma doença transmitida por picadas de pequenos mosquitos que deixa 

uma ou muitas feridas no corpo ou dentro do nariz, que podem demorar mais de três (3) 

meses para cicatrizar.  Além das informações aqui presentes você pode perguntar tudo sobre 

o estudo aos médicos que fazem parte do projeto. Antes de concordar em participar desta 

pesquisa é importante que você leia este documento, e caso decida participar do estudo você 

será solicitado (a) a assinar este formulário de consentimento. 

Participação Voluntária: 

A sua participação no estudo é voluntária e você estará contribuindo para o melhor 

entendimento da doença Leishmaniose Tegumentar Americana. Você é livre para recusar a 

participar no estudo. Você terá um tempo para pensar e/ou conversar com algum familiar, 

se achar necessário, para lhe ajudar a decidir sobre sua participação no estudo. 

Finalidade do Estudo: O estudo está sendo feito porque precisamos conhecer melhor a 

doença, como nos defendemos contra a leishmania. Isto é importante para desenvolver novos 

tratamentos que estimulem a defesa contra o parasito e facilitem a cura da doença. Para isto 

estudaremos o seu sangue. 

Procedimentos: 

Caso concorde em participar do estudo, você doará 30 ml de sangue (mais ou menos 3 

colheres de sopa) que será coletado de uma veia de seu braço, através de uma seringa 

com agulha estéril descartável. Nós iremos separar as células de defesa no sangue e 

avaliar como elas funcionam depois de infectadas pela leishmania e se essas células são 

capazes de matar a leishmania.  
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As amostras obtidas serão armazenadas durante 5 anos, sendo descartadas ao fim deste 

período. Estas amostras não serão utilizadas em estudos futuros.  

Confidencialidade: 

Qualquer informação obtida durante este estudo será confidencial sendo apenas compartilhada 

com outros membros da equipe cientifica. Os resultados serão divulgados na forma de 

comunicação científica, não permitindo a identificação individual dos participantes. 

Análises de Riscos e Benefícios: 

A retirada de sangue pode provocar dor leve devido à punção com agulha. Em casos raros se 

acompanha de sangramento ou mancha na pele. A retirada de sangue venoso é um 

procedimento médico de rotina, e todos os cuidados apropriados serão tomados. Os riscos 

associados à coleta de sangue incluem formação de hematoma, infecção e síncope. As 

chances destes riscos são mínimas. Caso algum desses eventos ocorra você terá assistência 

imediata e será tratado com medicamento ou procedimento adequado para cada caso pelos 

médicos responsáveis pelo estudo, sem nenhum custo para você. 

Retorno de Benefícios para o Sujeito e para a Sociedade:  

O entendimento de como a resposta imune contribui para o desenvolvimento da leishmaniose 

tegumentar trará benefícios grandes aos portadores da doença, inclusive o desenvolvimento de  

novas abordagens terapêuticas. 

Custos: 

Você não terá custos com a participação no estudo e nem receberá pagamento por sua 

participação. 

 

Esclarecimentos: Caso você precise de atendimento médico durante o estudo, você pode 

contatar um dos seguintes investigadores pelo telefone71- 3237-7353: Dr. Edgar M. Carvalho, 

Dr. Paulo Machado. Caso você queira saber alguma coisa sobre seus direitos você pode 

procurar o Comitê de Ética da Faculdade de Medicina da Bahia (UFBA), cujo endereço  

 

Horário de funcionamento: Terças e Quintas feiras das 09h00min-12:00horas 
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Consentimento: Se você leu o consentimento informado ou este lhe foi explicado e você 

concorda em participar do estudo, favor rubricar todas as páginas e assinar o nome abaixo. A 

você será entregue uma via original deste documento para guardar e a outra ficará com o 

pesquisador. O pesquisador também rubricará todas as páginas e assinará esse 

consentimento. 

 

 Sim, eu concordo que a amostra de sangue seja retirada para estudo.  

 Não, eu não concordo que a amostra de sangue seja retirada para estudo. 
 

 

 

 

Assinatura do participante    Data   Hora 

 

 

 

          Assinatura da testemunha    Data   Hora 

 

COMPROMISSO DO PESQUISADOR 

 

Discutir as questões acima apresentadas com os participantes do estudo. É minha 

opinião que o indivíduo entende os riscos, benefícios e direitos relacionados a este projeto. 

 

 

 

            Assinatura do pesquisador    Data   Hora 
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