
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM IMUNOLOGIA BÁSICA E 

APLICADA 

 

 

 

 

 

 

ASSOCIAÇÃO DE POLIMORFISMOS DOS GENES IL1B, IFNG E NÍVEIS DE 

CITOCINAS COM A SUSCETIBILIDADE A LEISHMANIOSE CUTÂNEA 

CAUSADA POR Leishmania guyanensis 

 

 

GEORGE ALLAN VILLAROUCO DA SILVA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MANAUS 

Setembro - 2019 



ii 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM IMUNOLOGIA BÁSICA E 

APLICADA 

 

 

 

 

 

 

ASSOCIAÇÃO DE POLIMORFISMOS DOS GENES IL1B, IFNG E NÍVEIS DE 

CITOCINAS COM A SUSCETIBILIDADE A LEISHMANIOSE CUTÂNEA 

CAUSADA POR Leishmania guyanensis 

 

 

GEORGE ALLAN VILLAROUCO DA SILVA 

 

 

 

 

 

 

Orientador: Dr. Rajendranath Ramasawmy 

 

 

 

MANAUS 

Setembro - 2019 

Tese apresentada ao Programa de 

Pós-graduação em Imunologia Básica 

e Aplicada da Universidade Federal do 

Amazonas, para obtenção do título de 

Doutor em Imunologia Básica e 

Aplicada. 



iii 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



iv 
 

 

Dedicatória 

 

 

 

Dedico esta obra 

incansavelmente a minha mãe, 

minha principal incentivadora, 

meu sol de cada dia. Tudo que 

alcancei é fruto de seu apoio e 

dedicação, nada disso teria valor 

sem você. 

 

Aos meus familiares (in memorian) 

Elon Villarouca Monteiro (bisavô) 

Luíza Villarouca Monteiro (bisavó) 

Elonina Villarouca Monteiro (avó) 

Edemir Villarouca Monteiro (tio) 

Elozina Villarouca Monteiro (tia) 

Edemita Villarouca Monteiro (tia-madrinha) 

Elenir Villarouca Monteiro (tio-padrinho) 

Francisco Ferreira Monteiro (tio) 

Manoel Côrrea da Silva (avô) 

                              Zenildo Magalhães Leite (pai) 

 



v 
 

Agradecimentos 

 

Ao meu amigo e orientador, Prof Dr Rajendranath Ramasawmy, 

amizade de 7 anos, inicialmente compartilhando sua experiência na 

redação de artigos, atualmente com seu conhecimento na Genética. 

A sua contribuição foi essencial para minha formação, obrigado por 

ter acreditado no meu potencial, serei eternamente grato. 

Aos meus amigos e a toda equipe do Laboratório de Genética 

Molecular/FMT, especialmente a Luan Silva, Felipe Jules, José do 

Espirito Santo Junior, Tirza Mesquita, Hélia Valéria, Nayene. 

Compartilhamos momentos de alegrias e tristeza nestes últimos 

anos, nossos momentos de lanches “rachados” na nossa humilde 

copa, momentos que serão lembrados. E que todos possam ter um 

futuro brilhante. O fim de semana não existia para nós!!! 

Ao Sr Cláudionor e a Sra Rita pelo apoio na coleta e entrevista dos 

pacientes com Leishmaniose na Fundação, ajuda fundamental para 

este trabalho. 

Ao nosso grande motorista Sr Assis, que dispôs de seus domingos 

de estar com sua família e nos ajudou nesta caminhada na coleta 

dos indivíduos controles nas áreas endêmicas. Sua ajuda foi 

também essencial. 

À Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado, 

Instituto Leônidas e Maria Deane – Fiocruz Amazônia e a Fundação 

de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas, por fornecer a infra-

estrutura para realização deste estudo. 

Agradecimento especial ao Instituto René Rachou – Fiocruz de 

Minas Gerais, aos Professores Andréa Teixeira, Olindo Assis, Ana 

Carolina Campi e a todo seu grupo pelo carinho e apoio na 

realização da dosagem de citocinas através do método Luminex. 

Às plataformas associadas ao Instituto Friocruz, Plataforma 

Genômica/AM e Plataforma de Citometria de Fluxo/MG. 



vi 
 

Ao Programa de Pós-Graduação em Imunologia Básica e Aplicada, 

pela sua grande contribuição a minha formação, mestrado e 

doutorado. 

Em especial aos Professores, Aya Sadahiro, Adriana Malheiro e 

Antonio Luiz Boechat. Não tem como não expressar o enorme 

prazer de ter sido aluno de vocês, excelentes professores, 

conduzem uma aula como uma simples conversa envolvente, 

inspiração para muitos alunos. A admiração a vocês também será 

eterna!!! Professores de excelência. 

Ao meu irmão de laboratório, amigo e agora padrinho de 

casamento, Victor Souza. Sempre disposto a ajudar no que 

possível. Grande amigo. 

A minha irmã de laboratório, e também agora minha madrinha de 

casamento, Maísa Pôrto, também pelo apoio e palavras de 

incentivo. 

A minha amiga e também agora Doutora Andréa Tarragô, como se 

diz, “uma mão lava a outra”, o fundamental é a amizade, nossas 

conversas rendiam uma PCR inteira, rsrsrs. Compartilhamos 

conhecimentos e cada conversa novas idéias, muito obrigado por 

tudo. 

A minha nova família, Barbosa e Sousa, pelas palavras de apoio e 

incentivo, meu grande carinho a essas duas famílias. 

Especialmente agradeço ao meu sogro, seu Raimundo, responsável 

por um churrasco de primeira, fundamental para iniciar a semana 

com força total. Minha sogra não. 

E por fim, como a ordem de agradecimentos seguiu conforme a 

altura das pessoas, chegamos a 1,5 m, minha esposa Katianne 

Barbosa. Ao seu grande carinho, atenção e companheirismo nestes 

anos, ao meu lado nos momentos de felicidades e tristezas; suas 

palavras foram essenciais em muitos momentos, e sua confiança no 

meu trabalho não tem como medir. Meu grande amor obrigado por 

tudo, e agora é a sua vez no doutorado!!! 

 



vii 
 

A minha família Villarouca, com todo respeito a todas as famílias, eu 

tive a melhor família. Aquela família de propaganda de margarina 

ou de coca-cola, o melhor happy hour de todos. O grande carinho e 

amor jamais esquecerei, as lagrimas caem de saudade, o Natal era 

inesquecível. 

A minha mãe, nada disso seria possível sem você, sem seu apoio e 

amor. A sua alegria de ver meus cachos (quando criança), agora 

seus olhos brilham de orgulho, muito obrigado por tudo!!! 

Ao Zenildo Magalhães Leite um agradecimento e dedicatória 

especial. Infelizmente veio falecer um dia antes o que seria a data 

da minha defesa de doutorado. Esteve conosco e acompanhou 

cada passo na academia, ele que acreditou sempre nesta 

conquista. Meu carinho e agradecimento por tudo que fez a nossa 

família descanse em paz. 

 

 

 

Dessa vida não levo nada de material. 

E sim o carinho e amor de todos vocês. 

 

 

 

 

 

“Tudo posso naquele que me fortalece” 

 

 

 

 



viii 
 

 

RESUMO 

A Leishmaniose Cutânea (LC) é causada por diferentes espécies de 

protozoários Leishmania, apresenta importante impacto na saúde pública, com 

significante morbidade e também letalidade dos casos mais graves da doença. 

Diferentes estudos clínicos e experimentais têm relatado o envolvimento de 

citocinas inflamatórias no desenvolvimento da LC. Aspectos da patogenicidade 

da LC têm sido relacionados a características imunogenéticas do hospedeiro 

como determinantes para o resultado da doença. Neste estudo investigamos se 

polimorfismos genéticos em IL1B, IL1RN e IFNG estão associados com a 

suscetibilidade ou a proteção a LC. A genotipagem dos SNPs foi realizada 

através do sequenciamento nucleotídico e pela PCR-RFLP em 881 pacientes 

com LC e 837 indivíduos controles. As concentrações de citocinas foram 

também avaliadas entre pacientes e indivíduos controles através do Luminex. 

Os níveis das citocinas IL-1β, IL-6, CXCL-8, MCP-1 e IFN-γ foram 

significativamente superiores em pacientes com LC (p < 0,0001), enquanto 

elevados níveis de IL-1Ra foram observados em controles. Polimorfismos 

genéticos de IL1B e IFNG estão associados com o desenvolvimento da LC e 

com os níveis de citocinas. O genótipo rs16944 C/C IL1B está relacionado a 

baixos níveis de IL-1Ra e associado com a suscetibilidade a LC (OR=1.5 

[95%CI 1.1–2.0]; p=0.004). Microssatélite e diferentes SNPs do gene IFNG 

foram associados com a resistência e a suscetibilidade a LC, como rs2069705 

T e rs2430561 T estão associados ao risco a LC (OR=1.5 [95%CI 1.2-2.0]; 

p=0.0004 / OR=1.4 [95%CI 1.2-1.6]; p=0.0002). Alelos de IFNG associados ao 

risco a LC estão combinados em haplótipo (H1), este associado com a 

suscetibilidade a LC (OR=1.7 [95%CI 1.2-2.2]; p=5x10-5) e relacionado aos 

baixos níveis de IFN-γ. Polimorfismos genéticos em IL1B e IFNG são 

determinantes para o resultado da LC causada por Leishmania guyanensis, 

portanto variações genéticas estão relacionadas com a produção de citocinas, 

como IL-1β, IL-1Ra e IFN-γ. 

Palavras-chave: Leishmaniose cutânea; IFNG; IL1B; Citocinas; Marcador de 

Resistência. 
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Abstract 

Cutaneous Leishmaniasis caused by Leishmania species, present an important 

health problem, as significant morbidity and also lethality of the most severe 

cases of the disease. Different clinical studies and experimental have related 

the involvement from inflammatory cytokines in the development of CL. 

Feactures of CL pathogenicity to be associated with as host immunogenetics 

components to determine for the outcome of the disease. We investigated 

whether single nucleotide polymorphisms in IL1B, IL1RN and IFNG may be 

associated with elevated or decreased risk in the development of the CL. 

Nucleotide sequencing and PCR-RFLP were performed in 881 patients with CL 

and 837 controls. Circulating plasma cytokines were also assayed between CL 

patients and control subjects. The cytokine levels of IL-1β, IL-6, IL-8, MCP-1 

and IFN-γ were significantly higher in patients compared to controls (p < 

0.0001), levels elevated of IL-1ra were observed among the controls. IL1B and 

IFNG polymorphisms are associated with CL and cytokine levels. The IL1B 

rs16944 C/C genotype is related with lower levels of IL-1ra and associated with 

susceptibility to CL (OR=1.5 [95%CI 1.1–2.0]; p=0.004). Different SNPs and 

microsatellite of the IFNG gene were associated with protection and 

susceptibility to CL, those rs2069705 T and rs2430561 T were associated for 

the risk to CL (OR=1.5 [95%CI 1.2-2.0]; p=0.0004 / OR=1.4 [95%CI 1.2-1.6]; 

p=0.0002). IFNG alleles related with risk to CL are combined into haplotype 

(H1), this associated with susceptibility to CL (OR=1.7 [95%CI 1.2-2.2]; p=5x10-

5) and related with lower levels of IFN-γ. Although, SNPs present in IL1B and 

IFNG may mark to the development of CL caused by Leishamania guyanensis, 

genetic variants are associated with the production of the IL-1β, IL-1Ra e IFN-γ. 

Palavras-chave: Cutaneous Leishmaniasis; IFNG; IL1B; Cytokine; Genetic 

marker. 
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Carta de Apresentação 

  

Este estudo foi proposto a partir de objetivos contemplados pelo projeto 

“Polimorfismos genéticos dos genes envolvidos na resposta imune e na 

cicatrização das lesões em pacientes com leishmaniose cutânea”, coordenado 

pelo Prof. Dr. Rajendranath Ramasawmy, com o consentimento do CEP da 

FMT-HVD sob parecer do CAAE: 09995212.0.0000.0005. Projeto financiado 

pelas instituições Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e 

Tecnológico (CNPq) e Fundação de Amparo a Pesquisa do Estado do 

Amazonas (FAPEAM). 

A Tese é estruturada em três capítulos. No primeiro capítulo é abordada 

uma revisão bibliográfica quanto à resposta imunológica a Leishmaniose 

Cutânea, com base aos diferentes estudos clínicos e experimentais, neste 

foram também relatados os aspectos imunogenéticos do hospedeiro envolvidos 

na resposta imune frente ao protozoário Leishmania, assim como elementos 

envolvidos na patogênese da LC. Nos capítulos seguintes foram apresentados 

os resultados dos estudos genéticos de associação. Os resultados encontram-

se publicados e, por motivos autorais não estão disponíveis no decorrer da 

Tese. 

Capítulo 2: “A polymorphism in the IL1B gene (rs16944 T/C) is 

associated with cutaneous leishmaniasis caused by Leishmania guyanensis 

and plasma cytokine interleukin receptor antagonist”, publicado na revista 

Cytokine, Vol. 123, 154788. Qualis A2, Fator de Impacto: 3.45. 

Capítulo 3: “A single haplotype of IFNG correlating with low circulating 

levels of interferon-ᵞ is associated with susceptibility to Cutaneous 

Leishmaniasis caused by Leishmania guyanensis”, aceito para publicação na 

revista Clinical Infectious Deseases. Qualis A1, Fator de Impacto: 9.055. 
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CAPÍTULO I 

REVISÃO DA LITERATURA NA FORMA DE ARTIGO CIENTÍFICO 

 

Resposta imunológica a Leishmaniose Cutânea: fatores relacionados ao 

equilíbrio e seu papel no resultado da doença 

George Allan Villarouco da Silva1, Rajendranath Ramasawmy1,2,3 

1: Programa de Pos-Graduação em Imunologia Básica e Aplicada-PPGIBA, Universidade 
Federal do Amazonas, Manaus, Brazil. 
2: Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado, Manaus, Amazonas, Brazil. 
3: Faculdade de Medicina, Universidade Nilton Lins, Manaus, Amazonas, Brazil. 

 

Resumo 

A Leishmaniose consiste em uma doença infecciosa re-emergente causada por 

protozoários do gênero Leishmania, e tem se expandido em diferentes países 

nas últimas décadas. O desenvolvimento da resposta imunológica do 

hospedeiro é determinante para eliminação do parasito, a evolução da doença 

tem sido relacionada ao desequilíbrio das respostas imunes e produção de 

citocinas inflamatórias. Diferenças quanto à intensidade das respostas 

imunológicas são observadas entre as formas clínicas da Leishmaniose 

Tegumentar (LT). A resposta mediada por linfócitos Th1 está associada à 

resistência a infecção causada por Leishmania, entretanto elevados níveis de 

citocinas, como IL-1β e IFN-γ é correlacionado às formas graves da LT. A 

Leishmaniose Cutânea (LC) é a forma mais prevalente da LT, é caracterizada 

pelo desenvolvimento de lesões de pele ulceradas e diferenças quanto ao perfil 

imunológio são observadas em relação às lesões iniciais da doença. Diferentes 

estudos, como estudos experimentais ressaltam a importância do equilíbrio das 

respostas efetoras, sendo relatado o importante papel de citocinas e moléculas 

regulatórias em promover resistência à infecção aguda. Nesta revisão, 

relatamos mecanismos imunológicos e moleculares envolvidos na resposta 

imune frente ao protozoário Leishmania, assim como elementos envolvidos na 

patogênese da LC. 

Palavras-Chave: Leishmania; Resistência; Inflamação aguda; IFN-γ. 
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1. Introdução 

A Leishmaniose está entre as principais doenças parasitárias, causada por 

protozoários do gênero Leishmania. Estes foram inicialmente descritos na 

primeira década do século XX pelos médicos William Leishman e Charles 

Donovan, e assim homenageados com o nome da doença Leishmania-

Donovani (Jogas, 2017). A Leishmaniose é considerada uma doença 

negligenciada endêmica em mais de 80 países. A estimativa de novos casos 

anualmente é de 0,7-1 milhão com 20-30 mil mortes, com número de óbitos 

relacionados às formas mais graves da doença, como Leishmaniose Mucosa e 

Leishmaniose Visceral (https://www.who.int/news-room/fact-

sheets/detail/leishmaniasis). 

Aproximadamente 94% das infecções ocorrem em sete países: Brasil, 

Etiópia, India, Quênia, Somália, Sudão e Sudão do Sul, com estimativa de ¼ da 

população mundial vivem em áreas de risco para Leishmaniose (WHO, 2018). 

Em países das Américas tem sido relatado aumento de 6% de casos 

detectados no ano de 2016 quando comparado ao ano anterior. O Brasil 

encontra-se entre os países em destaque com maior número de registros 

(12.690), com aumento de óbitos causados pela Leishmaniose Visceral e 

proporcional aumento de Leishmaniose Cutânea em crianças menores de 10 

anos (WHO, 2018). 

A transmissão da doença ocorre através da picada de flebotomíneos 

infectados pelo protozoário e atualmente mais de 20 espécies de Leishmania 

são conhecidas por infectar humanos. A doença apresenta-se em três formas 

principais, diferenciam-se quanto à distribuição geográfica da espécie do 

parasito e de vetores (Jones et al., 1987; Sampaio et al., 1997). A forma mais 

prevalente entre os países é a Leishmaniose Cutânea com mais de 70% dos 

casos de Leishmaniose (Alvar et al., 2012) sendo amplamente distribuída em 

diferentes continentes (Alvar et al., 2012; Pigott et al., 2014). 

O amplo espectro clínico das Leishmanioses está associado às espécies 

de Leishmania envolvidas na infecção, distribuição de vetores, resposta 
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imunológica e aspectos genéticos do hospedeiro (Blackwell et al., 2009; 

Ameen, 2010; Pigott et al., 2014; Kevric et al., 2015; DaMata et al., 2015; Scott 

e Novais, 2016). Os insetos transmissores das Leishmanioses do Velho Mundo 

(Ásia, África e Europa) e Novo Mundo (América) são identificados como 

Phlebotomus e Lutzomyia, respectivamente (Pigott et al., 2014; Kevric et al., 

2015). No Brasil, as espécies de vetores Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia 

cruzi são responsáveis pela transmissão de L. (L.) infantum, espécie causadora 

da forma Visceral. A forma Tegumentar é causada por diferentes espécies, 

entre elas: uma do subgênero Leishmania, L. (L.) amazonensis e espécies do 

subgênero Viannia, L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. 

(V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi (Grimaldi e Tesh, 1993). Aspectos 

imunológicos e genéticos do hospedeiro humano relacionados ao resultado da 

doença serão discutidos a seguir. 

Atual conhecimento evidencia uma melhor compreensão da resposta 

imunológica do hospedeiro humano em infecções que causam Leishmaniose 

Visceral em comparação à Leishmaniose Tegumentar (Gollob et al., 2014). 

Possivelmente devido à importância da infecção estritamente associada à 

letalidade dos casos, algo que as autoridades buscam reduzir em anos atuais, 

como realizado em Bangladesh (WHO). A Leishmaniose Tegumentar também 

apresenta impacto na saúde pública, a forma predominante no continente 

americano, com considerável morbidade e também letalidade dos casos mais 

graves da doença. A identificação de moléculas de superfície do parasito tem 

sido apontada como importante alvo para desenvolvimento de vacina, 

entretanto, até o momento, não há vacina para a Leishmaniose (Mendonça et 

al., 2015). Diferentes estudos imunológicos têm relatado importantes 

marcadores moleculares relacionados com o resultado da doença, e seu 

envolvimento com a resistência natural a infecção. Este estudo visa relatar 

avanços quanto à compreensão dos aspectos imunológicos da Leishmaniose 

Tegumentar, com destaque para a LC, ocorridos nos últimos anos. 
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2. Metodologia 

O levantamento bibliográfico foi realizado em bancos de dados, Medline 

(via pubmed), Scientific Eletronic Library Online (SciELO), World Health 

Organization (WHO) e Ministério da Saúde. O período da pesquisa foi realizado 

de Outubro de 2014 a Julho de 2019. A busca de artigos científicos incluídos 

neste estudo foi realizada com as seguintes palavras-chave: “Immune response 

Leishmania”, “Immunopathogenesis Leishmaniasis”, “Clinical forms 

Leishmaniasis”, “Cutaneous Leishmaniasis inflammation”, “Leishmania 

guyanensis cytokines”, “Cutaneous Leishmaniasis Lesion”, “Macrophage 

Leishmania”, “Lymphocyte Th Leishmaniasis”, “Regulatory response 

Leishmaniasis”, “Mouse Leishmania resistance”, “Mouse knockout Leishmania”, 

“miRNA immune response infectious diseases”, “Genetic polymorphism 

Leishmania”. Artigos originais na língua portuguesa e inglesa foram avaliados e 

selecionados contendo tema relacionado à busca. Os artigos selecionados 

consistiam de estudos de revisão bibliográfica, estudos clínicos e/ou 

experimental, estudo genético e/ou funcional de associação caso-controle; 

informações extraídas foram de acordo com o tipo de estudo e resultados 

obtidos pela pesquisa.  

  

 

3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 Manifestações clínicas das Leishmanioses 

As manifestações clínicas da Leishmaniose apresentam duas formas 

principais: a Leishmaniose Visceral (LV) e Leishmaniose Tegumentar (LT), que 

diferem quanto à espécie do parasita causador da doença no ser humano 

(Sampaio et al., 1997; BRASIL, 2007).  

A Leishmaniose Visceral está relacionada aos casos letais da doença, 

causando manifestações clínicas mais graves com acometimento de órgãos 

como fígado e baço, muitos dos casos evoluem a óbito (Gontijo e Carvalho, 

2003). 
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A Leishmaniose Tegumentar apresenta um amplo espectro clínico e sua 

classificação é decorrente do número de lesões cutâneas e outras regiões 

afetadas, como as mucosas. A necessidade de classificar corretamente cada 

forma clínica possibilita a aplicação de tratamento adequado ao paciente.  A LT 

é classificada em: Leishmaniose Cutânea Localizada (LCL), a Cutânea Difusa 

(LCD), Disseminada (LD) e a forma Mucocutânea (LM) (BRASIL, 2007). A 

forma cutânea pode apresentar desde lesão única a múltiplas lesões cutâneas. 

A forma difusa e disseminada apresenta inúmeras lesões pelo corpo e 

alterações da resposta imunológica do paciente. A mucocutânea pode ainda 

apresentar lesões cutâneas e acometimento de regiões da mucosa (Marzochi e 

Marzochi, 1994). 

A Leishmaniose Cutânea Localizada se caracteriza por lesões de pele 

mais superficiais, variando de 1 a 6 lesões de pele ulcerada. O local da lesão 

consiste no ponto de inoculação do parasita. Essa forma clínica está mais 

associada às infecções pela L. (V.) guyanensis e L. (V.) braziliensis (Goto e 

Lindoso, 2010; Gontijo e Carvalho, 2003). 

A Leishmaniose Cutânea Difusa é caracterizada por apresentar múltiplas 

lesões de pele, lesões do tipo nodular ou pápula distribuídas por todo o corpo 

como na face e pelo tronco. Os indivíduos acometidos apresentam parasitemia 

elevada e dificuldades em responder ao tratamento (Goto e Lindoso, 2010; 

Moraes e Silveira, 1994). Estas apresentações clínicas são associadas a 

infecções causadas por L. (V.) braziliensis e L. (L) amazonensis (BRASIL, 

2007; Ministério da Saúde, 2007). 

A Leishmaniose Disseminada destaca-se como forma intermediária em 

relação à forma LCD, com lesões crônicas em forma de placa e evoluem com 

múltiplas lesões nodulares não ulceradas. Os pacientes que apresentam essa 

forma da doença apresentam resposta imune celular parcialmente inibida ou 

anérgica. As manifestações clínicas estão principalmente associadas a 

infecções por L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis (Silveira et al., 2004; 

Silveira et al., 2008ª; Silveira et al., 2008b). 

A Leishmaniose Mucosa apresenta a forma clínica mais agressiva da 

doença, consistindo em lesões infiltradas e ulceradas com evolução para 
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destruição de tecidos mucosos. As regiões da cavidade nasal, faringe e laringe 

são as mais acometidas (Velozo et al., 2006; Goto et al., 2010). Estas 

manifestações clínicas são menos frequentes, com aproximadamente de 3-5% 

dos casos das LT e está comumente associada a infecções pela L. (V.) 

braziliensis (Llanos-Cuentas et al., 1984; Velozo et al., 2006). 

3.2 Protozoário Leishmania e interação parasito-hospedeiro 

A Leishmaniose causada pelo protozoário Leishmania pertence à ordem 

Kinetoplastida, família Trypanosomatidae (Simpson, 1987). O gênero 

Leishmania é constituído por mais de 20 espécies classificadas em dois 

subgêneros: Leishmania e Viannia, parasita adaptado a infectar hospedeiros 

animais, animais silvestres e seres humanos. O ciclo biológico da Leishmania 

envolve hospedeiros vertebrados e invertebrados, entre estes diferem as 

formas evolutivas do protozoário (Killick-Kendrick, 1999). 

O protozoário Leishmania pode ter evoluído a partir de ancestral comum 

adaptado e com relação de endossimbiose ao seu hospedeiro, no entanto 

aqueles da ordem Kinetoplastida foram definidos como parasitas obrigatórios. 

Estima-se que as diferentes espécies de Leishmania evoluíram a partir de uma 

infecção de hospedeiro imunocomprometido, adaptaram-se com importante 

aspecto de manipular as células do hospedeiro e resistir aos mecanismos de 

eliminação das células fagocíticas (Lukes et al., 2014). Apresenta importantes 

moléculas de superfície e constantemente são secretadas pelo parasita 

Leishmania, lipofosfoglicano (LPG), glicoproteína gp63, glicosilinositol 

fosfolipídio (GIPL) e peptidases cisteína, com evidências de envolvimento 

destas moléculas na sobrevivência do parasito e na regulação das ações das 

células do sistema imune como de macrófagos (Olivier et al., 2005). 

O Leishmania apresenta diferentes moléculas de superfícies, essenciais 

para interação e manipulação das células do hospedeiro, são abundantes em 

promastigotas e estão envolvidas nos processos de interação com receptores 

presentes nas células do hospedeiro (Naderer et al., 2004; Naderer et al., 2008; 

Assis et al., 2012). A presença dessas moléculas na superfície de amastigotas 

auxilia na sobrevivência nos fagossomos de macrófagos, atuam no transporte 

de nutrientes essenciais como vitaminas e aminoácidos além de proporcionar 
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resistência aos componentes microbicidas dos macrófagos (Sacks e Kamhawi, 

2001; Naderer et al., 2004; Guimarães-Costa et al., 2009; Naderer e 

Mcconville, 2011). A secreção de fosfatase pelo parasita está relacionada à 

regulação das atividades celulares através da desfosforilação de proteínas 

quinase MAP-1 e MAP-2 e que afetam a ativação de enzimas celulares 

(Nandan et al., 1999). 

As formas apresentadas pelo parasita destacam a eficiência em 

sobreviver e resistir às ações imunológicas do hospedeiro. A forma amastigota 

demonstra atuar sobre as células do sistema fagocítico mononuclear. Quando 

não eliminado, consegue manipular especialmente células apresentadoras de 

antígenos, reduzindo a sua atividade na estimulação de uma resposta imune 

adequada para eliminação do parasita (Soong, 2008). 

As infecções causadas por parasitas Leishmania necessitam de ações 

das células dendríticas e de linfócitos. Estas células regulam as ações inatas e 

adaptativas do sistema imune, uma vez que a falta de atividade destas células 

é determinante para a evolução da doença.  

O perfil de linfócitos apresentados na resposta imune adaptativa do 

hospedeiro reflete nos aspectos de resistência a infecção, assim como a 

patogenicidade das lesões cutâneas. As formas graves da Leishmaniose, 

visceral e difusa, são caracterizadas pela ausência da produção de citocinas do 

tipo Th1 (Gollob et al., 2014). A diferenciação das respostas em Th1 e Th2 é 

dependente da apresentação de antígenos pelas células dendríticas após 

contato com o Leishmania. Em lesões cutâneas ativas, há predominância de 

linfócitos T-CD4+ com produção de citocinas de diferentes perfis de respostas, 

tipo Th1 e Th2 (Coutinho et al., 1996). Elevadas concentrações de citocinas 

como Fator de Necrose Tumoral (TNF) e Interferon gama (IFN-γ) estão 

associadas com a proteção à infecção em lesões ativas de pacientes com a 

forma cutânea (Castellano et al., 2009). Em resumo, a resposta imunológica 

frente ao Leishmania constituída por linfócitos T-CD4+ e T-CD8+ favorece a 

eliminação do parasita (Coutinho et al., 1996). 
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A resposta imunológica à infecção por Leishmania também é 

determinante para desenvolvimento de lesões cutâneas. Em comparação a 

relatos anteriores, atualmente a Leishmaniose Cutânea é mais compreendida 

pela falta do equilíbrio das ações das respostas Th1 e Th2 (Castellano et al., 

2009). Níveis elevados de linfócitos T-CD4+ e T-CD8+ estão também 

associados com a gravidade da Leishmaniose Cutânea (Santos e Brodskyn, 

2014). A resposta imunológica eficaz para eliminação do parasita e ausência 

de lesões, como em indivíduos assintomáticos, é compreendida pelo 

envolvimento de elementos regulatórios das respostas imunológicas, com 

citocinas IL-10, TGF-β e IL-1Ra, favorecendo um equilíbrio das ações e 

regulação da resposta inflamatória (Bittar et al., 2007). 

Deste modo, o componente imunológico do hospedeiro é determinante 

para o resultado da doença e suas manifestações clínicas. Curiosamente, o 

equilíbrio da resposta imunológica favorece a eliminação do parasita, 

entretanto, ausência de elementos que regulam a resposta inflamatória deve 

resultar no desenvolvimento de lesões ulceradas características da 

Leishmaniose Tegumentar. 

3.3 Imunopatogênese da Leishmaniose Tegumentar 

A apresentação de diferentes formas clínicas das Leishmanioses está 

relacionada às infecções causadas por diferentes espécies de Leishmania e à 

resposta imune apresentada pelo hospedeiro humano. Estudos em modelos 

experimentais nos últimos anos têm demonstrado diferenças na Leishmaniose 

entre espécies distintas de Leishmania (DaMata et al., 2015; Scoot e Novais, 

2016). A LC tem sido relacionada à maior patogenicidade da doença em 

infecções causadas por L. amazonensis em comparação a L. guyanensis 

(DaMata et al., 2015). As diferenças na patogênese estão relacionadas à 

expressão de moléculas imunomodulatórias, como descrita em infecções por L. 

amazonensis (Cortez et al., 2011). Os aspectos imunogenéticos dos 

hospedeiros podem ser determinantes para o resultado da doença (Bourreau et 

al., 2007; Silveira et al., 2008ª; Ameen, 2010). 

As moléculas de superfície presentes no parasito desencadeiam 

diferentes reações sobre o hospedeiro humano. As glicoproteínas e o 
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lipofosfoglicano são responsáveis por inativar a ação lítica das proteínas do 

sistema complemento, e conseguinte as promastigotas metacíclicas utilizam os 

receptores de complemento presentes nos fagócitos como uma das formas de 

entrada e internalização na célula (Russel e Talamas-Rohama, 1989; Puentes 

et al., 1990). As amastigotas apresentam resistência à ação de enzimas 

lisossomais e aos componentes microbicidas naturais dos macrófagos (Figura 

1C) (Murray, 1982; El-On et al., 1980; Sacks e Kamhawi, 2001; Naderer et al., 

2004; Naderer et al., 2011). Assim, o protozoário Leishmania consegue resistir 

e evadir da resposta imunológica do hospedeiro humano. 

As células fagocíticas, monócitos, macrófagos e neutrófilos são 

importantes alvos para o reconhecimento e infecção pelo Leishmania (Figura 

1B-C). As sucessivas infecções pelo parasita resultam na apresentação das 

manifestações clínicas com desenvolvimento de lesão ulcerada (Gollob et al., 

2014). O paciente sintomático não apresenta resistência ao parasita com 

posterior evolução para o desenvolvimento de lesão em forma de úlcera com 

bordas bem delimitadas e granulações grosseiras (Figura 1A). 

Algumas formas clínicas apresentadas na LT, como em pacientes com a 

Leishmaniose Difusa, não apresentam resistência à Leishmania, pois 

apresentam imunidade mediada por células reduzida e geralmente são 

negativos ao teste intradérmico de Montenegro. Enquanto os pacientes com 

Leishmaniose Mucosa apresentam intensa imunidade mediada por células, 

porém, a resposta é ineficaz na eliminação do parasita (Scott e Novais, 2016). 

A LC é caracterizada pela apresentação de lesões iniciais em forma de 

pápula ou pequeno nódulo, e de acordo com a resposta imune do hospedeiro 

desenvolvida, esta pode evoluir para a cura da doença ou para o 

desenvolvimento de lesões ativas ulceradas (Figura 1A). As lesões iniciais e 

tardias são caracterizadas por apresentar diferentes aspectos imunológicos 

(Figura 1C) (Faria et al., 2009; Gollob et al., 2014); como em lesões iniciais de 

pacientes infectados por L. braziliensis, que apresentam infiltrado de 

polimorfonucleares (PMN), neutrófilos e eosinófilos em comparação a lesões 

ulceradas (Faria et al., 2009). Enquanto em lesões tardias ulceradas são 

notáveis aumento de células como macrófagos, linfócitos T CD4+ e T CD8+ 
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(Figura 1C) (Faria et al., 2009; Saldanha et al., 2017); destacando a 

superatividade dos linfócitos T-citotóxicos nestas lesões (Faria et al., 2009). 

Portanto, a progressão da doença para lesões ulceradas está associada ao 

perfil de células presentes no infiltrado inflamatório durante as respostas 

imunológicas iniciais que falham em eliminar o parasita. 

A evolução para lesões ulceradas de Leishmanioses causadas por L. 

braziliensis não estão associadas à carga parasitária, e sim à participação de 

macrófagos M1 (Figura 1C). Segundo Saldanha e colaboradores (2017), a 

elevada quantidade de amastigotas tem sido identificada em lesões iniciais 

papulares em comparação às lesões tardias (Figura 1C). Neste estudo, as 

lesões tardias foram definidas com tempo de doença superior a 30 dias 

(Saldanha et al., 2017). Em diferentes lesões foram observadas correlações 

positivas entre o número de amastigotas e presença de macrófagos CD68+ 

(macrófagos M1). 

As infecções causadas por espécies distintas de Leishmania foram 

associadas às diferentes formas de morte celular dos macrófagos. Infecções 

causadas por L. amazonensis estimulam a apoptose de macrófagos infectados, 

enquanto as infecções por L. guyanensis causam a morte celular através da 

necrose das células fagocíticas (DaMata et al., 2015). 

O desenvolvimento de lesões de pele causada pela infecção por L. 

braziliensis está associado ao reconhecimento inicial da Leishmania e à 

produção de citocinas IL-1β (Figura 1B). As células mieloides, monócitos, 

macrófagos e neutrófilos apresentam significativos níveis de pró-IL-1β em 

comparação aos camundongos com linfócitos T CD8+ inativos. Os diferentes 

experimentos demonstram a combinação existente entre os elevados níveis de 

IL-1β apenas na presença de linfócitos T CD8+ ativos. Entretanto, a redução do 

tamanho da lesão somente foi observada na presença de anticorpos para o 

receptor de IL-1 (anti-IL1R) ou para a citocina (anti-IL1). Deste modo, a ação 

combinada de linfócitos T-citotóxicos e elevada produção de IL-1β influenciam 

diretamente para resposta inflamatória exacerbada (Figura 1C), que são 

responsáveis pelo desenvolvimento de lesões ulceradas (Novais et al., 2017). 
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O desenvolvimento e falta de equilíbrio das respostas imunes adaptativa 

têm sido associadas com a Leishmaniose, resultando em elevada resposta 

inflamatória e dano tecidual. A ativação excessiva de determinadas populações 

de células T que regulam as respostas Th1 pode ser determinante para a 

evolução da doença (Gollob, 2014) como ativação da resposta Th17 

(Gonzales-Lombana et al, 2013). Em lesões ulceradas de pacientes infectados 

por L. braziliensis foram identificadas a presença de células com elevada 

expressão de IFN-γ e IL-10 em comparação às lesões iniciais (Faria et al., 

2009). Embora as citocinas TNF-α e IFN-γ sejam associadas com a resolução 

da doença através da eliminação do parasita, os níveis elevados de IFN-γ tem 

sido relacionados com a patogênese de lesões tardias em pacientes infectados 

por Leishmania (Figura 1C). Elevada produção de IFN-γ também tem sido 

associada ao desenvolvimento das formas mais graves da Leishmaniose (Bittar 

et al., 2007; Faria et al., 2009; Dutra et al., 2011), assim como, linfócitos T 

CD4+ e T CD8+ em resposta a antígenos Leishmania apresentam significativa 

produção de IFN-γ (Bottrel et al., 2001). 

Níveis elevados de IL-4, IL-10 e IL-13 e baixa produção de IFN-γ foram 

observados em amostras de células mononucleares do sangue periférico 

(PBMC) e biópsias de lesões de pacientes infectados por L. guyanensis 

(Bourreau et al., 2001; Bourreau et al., 2007). Embora estimulados com IL-12, 

PBMC de indivíduos infectados por L. guyanensis apresentaram níveis 

similares de IFN-γ em comparação ao encontrado nas lesões (Bourreau et al., 

2001a). Portanto, pacientes infectados por L. guyanensis são caracterizados 

por apresentar regulação negativa das ações da resposta Th1, resposta 

protetora contra o parasita. 

A citocina IL-17 produzida pela resposta Th17 também atua na 

regulação dos níveis de IFN-γ em infeções por Leishmania. O papel da 

resposta mediada por linfócitos Th17 na Leishmaniose tem sido evidenciado 

recentemente (Gonçalves-Albuquerque et al., 2017). A citocina IL-17 atua no 

recrutamento especialmente de neutrófilos para o local da infecção (Tesmer et 

al., 2008). Diferentes estudos destacam o envolvimento da citocina IL-17 com a 

patogênese de lesões, em infecções causadas por L. major, L. braziliensis, L. 

amazonensis e L. guyanensis (Figura 1C) (Gonzales-Lombana et al, 2013; 
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Oliveira et al., 2014; Gonçalves-Albuquerque et al., 2017). A citocina IL-17 

contribui para resposta inflamatória e dano tecidual na Leishmaniose Cutânea e 

Mucosa (Gonzales-Lombana et al, 2013; Oliveira et al., 2014), assim como atua 

na regulação da citocina IFN-γ. 

Figura 1: Esquema representativo da Imunopatogênese da Leishmaniose Cutânea. (A) Lesão ulcerada 
característica de Leishamaiose Cutânea causada por Leishmania guyanensis. (B) Reconhecimento da 
forma promastigota metacíclica pelos macrófagos residentes e produção de citocinas pró-inflamatórias. (C) 
Resposta inflamatória em lesões iniciais e tardias com o desenvolvimento de lesão ulcerada. Em lesão 
inicial é caracterizada pelo aumento no número de amastigotas em macrófagos infectados com produção de 
citocinas IL-1β e de neutrófilos no local da infecção. Em lesões ulceradas encontram-se poucos macrófagos 
infectados por amastigotas, porém aumento da produção de citocinas IL-1β e IL-17 que contribuem para a 
patologia; a ativação de linfócitos T-CD8 combinado com IL-1β e participação de resposta Th17 têm sido 
relatadas em estudos anteriores. 

 

3.4 Resposta imunológica à Leishmania 

As respostas imunológicas frente ao protozoário da Leishmania têm 

início após inoculação das formas promastigotas metacíclicas durante atividade 

hematofágica do vetor ao hospedeiro humano (Figura 2A) (Mosser et al., 1985). 

Como a Leishmania é um parasita intracelular obrigatório, a imunidade 

mediada por células é importante para a eliminação deste patógeno.  
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Inicialmente, os macrófagos são infectados pela promastigota 

metacíclica, e estes são responsáveis pela eliminação dos parasitas 

fagocitados. Os indivíduos assintomáticos são capazes de limitar a evolução da 

infecção através do controle da replicação das amastigotas no interior de 

macrófagos (Gollob et al., 2014). As células T e NK são estimuladas a produzir 

IFN-γ através da citocina IL-12 (Figura 2B) e ativam a produção dos 

componentes microbicidas dos macrófagos da via clássica relacionada à 

proteção e resistência a infecção por Leishmania (Figura 2F) (Novais et al., 

2009; Sousa-Franco et al., 2006; Saldanha et al., 2017; Glennie et al., 2017). 

3.4.1 Resposta imune inata à Leishmania 

A imunidade inata à Leishmania é mediada através das células 

fagocíticas, monócitos, macrófagos, neutrófilos e células dendríticas (Figura 

2A) (Scoot e Novais, 2016). O início das respostas imunológicas é 

caracterizado pela chegada de células fagocíticas e de proteínas do sistema 

complemento (Figura 2C), mecanismos envolvidos como primeira linha de 

defesa contra os micro-organismos (Mosser et al., 1985). 

A proteína lectina ligadora de manose (MBL) atua na ativação do 

sistema complemento, esta resulta na lise e aumento de fagocitose do 

Leishmania. A alta expressão das proteínas MBL tem sido sugerida estar 

associada com a proteção a infecção causada por L. guyanensis (Araujo et al., 

2015a). Portanto, indivíduos que apresentam baixa expressão de MBL são mais 

suscetíveis ao desenvolvimento da LC. 

As células dendríticas (DC) destacam-se entre as células fagocíticas 

infectadas pela Leishmania após a inoculação do parasita (Figura 2A). As DC 

são cruciais para o direcionamento das respostas imunológicas (Figura 2E), 

além de suas interações com a Leishmania serem determinantes para a 

evolução da doença (Liu e Uzonna, 2012). As DC quando infectadas pelas 

diferentes formas do parasita, apresentam diferentes níveis de expressão da 

citocina IL-12p40. A infecção pela forma promastigota resulta em maior 

expressão mRNA IL-12p40 em comparação à infecção causada pela 

amastigota (Soong, 2008). 



25 
 

 Estudos realizados com camundongos C57BL/6 identificaram 

populações distintas de DC, que apresentam diferentes formas de responder a 

infecção causada por Leishmania (Henri et al., 2002). No tecido cutâneo são 

identificadas populações de células dendríticas: as células de langerhans e 

dois tipos de células dendríticas migratórias convencionais (Soong, 2008; Liu e 

Uzonna, 2012). As diferentes espécies de Leishmania são capazes de suprimir 

a ativação das DC, afetando a imunidade mediada pelas células T (Bottrel et 

al., 2001; Feijó et al., 2016). Assim como, as células de langerhans têm sido 

relacionadas com a regulação das respostas efetoras ao estimular a resposta T 

regulatória em infecções causadas por L. major. Portanto, a imunidade efetora 

é iniciada por células dendríticas convencionais capazes de produzir IL-12p40 

e IFN-γ (Figura 2E) (Henri et al., 2002; Kautz-Neu et al., 2011). 

As respostas inflamatórias com neutrófilos e macrófagos são 

relacionadas com a proteção e cura da lesão, acompanhada pela redução da 

parasitemia em infecções causadas por L. major, L. braziliensis, L. 

amazonensis e L. chagasi (Figura 2D) (Novais et al., 2009). Estudo 

experimental realizado com camundongos C57BL/6 relata rápida resposta 

inflamatória nas primeiras horas após a inoculação do parasito, ocorrendo 

inflamação rica de neutrófilos e macrófagos (Figura 2C) (Ribeiro-Gomes et al., 

2012). As quimiocinas MCP-1 e CXCL-8 atuam no recrutamento destas células 

fagocíticas para o local da infecção (Goncalves et al., 2011). 

Diferentes estudos realizados têm apresentado definições contraditórias 

quanto ao papel dos neutrófilos durante as respostas iniciais ao parasita. Entre 

as diferentes formas de morte celular dos neutrófilos, a NETosis  é a morte que 

resulta na formação de armadilhas extracelulares (NETs) e liberação de 

enzimas como elastases e colagenases (Guimarães-Costa et al., 2009). O 

envolvimento destas armadilhas com a resistência a infecções por L. 

amazonensis tem sido relatada, apresentando efeito leishmanicida (Guimarães-

Costa et al., 2009). Contudo, resultados contraditórios foram observados na 

infecção causada por L. braziliensis. A formação de NETs está associada à 

suscetibilidade à infecção por L. braziliensis e evolução da doença, com 

aumento da parasitemia (Figura 1C) (Morgado et al., 2015). Estes resultados 

contraditórios podem ser devido a diferenças existentes quanto à expressão de 
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moléculas LPG apresentadas pelo parasita, uma vez que o lipofosfoglicano 

induz a formação de NETs durante a infecção (Guimarães-Costa et al., 2009). 

As células fagocíticas, como as dentríticas e macrófagos são inativadas 

após ingerir neutrófilos infectados por Leishmania (Ribeiro-Gomes et al., 2012). 

Deste modo, os neutrófilos podem atuar como “Cavalo de Tróia” em infecções 

causadas por Leishmania, contribuindo para evolução da Leishmaniose e 

aumento da parasitemia (Laskay et al., 2003). A detecção de células 

apoptóticas pelos macrófagos resulta na ativação e polarização para 

macrófago da via alternativa (macrófago M2), célula destinada para reparo 

tecidual e regulação da inflamação (Bohlson et al., 2014). Porém, o papel 

destas armadilhas em infecções causadas por L. guyanensis ainda não está 

totalmente compreendido. 

Estudo experimental com camundongos C57BL/6 destaca a importância 

dos receptores do tipo Toll (TLR) e de moléculas adaptadoras para TLRs no 

reconhecimento inicial de L. guyanensis. Camundongos knockout para proteína 

adaptadora MyD88 ou para TLR-9 falham em induzir respostas inflamatórias 

após infecção por L. guyanensis e consequentemente apresentam progressão 

da doença com desenvolvimento da resposta Th2 e aumento da parasitemia 

(Glennie et al., 2017). MyD88 associa-se a diferentes receptores TLRs atuando 

na amplificação da transdução de sinal celular. A ação da proteína Myd88 pode 

estar relacionada à maior produção de IFN-γ por estimular a produção de IL-

12p40 nas infecções por Leishmania (Naik et al., 2012; Glennie et al., 2017), o 

IFN-γ estimula a produção de reativos de oxigênio e de óxido nítrico, essencial 

para eliminação da infecção causada por L. guyanensis (Figura 2F) (Sousa-

Franco et al., 2006). 
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Figura 2: Esquema representativo da Resposta Imunológica à Leishmania. (A) Células envolvidas na 
resposta inicial à infecção causada por Leishmania. (B) Ativação inicial de macrófagos e produção de 
citocinas IL-12 e IFN-γ por células NK e linfócitos inatos T-α/β. (C) Resposta inflamatória inicial com 
neutrófilos, macrófagos e proteínas do complemento. (D) A resposta inflamatória com neutrófilos e 
macrófagos relacionada à redução da parasitemia. (E) Migração de células dendríticas para o linfonodo 
regional e ativação da resposta imune adaptativa, T-citotóxico (CD8), T-auxiliar Th1 e ativação de linfócitos 
T-regulatório. (F) Resposta imune adaptativa na ativação de macrófagos M1 acompanhada de resposta T-
regulatória. (G) Resposta imune adaptativa essencial para eliminação da Leishmania, equilíbrio nos níveis 
de citocinas IFN-γ e IL-10 são determinantes para eliminação do parasito.  

As células linfoides inatas (ILCs) incluem diferentes subgrupos de 

linfócitos, que são originados na medula óssea e pertencem à imunidade inata. 

Estes linfócitos apresentam receptores com diversidade limitada e estão 

localizados estrategicamente em regiões anatômicas para responder no 

momento inicial da infecção (Abbas et al., 2015). Entre estes linfócitos estão os 

linfócitos T duplo-negativos, negativos para CD4 e CD8, que são 

caracterizados por expressar receptor gama (γ) e delta (δ) ou receptor alfa (α) e 

beta (β). Entre indivíduos saudáveis e pacientes com Leishmaniose Cutânea 

são observadas diferenças quanto à distribuição dos linfócitos duplo-negativos, 
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com baixa frequência de linfócitos T duplo-negativo associada ao 

desenvolvimento de lesões mais graves (Antonelli et al., 2006). 

Os linfócitos T α/β são constantemente encontrados como células 

circulantes no sangue periférico de pacientes com Leishmaniose Cutânea 

(Antonelli et al., 2006), enquanto em indivíduos controles 75% dos linfócitos 

duplo-negativos são linfócitos T γ/δ. Os linfócitos T α/β estão associados ao 

perfil de citocinas pró-inflamatórias, enquanto os linfócitos T γδ com perfil de 

citocinas regulatórias (Antonelli et al., 2006). A distribuição de linfócitos T 

duplo-negativos é determinante para o equilíbrio da produção de citocinas em 

infecções por Leishmania (Bottrel et al., 2001; Antonelli et al., 2006), em 

destaque aqueles que produzem IFN-γ (Figura 2B) (Antonelli et al., 2006). Em 

pacientes com Leishmaniose Cutânea, infectados por L. braziliensis, os 

linfócitos T duplo-negativos consistem a segunda população de células mais 

frequentes e produtoras da citocina de IFN-γ (Bottrel et al., 2001). Portanto, 

estas células apresentam importante papel nas respostas imunes frente ao 

parasito. 

3.4.1.1 Polarização de macrófagos em infecções por Leishmania 

Em infecções causadas por Leishmania, o subgrupo de macrófagos 

envolvido na infecção é determinante para o resultado e evolução da 

Leishmaniose. O envolvimento e ativação de macrófagos em infecções por 

Leishmania é crucial para resistência e/ou desenvolvimento de lesões e 

patogenicidade (Tomiotto-Pellissier et al., 2018). 

O desequilíbrio da polarização de macrófagos para Macrófagos M1 

(clássico) e de Macrófagos M2 (alternativo) tem sido relatado em diferentes 

infecções por Leishmania spp., espécies relacionadas às formas Cutânea e 

Visceral. A polarização para Macrófagos M2 é observada na Leishmaniose 

Visceral e está associado à gravidade da doença devido ausência de efeitos 

microbicidas apresentados neste fenótipo (Chan et al., 2012), destacando a 

importância dos macrófagos M1 no controle da infecção. Por outro lado, em 

infecções cutâneas, que são caracterizadas por uma resposta inflamatória 

exacerbada, apresentam polarização para macrófagos M1 (Figura 2C), a 

resposta imunológica é caracterizada pelos altos níveis de citocinas pró-
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inflamatórias como IL-1β e TNF-α, determinante para o desenvolvimento de 

lesões ulceradas. 

Estudo experimental com camundongos C57BL/6 e BALB/c evidencia 

envolvimento de macrófagos clássico e da via alternativa em infecções por 

Leishmania na Leishmaniose Cutânea. Camundongos submetidos a infecções 

por L. amazonensis e L. guyanensis e, acompanhados por 10 semanas 

apresentam diferenças quanto à evolução da doença entre diferentes espécies 

(DaMata et al., 2015). As diferenças quanto ao desenvolvimento de lesões 

destacam o envolvimento de Macrófagos M1 (clássico) e de Macrófagos M2 

(alternativo) em lesões de infecções por L. guyanensis e L. amazonensis, 

respectivamente. Macrófagos M1 são essenciais para eliminação do parasita 

Leishmania (Naderer et al., 2004; Naderer et al., 2011). 

Macrófagos com fenótipos M1 e M2 diferem quanto a apresentação de 

marcadores moleculares e produção de citocinas, apresentando efeitos pró-

inflamatório e anti-inflamatório, respectivamente (Tomiotto-Pellissier et al., 

2018). Macrófagos M1 são responsáveis pelo recrutamento de neutrófilos, 

monócitos, células NK e linfócitos, enquanto macrófagos M2 recrutam linfócitos 

B e T do tipo Th2, monócitos e eosinófilos. 

A polarização de macrófagos em locais de lesões pode ser influenciada 

por sinais químicos presente no microambiente e por produtos químicos 

liberados pela saliva do vetor (Tomiotto-Pellissier et al., 2018). O perfil de 

linfócitos inatos difere entre pacientes com Leishmaniose e indivíduos 

saudáveis, como descrito anteriormente (Antonelli et al., 2006), sugere a 

presença de linfócitos inatos pró-inflamatórios que podem influenciar na 

polarização de macrófagos M1. Entretanto, produtos presentes na saliva do 

vetor atuam como imunomoduladores, reduzindo a produção de citocinas pró-

inflamatórias e componentes microbicidas, com isso havendo redução de 

macrófagos M1 e, aumento de macrófagos M2 e citocinas do tipo Th2 no curso 

da infecção (Tomiotto-Pellissier et al., 2018). 
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3.4.3 Resposta Imune adaptativa à Leishmania é determinante para o 

resultado da Leishmaniose 

A ativação inicial das respostas imunológicas é essencial para o 

progresso da doença, uma vez que o protozoário utiliza as células fagocíticas 

para realizar sua replicação. A resposta imune mediada por células é a 

principal resposta efetora dos linfócitos TCD4
+ Th1 que atuam contra parasitas 

intracelulares obrigatórios (Figura 2F) (Abbas et al., 2015). 

O desenvolvimento inicial da resposta imune adaptativa é determinante 

para a cura ou para evolução da Leishmaniose (Scoot, 2016). A reação 

inflamatória é acompanhada simultaneamente pela ação de células dendríticas, 

que migram para os linfonodos e apresentam antígenos aos linfócitos T, em 

conjunto com sinais coestimulatórios e as citocinas produzidas que estimulam a 

diferenciação dos linfócitos T (Xu et al., 2004). Estudos demonstraram o 

importante papel das células dendríticas do tecido cutâneo na ativação de 

linfócitos T através da apresentação de antígenos da Leishmania (Blank et al., 

1993; Moll, 1993; Akuffo et al., 1993).  

As células dendríticas apresentam os antígenos aos linfócitos T através 

das moléculas de MHC classe I e de classe II, e também moléculas CD1 que 

atuam na apresentação de lipídeos. Após a apresentação de antígenos, as 

células dendríticas estimulam através da citocina IL-12 a ativação dos linfócitos 

Th1 (Figura 2E), responsáveis por mediar a resposta imune relacionada à 

resistência a Leishmania. A IFN-γ produzida por linfócitos Th1 estimula os 

macrófagos a produzirem seus componentes microbicidas e eliminar o parasita 

fagocitado (Figura 2F) (Henri et al., 2002; Kautz-Neu et al., 2011; Scoot e 

Novais, 2016). 

Diferentes modelos experimentais destacam a importância das 

respostas imunes adaptativas no controle da infecção causada por Leishmania. 

As diferentes espécies de camundongo são caracterizadas por apresentarem 

determinados perfis imunológicos, como Th1 e Th2 em camundongos C57BL/6 

e BALB/c respectivamente, conferindo total proteção ou suscetibilidade a 

infecção por Leishmania (DaMata et al., 2015). 
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Em pacientes com leishmaniose cutânea (LC), existe uma correlação 

positiva entre o número de monócitos do sangue periférico produzindo TNF e 

IL-10 com a forma mais branda da Leishmaniose. Diferenças nas intensidades 

das respostas imunes celular são observadas entre diferentes infecções, como 

uma superior produção de IFN-γ e TNF-α em infecções por L. (V.) braziliensis, 

enquanto em pacientes com L. (V.) guyanensis são caracterizadas por 

apresentar uma resposta imune celular menos intensa relacionada a um maior 

número de parasitas (Figura 1C) (Convit et al., 1993; Matta et al., 2009). 

A resposta imune adaptativa Th1 está associada à eliminação da 

Leishmania, porém é evidente a importância da regulação desta resposta 

imunológica. A resposta Th1 quando exacerbada também está relacionada ao 

desenvolvimento da Leishmaniose. A ativação da resposta Th1 e de linfócitos T 

regulatórios é considerada como resposta imune ideal contra a Leishmania 

(Figura 2E-F). A imunidade adaptativa eficaz frente à Leishmania tem início 

com a ativação dos linfócitos Th1 responsáveis pela produção de citocinas 

inflamatórias como TNF-α e IFN-γ, acompanhada pelo desenvolvimento de 

linfócitos T regulatórios que atuam na regulação da resposta inflamatória 

através da citocina IL-10 (Gollob et al., 2014).  

O papel da resposta T regulatória na Leishmaniose Cutânea tem sido 

demonstrado através da produção da citocina IL-10 (Figura 1C) (Bittar et al., 

2007; Dutra et al., 2011). A citocina IL-10 proporciona um equilíbrio da resposta 

imunológica, assim como atuando na regulação da resposta Th17, resposta 

esta que tem sido relacionado em regular os níveis de IFN-γ em pacientes 

infectados que apresentam resposta inflamatória exacerbada (Oliveira et al., 

2014). Curiosamente, as concentrações das citocinas IFN-γ e TNF-α não são 

afetadas pela produção de IL-10 (Antonelli et al.,  2004; Bittar et al., 2007).  

A citocina IFN-γ é crucial para ativação da resposta imune e eliminação 

de micro-organismos intracelulares (Figura 2F). Indivíduos assintomáticos para 

Leishmaniose ou que evoluíram para a cura são caracterizados por 

apresentarem equilíbrio das citocinas IFN-γ e IL-10 (Figura 2G). Aqueles que 

evoluíram para a forma mais grave, como forma mucosa, apresentam níveis 

elevados de IFN-γ e níveis reduzidos de IL-10 (Bittar et al., 2007). A falta de 
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equilíbrio entre as citocinas IFN-γ e IL-10 pode ser determinante para o 

desenvolvimento da Leishmaniose (Figura 1C) (Antonelli et al., 2004; Bittar et 

al., 2007; Gomes-Silva et al., 2007). Portanto, a resposta imune adaptativa Th1 

acompanhada pela resposta T regulatória se tornam essenciais para promover 

a proteção contra parasito ou cura natural à infecção (Figura 2F). 

3.5 Influência das características genéticas do hospedeiro na 

Leishmaniose 

Aproximadamente 80-90% dos indivíduos são naturalmente resistentes à 

infecção por Leishmania. Esses são positivos para teste intradérmico, não 

apresentam histórico de Leishmaniose ou são assintomáticos para a doença 

(Follador et al., 2002ª; Follador et al., 2002b; Blackwell et al., 2009). Os 

indivíduos assintomáticos são caracterizados por apresentar forte resposta 

imune celular quando expostos a antígenos Leishmania, enquanto indivíduos 

sintomáticos são positivos para detecção de anticorpos anti-Leishmania (Salhi 

et al., 2008; Blackwell et al., 2009). Assim, fatores genéticos do hospedeiro 

podem evidenciar motivos reais que justifiquem os indivíduos com a mesma 

exposição à infecção diferirem quanto à suscetibilidade ou resistência à 

Leishmaniose (Blackwell et al., 2009). 

A evolução para determinadas manifestações clínicas da Leishmaniose 

está intimamente associada à falta de equilíbrio da resposta imune do 

hospedeiro. As diferenças quanto perfil genético apresentadas em diferentes 

indivíduos podem influenciar no equilíbrio das respostas, uma vez que a 

infecção, por uma mesma espécie de Leishmania, pode resultar na 

apresentação de diferentes desfechos patológicos, que estão relacionados à 

intensidade das respostas imunológicas (Bittar et al., 2007; Silveira et al., 

2008ª; Ameen, 2010; Dutra et al., 2011; Gollob et al., 2014; Scoot e Novais, 

2016). 

Em estudo prospectivo foi identificado, em indivíduos infectados por 

Leishmania, apresentam um mesmo perfil inflamatório mesmo após o 

tratamento da doença. Ao avaliar aqueles que evoluíram para a forma mais 

grave da doença foram observados níveis elevados de citocinas inflamatórias e 

baixa produção de citocinas anti-inflamatórias em comparação a indivíduos 
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assintomáticos ou aqueles que evoluíram para a cura da doença (Bittar et al., 

2007). 

Fatores genéticos associados com a suscetibilidade da Leishmaniose 

Visceral foram observados em estudo de ligação genômica ampla (GWLS), 

com famílias de origem do Sudão, Brasil e Índia. Genes relacionados à 

polarização das respostas imune adaptativa Th1 e Th2 foram associados como 

fator de risco para Leishmaniose, assim como determinadas variações 

genéticas foram relacionadas com a resistência a infecção (Blackwell et al., 

2009). Este destaca a importância da realização de estudos genéticos em 

infecções como a Leishmaniose e, assim permitir nova compreensão sobre a 

influência do perfil genético sobre a resposta imunológica do hospedeiro. Deste 

modo, variações em genes de citocinas ou receptores moleculares podem 

influenciar na polarização da resposta imune adaptativa. 

Diferentes estudos realizados para mais de 40 genes envolvidos na 

resposta imune do hospedeiro e localizados nos cromossomos 1, 3, 5, 6 e 10, 

descrevem associação de variações genéticas com o desenvolvimento da 

Leishmaniose (Blackwell et al., 2009; Oliveira et al., 2015; Weirather et al., 

2017). As variações genéticas que foram associadas à doença, consistiram de 

SNPs presentes em genes responsáveis pela regulação da resposta 

imunológica do hospedeiro ou de moléculas que regulam a produção de 

citocinas efetoras de linfócitos Th1. Deste modo, estudos genéticos em genes 

da resposta imune podem fornecer novas compreensões quanto ao 

desequilíbrio das respostas imunológicas observada entre pacientes com 

Leishmaniose. 

Diversos estudos realizados descrevem variações presentes em genes 

da resposta imune sendo associada à suscetibilidade ou à proteção a 

Leishmaniose (Cabrera et al., 1995; Castelluci et al., 2006; Ajdray et al., 2011; 

Ramasawmy et al., 2010; Oliveira et al., 2015; Weirather et al., 2017). 

Determinados polimorfismos genéticos identificados como funcionais, que 

podem afetar a ligação de fatores de transcrição que regulam a expressão do 

gene, como demonstrado para o gene de IL10 e TNFA (Hudson, 2003; Bayley 

et al., 2004; Salhi et al., 2008).  
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Polimorfismos presente no gene MBL2 e TOLLIP têm sido associados 

com a suscetibilidade para Leishmaniose Cutânea causada por L. guyanensis 

(Araujo et al., 2015ª; Araujo et al., 2015b). Polimorfismos genéticos presentes 

na região promotora do gene IL6 e CCL2/MCP1 está associado ao 

desenvolvimento da forma mucosa. Variação genética confere duas vezes mais 

chance de risco para desenvolvimento da forma mais grave da doença 

(Castelluci et al., 2006; Ramasawmy et al., 2010). Mutações genéticas 

presentes em região codificadora do gene TLR4 tem sido responsáveis por 

aumentar o risco para infecção causada por L. major, assim como com a 

gravidade da doença (Ajdary et al., 2011).  

As características genéticas do hospedeiro podem atuar como um fator 

determinante na promoção da resistência à infecção ou ao desenvolvimento e 

evolução da doença, associado à Leishmaniose per se, assim como à evolução 

e apresentação das formas clínicas mais graves da doença (Castelluci et al., 

2006; Dutra et al., 2011; Ramasawmy et al., 2010; Weirather et al., 2017).  

3.6 miRNA e regulação da resposta imunológica 

Os micro-RNAs (miRNA) são pequenos RNA nucleares endógenos, de 

regiões do genoma que não codificam informações para a tradução de 

proteínas (Bartel, 2004; Asirvatham et al., 2009), originados após processos de 

splicing dos pré-mRNA. Os miRNA são sequências curtas de RNA de 

aproximadamente 22 nucleotídeos e estão envolvidos em processos de 

regulação da expressão do RNA mensageiro e tradução da proteína (Bartel, 

2004; Asirvatham et al., 2009). O envolvimento de miRNA na regulação de 

genes envolvidos no desenvolvimento e diferenciação celular, sendo sugestivo 

à progressão de células cancerígenas (Chen et al., 2004), assim como 

relacionado à regulação de diferentes genes da resposta imunológica 

(Baltimore et al., 2008; Zhang  e LI, 2013). Diferentes estudos relatam um único 

miRNA pode regular múltiplos genes afetando desenvolvimento da resposta 

imune (Chen et al., 2004; Thai et al., 2007; Rodriguez et al., 2007). 

Os diferentes miRNA regulam a expressão gênica através da ligação as 

regiões 3’ não traduzida de diferentes moléculas de mRNA. Deste modo, mais 

de 30% dos genes que codificam proteínas são regulados por miRNA (Griffiths-
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Jones et al., 2008), portanto, 275 genes da resposta imune são importantes 

alvos para miRNA (Asirvatham et al., 2008). A complementaridade do miRNA 

ao mRNA alvo determina a forma de ação deste miRNA associado à enzima 

DICER, de forma a clivar o mRNA quando houver complementariedade de 

100% ao mRNA alvo, ou apenas com papel de regular a expressão do gene 

quando existe complementariedade parcial (Bartel, 2004; Filipowicz et al., 

2005). O complexo miRNA e enzima DICER contribuem para a homeostasia, 

desenvolvimento e diferenciação celular, uma vez demonstrado em 

camundongos o desenvolvimento de células natural killer é afetada quando 

deficiente para enzima DICER (Sullivan et al., 2012). 

Diferentes estudos têm caracterizado a ação de miRNA sobre os 

mecanismos efetores das respostas imunológicas. Estudos experimentais tem 

associado envolvimento de miR-15a/16 na regulação da fagocitose e produção 

de reativos de oxigênio pelos macrófagos (Moon et al., 2014), assim como 

envolvimento de miR-155 e miR-146a com evolução da esquitossomose (Wang 

et al., 2014a). O envolvimento de miRNA em diferentes doenças infecciosas 

tem sido associado à evolução da doença. Estes regulam a expressão de 

receptores TLR em infecções causadas pelo vírus da Hepatite B (Jiang et al., 

2014a), miR-155 atua na regulação de células T regulatórias e de macrófagos 

em infecções bacterianas (Connell et al., 2007; Wang et al., 2014b). miR-155 

está também associado à regulação das respostas imunes contra o vírus da 

Hepatite C (Jiang et al., 2014b). Diferentes perfis de miRNA em macrófagos 

podem ser regulados em função da presença do patógeno, como sugerido em 

infecção por L. major, podendo ou não regular a expressão de quimiocinas 

envolvidas nas respostas imunológicas, em ser reguladas por miR-23b, miR-

25, miR-26a, miR-132, miR-140, miR-146a, miR-146b, miR-155 e miR-210 

(Lemaire et al., 2013). 

A expressão de miRNA pode ser determinante para resultado da 

tuberculose, forma crônica ou ativa (Wang et al., 2011). O miR-223 regula a 

inflamação e recrutamento de leucócitos em infecções crônicas causadas por 

Mycobacterium tuberculosis (Dorhoi et al., 2013). Entre os quais, o miR-146a 

pode estar envolvido na regulação de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, 

IL-6 e IL-1β, regulando as respostas inflamatórias e auxiliando na multiplicação 
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bacteriana em macrófagos (Lis et al., 2013), assim como, o miR-187 

possivelmente de origem do gene de IL-10 atua na regulação de citocinas 

inflamatórias como TNF-α, IL-6 e IL-12p40 (Rossato et al., 2012). 

Polimorfismos genéticos presentes em miRNA podem ser determinantes 

para o desenvolvimento das respostas imunes frente a doenças infecciosas, 

como SNP em miR-146 (rs2910164 G>C), associado à suscetibilidade a 

hanseníase (Cezar-de-Mello et al., 2014), assim como nas infecções virais pelo 

vírus da hepatite B (Wang et al.,2013). Portanto, diferentes SNPs localizados 

em miRNA podem afetar de forma significativa a regulação de diferentes genes 

e consequentemente regular as respostas imune inata e adaptativa, como em 

miR-29 e miR-26 (Ma et al.,2011;Kleinsteuber et al., 2013). 

4.0 Considerações finais 

A Leishmaniose é uma doença com importante variação clínica em 

função as diferentes espécies de Leishmania e ao componente imunogenético 

do hospedeiro. É uma doença em que a resposta imune celular é fundamental 

para eliminação do parasita, o equilíbrio das respostas Th1 e Th2 é 

determinante para eliminação do parasita, mas que necessariamente deva ser 

acompanhada pela resposta regulatória. Os pacientes com Leishmaniose 

Cutânea apresentam concentrações elevadas de citocinas pró-inflamatórias, 

como IL-1β, TNF-α e IL-6, acompanhada pela baixa produção das citocinas 

IFN-ᵞ, IL-10 e de IL-1Ra. Além das variações genéticas, estudos moleculares 

quanto ao miRNA na Leishmaniose, como miR-15a/16, miR-146a e miR-155 

podem fornecer uma nova visão quanto ao equilíbrio da resposta imunológica. 

Portanto, pacientes com histórico de LC naturalmente apresentam falta de 

equilíbrio na produção destas citocinas, influenciado por variações genéticas e 

devido regulação pós-transcricional de genes da resposta imunológica, estudos 

futuros . 
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DISCUSSÃO (estudos genéticos de associação) 

Em lesões ulceradas de Leishmaniose Cutânea (LC), o envolvimento de 

células e citocinas que retroalimentam a inflamação contribuem para o 

desenvolvimento de lesões. Como discutido anteriormente (Artigo de Revisão), 

lesões tardias de LC apresentam baixa carga parasitária, mas falha no 

equilíbrio da resposta inflamatória. Algumas evidências, como o aumento dos 

níveis da citocina IL-1β e linfócitos T-citotóxicos apresentam efeitos 

significativos sobre a patogenicidade e evolução da doença (Fernández-

Figueroa et al., 2012; Novais et al., 2015; Novais et al., 2017). Experimento 

realizado com camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados por L. braziliensis, a 

patogenicidade por linfócitos T-citotóxicos e desenvolvimento de lesões é 

dependente da citocina de IL-1β. É evidente que o bloqueio de NLRP3, IL1R ou 

IL-1β reflete na ausência de lesões em camundongos infectados. 

Neste estudo, pacientes com LC causada por L. guyanensis, 

caracterizam-se por apresentar ativação de macrófagos M1 com resposta Th1, 

apresentam altas concentrações de IL-1β e ausência de regulação por IL-1Ra. 

Macrófagos de pacientes infectados por L. guyanensis evoluem para a necrose 

(DaMata et al., 2015), assim como a infecção por L. braziliensis (Santos et al., 

2018), tipo de morte celular contribui para inflamação. Como demonstrado nas 

análises de citocinas, pacientes com LC comparados a controles apresentam 

elevados níveis de IL-1β ao longo da evolução da doença o que contribui para 

a patogenicidade. A citocina IL-1β não é essencial para induzir a morte de 

Leishmania e está relacionada à resposta inflamatória com neutrófilos e 

macrófagos (Santos et al., 2018). Como demonstrado em diferentes estudos, a 

produção de IL-1β e falta de regulação é estritamente relacionada à 

patogenicidade de lesões da LC (Fernández-Figueroa et al., 2012; Novais et 

al., 2017; Santos et al., 2018).  

Polimorfismos genéticos e concentrações de IL-1β e IL-1Ra apresentam 

efeitos significativos para o resultado da LC causada por L. guyanensis. 

Notavelmente, pacientes infectados por L. guyanensis apresentam elevados 

níveis de IL-1β e baixa produção do receptor antagonista IL-1Ra, enquanto 

indivíduos controles caracterizam-se por elevada produção de IL-1Ra. Aqui 
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destacamos diferenças quanto à genética em dois Tags SNPs de IL1B entre 

pacientes e controles, com os polimorfismos –511 T/C (rs16944) e +3954 C/T 

(rs1143634). O genótipo –511 C/C é associado à suscetibilidade a LC, 

enquanto –511 T/T conferem proteção; indivíduos com genótipos relacionados 

a proteção para LC apresentam níveis superiores de IL-1Ra, como 

demonstrado o genótipo +3954 T/T correlacionado com altos níveis de IL-1Ra 

(35.4±64.95pg/mL) comparado ao +3954 C/C (16.7±24.25pg/mL). Pacientes 

que desenvolvem LC apresentam baixos níveis de elementos regulatórios, 

como destacado para o receptor antagonista. Curiosamente, independente da 

presença de antígenos de Leishmania, indivíduos tratados para LC continuam 

a apresentar níveis elevados ou intermediários de citocinas pró-inflamatórias, 

como a citocina IL-1β em comparação a indivíduos controles. Os pacientes 

com LC naturalmente apresentam uma resposta inflamatória exacerbada e 

ausência de componentes que atuam na regulação de IL-1β, como o IL-1Ra, 

podendo apresentar uma tendência para desenvolvimento de lesões ulceradas 

em infecções por L. guyanensis devido influência genética do hospedeiro. 

Estes resultados estão de acordo com estudos anteriores, que destacam 

o envolvimento da citocina IL-1β com o desenvolvimento de lesões e formas 

mais graves da LC. Considerando, a imunoterapia voltada para o bloqueio de 

IL-1β da LC pode fornecer resultados satisfatórios, como identificado em 

estudo de Novais e colaboradores 2017, identificam que o medicamento 

anakinra ou anticorpo monoclonal para IL-1β é uma importante medida 

terapêutica para o tratamento da Leishmaniose Cutânea. 

A resposta inflamatória na LC apresenta dois lados, na eliminação do 

patógeno e também responsável em causar danos ao tecido devido resposta 

inflamatória exacerbada. Na LC, elevados níveis de IFN-γ são observados em 

formas graves da Leishmaniose Mucosa (Bittar et al., 2007; Faria et al., 2009). 

Pacientes com LC causada por L. guyanensis embora apresentem resposta 

inflamatória do tipo Th1, caracterizam-se por apresentar baixa produção de 

IFN-γ (Bourreaeu et al., 2001; Bourreaeu et al., 2007). O importante papel da 

IFN-γ nas infecções por Leishmania é evidente para eliminação do parasito 

(Sousa-Franco et al., 2006), elevada produção de IFN-γ está associada com 

redução da parasitemia. Neste estudo, pacientes com LC causada por L. 
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guyanensis apresentam elevados níveis de IFN-γ quando comparado a 

indivíduos controles, este em função a infecção, entretanto, alguns pacientes 

apresentam baixos níveis de IFN-γ. Aqui destacamos o envolvimento do bloco 

do gene IFNG como determinante para o desenvolvimento da Leishmaniose 

Cutânea. 

A produção de IFN-γ é influenciada pela presença de diferentes 

polimorfismos genéticos no gene IFNG, exclusivamente os diferentes 

polimorfismos genéticos localizados em regiões não codificantes que atuam na 

regulação da expressão do gene (Schoenborn et al., 2007; Balasubramani et 

al., 2010; Collier et al., 2014). Os elementos regulatórios encontrados no gene 

IFNG são locais de ligação para fatores de transcrição, necessários para 

regulação da expressão do gene e pode favorecer ativação de linfócitos Th1 

(Balasubramani et al., 2010). Polimorfismos genéticos, +874 A/T (rs2430561), 

+875 CA(n) (rs35314021), +1987 A/G (rs1861494) e +3234 C/T (rs2069718) 

foram associados com secreção aumentada de IFN-γ (Pravica et al., 1999; 

Pravica et al., 2000; Peixe et al., 2014; Gonsky et al., 2014). 

Estudos de associação genética apresentam resultados controversos 

quanto a polimorfismos genéticos de IFNG associados a doenças infecciosas 

e/ou autoimune. Estudos genéticos independentes destacam um mesmo 

genótipo associado à resistência ou com a suscetibilidade. O bloco de IFNG é 

constituído por diferentes polimorfismos genéticos que apresentam ligação 

genética ou desequilíbrio de ligação (LD), como demonstrado segundo dados  

HapMap e como destacado no presente estudo para os SNPs rs1861494, 

rs1861493 e rs2069733; entre rs2069718 com rs2069705 e rs2430561, e entre 

rs2430561 e rs2069727.  

O SNP +874 A/T (rs2430561), constantemente investigado em 

diferentes doenças infecciosas, o polimorfismo é considerado como um local de 

ligação para fator de transcrição nuclear NF-κB na presença do alelo T. A 

discordância entre os diferentes estudos de associação genética é influenciada 

por se tratarem de estudos com populações etnicamente diferentes, e também 

à existência de moderado desequilíbrio de ligação entre o rs2430561 com os 

demais SNPs localizados no gene. A associação do SNP rs2430561 pode ser 
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“mascarada” devido a influencia de um segundo SNP, considerando outro SNP 

funcional presente no gene e que reflete em mudanças na transcrição do gene 

e produção da citocina. 

Em nosso trabalho, as comparações dos níveis de IFN-γ com os SNPs 

associados à LC não evidenciam a influência de um SNP com a produção da 

citocina. No entanto, quando avaliado indivíduos com homozigose para o 

Haplótipo 1 (total de 161), este associado com a suscetibilidade a LC, quando 

comparado aos demais haplótipos (total de 342), é notável que o haplótipo 1 

está relacionado aos baixos níveis de IFN-γ. Aqueles genótipos e/ou alelos 

associados com a suscetibilidade a LC encontram-se combinados na 

composição do haplótipo 1. Portanto, alelos rs2069705 T, rs2430561 T, 

rs1861494 A, rs1861493 T e rs2069718 C estão associados aos baixos níveis 

de IFN-γ. 

O SNP –1616 C/T (rs2069705) “carrega” a associação dos demais SNPs 

do bloco de IFNG, podendo ser o principal associado aos baixos níveis de IFN-

γ. Entre os SNPs de IFNG associados com a LC, as comparações e valores 

estatísticos indicam que apenas o SNP –1616 C/T (rs2069705) está associado 

com a LC, indivíduos com –1616 T/T apresentam risco aumentado de 70% 

para a doença, enquanto aqueles que apresentam o genótipo –1616 C/C 

apresentam 42% de resistência para desenvolvimento da LC. Este é 

novamente evidenciado na análise de haplótipo. Haplótipos 1 e 8 foram 

associados com a suscetibilidade e resistência à LC, contudo, os haplótipos 

diferem apenas no –1616 C/T (rs2069705). Em outras palavras, o +874 A/T 

(rs2430561), o alelo +874 T poderia ser relacionado com a resistência a LC em 

determinado estudo, aqui demonstramos associado com a suscetibilidade a 

LC, entretanto, esta associação é influenciada devida envolvimento de outro 

SNP como –1616 C/T (rs2069705). O SNP –1616 C/T (rs2069705) é 

determinante para o resultado da LC, considerando como um marcador 

molecular de resistência e suscetibilidade, podendo ser definido como um Tag 

SNP para estudos futuros de associação genética. 

Os estudos realizados em verificar se polimorfismos genéticos de IL1B, 

IL1RN e IFNG com a Leishmaniose Cutânea causada por L. guyanensis estão 
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de acordo com as recomendações para estudos de associação genética (The 

Strengthening the Reporting of Genetic Association studies – STREGA) com 

algumas limitações. As recomendações atendidas: amplo tamanho de 

amostras (caso e controles), estratificação adequada – indivíduos com mesma 

etnia e vivem em área endêmica para Leishmaniose, estudo de diferentes 

SNPs e Tag SNPs, distribuição genotípica de acordo com as características da 

população e em Equilíbrio de Hardy-Weinberg, relação entre genótipos e 

fenótipo (citocinas), confirmação dos resultados – repetição da genotipagem 

por técnicos independentes, realização dos procedimentos às cegas 

(genotipagem e dosagem de citocinas) e aplicação de critérios de não inclusão 

e de exclusão ao longo do estudo (indivíduos excluídos do estudo <2% da 

população). 

Ao nosso conhecimento, estes estudos genéticos apresentam algumas 

limitações. Embora a população de indivíduos controles de mesma origem 

endêmica de pacientes com Leishmaniose, nosso estudo falha em identificar se 

estes indivíduos foram infectados pelo L. guyanensis; entretanto, buscamos 

incluir neste estudo indivíduos com maiores semelhanças possíveis com a 

população de pacientes, muitos são agricultores e residem há mais de 5 anos 

em região endêmica. A associação com a clínica seria possível, no entanto é 

inviável ao tipo de doença, muitos pacientes caracterizavam-se por 1 a 2 

lesões cutâneas. Como diferentes estudos clínicos e experimentais realizados, 

neste estudo não foram possíveis relatar aspectos imunológicos no início da 

doença. Limitações encontradas para a genotipagem de algumas amostras, 

não sendo possível obter informação genética de todos SNPs em uma mesma 

amostra; falta de amplificação para PCR de IFNG foi determinante para o 

número de amostras genotipadas, devido à falta qualidade de algumas 

amostras de DNA, produtos de PCR com tamanho de 1,5 kb, superior aqueles 

amplificados para polimorfismos de IL1B e IL1RN. 
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CONCLUSÃO 

Variações genéticas presentes em genes de IL1B e IFNG podem marcar 

a resistência e suscetibilidade para desenvolvimento da LC causada por L. 

guyanensis. O resultado da LC pode ser influenciado por polimorfismos 

genéticos de IL1B e IFNG que potencialmente influenciam em diferentes 

concentrações de citocinas ou baixos níveis de IFN-γ, afetando o equilíbrio e 

ação da resposta imune frente a infecções por L. guyanensis. Estudos futuros 

poderiam investigar o envolvimento do haplótipo 1 com o resultado do 

tratamento para LC, com acompanhamento dos pacientes quanto ao tempo de 

tratamento e/ou sucesso ao tratamento. 
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