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RESUMO 

 
A leishmaniose tegumentar (LT) apresenta cerca de 1 milhão de casos anualmente e 
pode ser causada por diversas espécies do protozoário Leishmania, que infectam 
mamíferos, sendo, no Brasil e em Pernambuco, a L. (Viannia) braziliensis, a espécie 
mais prevalente. A diversidade de espécies permite uma variedade de respostas 
imunológicas mediadas pela diferenciação das células T em Th1, Th2 e Th17, 
relacionadas com a susceptibilidade, resistência e controle do balanço inflamatório do 
hospedeiro à infecção. Consequentemente, diferentes manifestações clínicas podem 
ser desenvolvidas, variando desde lesões cutâneas até lesões viscerais. O 
diagnóstico da doença é feito pelos métodos parasitológico, imunológico e molecular, 
no entanto, esses testes necessitam de amostras invasivas, como a punção e os 
fragmentos de biópsia de borda da lesão, que causam desconforto e trazem risco aos 
pacientes. Por isso, novos métodos não invasivos, como o fluido salivar, vem sendo 
estudados como alternativa. Portanto, o objetivo desse estudo foi verificar quais 
citocinas são produzidas com a estimulação de células mononucleares do sangue 
periférico (PBMC) de indivíduos saudáveis, utilizando-se que foram identificados pela 
primeira vez de cepas isoladas da saliva humana de pacientes com LT. As PBMC 
provenientes do sangue de indivíduos saudáveis, sem histórico de infecção por 
leishmaniose, foram estimuladas com dois antígenos, individualmente obtidos das 
culturas de L. (V.) braziliensis isoladas de salivas humanas de pacientes com LT. Após 
48h e 72h, os sobrenadantes das culturas foram utilizados para mensurar as citocinas 
IL-17A, INF-γ, TNF-α, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 através da metodologia Cytometric Bead 
Array (CBA). Foi possível demonstrar exacerbação na produção da IL-6 e um aumento 
na produção de IFN-γ, com diferenças significativas entre os dois tempos de estudo, 
e uma baixa produção de IL-10, sugerindo um possível direcionamento para o perfil 
Th1. A análise das citocinas permitiu demonstrar que os dois antígenos de isolados 
de saliva possuem um padrão de produção de citocinas semelhante ao da cepa 
padrão, não isolada de saliva. Assim, pode-se concluir que os três antígenos possuem 
a mesma capacidade de estimular uma resposta imune. 
 
 
Palavras-chave: Citometria de fluxo. PBMC. Fluido salivar. Leishmaniose cutânea. 
Cultura de células.
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ABSTRACT 

 
 

The tegumentary leishmaniasis (TL) is responsible for about 1 million cases annually 
and can be caused by several species of the protozoan Leishmania, which infect 
mammals. In Brazil and in Pernambuco, L. (Viannia) braziliensis is the most prevalent 
species. The diversity of species allows a variety of immune responses mediated by 
the differentiation of T cells into Th1, Th2 and Th17, related to susceptibility, resistance 
and control of the host's inflammatory balance to infection. The diagnosis of the 
disease is made by parasitological, immunological and molecular methods, however, 
these tests require invasive samples, such as puncture and biopsy fragments from the 
edge of the lesion, which cause discomfort and bring risk to patients. For this reason, 
new non-invasive methods, such as salivary fluid, have been studied as an alternative. 
Therefore, the objective of this study was to verify which cytokines were produced by 
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of healthy individuals induced by antigens 
from human saliva. PBMC from the blood of healthy individuals, with no history of 
leishmaniasis infection, were stimulated with two antigens, individually, obtained from 
cultures of L. (V.) braziliensis isolated from human saliva of patients with TL. After 48h 
and 72h, the culture supernatants were used to measure the cytokines IL-17A, INF-γ, 
TNF-α, IL-10, IL-6, IL-4 and IL-2 through the Cytometric Bead Array (CBA) 
methodology. It was possible to demonstrate an exacerbation in the production of IL-6 
and an increase in the production of IFN-γ, with significant differences between the two 
study times, and a low production of IL-10, suggesting a possible direction for the Th1 
profile. Cytokine analysis allowed demonstrating that the two antigens isolated from 
saliva have a pattern of cytokine production similar to that of the antigen of the standard 
strain, not isolated from saliva. Thus, it can be concluded that the three antigens have 
the same ability to stimulate an immune response.  
 
 
Key words: Flow cytometry. PBMC. Salivary fluid. Cutaneous leishmaniasis. Cell 
culture. 
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1   INTRODUÇÃO 

 

As leishmanioses são doenças vetoriais, com uma grande diversidade de 

parasitos, reservatórios e vetores envolvidos na transmissão, e está distribuída 

mundialmente, sendo endêmica em cerca de 89 países (OMS, 2022; OPAS, 2023). 

São causadas por pelo menos 20 espécies de protozoários do gênero Leishmania, 

que infectam humanos e animais (ANVERSA et. al., 2018; BURZA et al., 2018; 

MARCHI et al., 2019). A variedade de espécies distintas causa diferentes respostas 

imunológicas induzidas pelos linfócitos T, a Th1, Th2 e Th17 (NEVES et al., 2003).  

A Th1 está associada com a resistência do hospedeiro e com a produção de 

citocinas pró-inflamatórias, como o interferon γ (IFN-γ) (NEVES et al., 2003; 

BARATTA-MASINI et al., 2007; BURZA et al., 2018). Th2 está relacionada com a 

susceptibilidade e com a produção de citocinas anti-inflamatórias, como a interleucina 

10 (IL-10) (NEVES et al., 2003; BARATTA-MASINI et al., 2007; BURZA et al., 2018). 

Th17 tem sido descrita como responsável pelo controle do balanço da produção das 

citocinas do perfil Th1 e Th2, caracterizada pela produção da IL-17 (GONÇALVES DE 

ALBUQUERQUE et al., 2017). No entanto, algumas citocinas ainda não apresentam 

uma distinção de perfil bem estabelecida (CASTELLANO et al., 2009).  

Consequentemente, essa variedade causa diversas manifestações clínicas que 

variam desde lesões cutâneas, com remissões espontâneas, e mucosas, 

caracterizando a leishmaniose tegumentar (LT), até lesões viscerais com risco de 

vida, caracterizando a leishmaniose visceral (LV) (BRASIL, 2017; BURZA et al., 2018).  

O diagnóstico da LT é feito pelo teste parasitológico, considerado padrão ouro, 

onde ocorre visualização do parasito através da microscopia óptica. Anticorpos e o 

DNA da Leishmania também podem ser pesquisados através dos testes imunológicos, 

como na citometria de fluxo (CF), e moleculares, como na reação em cadeia 

polimerase (PCR), respectivamente, mas não são comumente utilizados na rotina 

laboratorial (ELMAHALLAWY et al., 2014). Estes testes requerem amostras que são 

coletadas de forma invasiva, a exemplo os fragmentos de biópsia, que podem causar 

desconforto, sangramento e infecções, além disso, necessitam de uma boa 

infraestrutura e qualificação profissional (BOGGILD et. al., 2011). Por isso, novas 

alternativas vêm sendo estudadas e desenvolvidas para proporcionar maior 

segurança e conforto para os pacientes, como na coleta de fluido salivar, que é um 
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método simples, onde a saliva é dispensada em um coletor estéril, permitindo um 

maior conforto para o paciente, maior facilidade no transporte da amostra e diminuindo 

o risco de contaminação. Além disso, já foi demonstrado que esse tipo de material de 

coleta possibilita a identificação do DNA de Leishmania e o isolamento parasitário 

(CORVALAN et al., 2011; BRITO et. al., 2018).  

As drogas de primeira escolha para tratamento da LT são os antimoniais 

pentavalentes, o estibogluconato de sódio (Pentostam) e o antimoniato de N-

metilglucamina (Glucantime) e, recentemente, a miltefosina tem sido utilizada como 

alternativa de uso oral. O sucesso da terapia e, consequentemente, a sobrevivência 

ou resistência parasitária dependem dos fatores imunológicos inerentes ao 

hospedeiro e ao parasito (ANVERSA et. al., 2018; BRASIL, 2018).  

Neste contexto, entender o que ocorre durante a estimulação de células 

mononucleares do sangue periférico (PBMC) de humanos com antígenos de cepas 

de L. (V.) braziliensis, isoladas, pela primeira vez, de salivas humanas, nessa relação 

parasito-hospedeiro estabelecida, associando aos dados epidemiológicos, é 

fundamental para uma melhor compreensão da imunopatogenia nas lesões e salivas 

dos pacientes com LT. 
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2  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR 

 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que ocorram 0,7-1 Milhão de 

casos de LT por ano, afetando, principalmente, países negligenciados da África, Ásia 

e América Latina. Dos 200 países e territórios que possuem casos registrados, 99 são 

endêmicos (Figura 1), entre eles o Brasil, que apresenta casos autóctones (Figura 2) 

em todos os estados desde 2003 (BRASIL, 2017; BURZA et al., 2018; OMS, 2022). 

 

Figura 1 - Distribuição da endemia da leishmaniose tegumentar no mundo. 

Fonte: Adaptado Organização Mundial de Saúde, 2022. 

Nota: Distribuição da endemia de leishmaniose no mundo. Em vermelho, países endêmicos; em rosa, 

países com casos previamente reportados; em cinza claro, países sem casos autóctones reportados; em 

cinza escuro, países não aplicáveis.  

 

Segundo a Organização Panamericana de Saúde (OPAS), o Brasil e a região 

da América andina apresentaram mais de 896 mil casos de LT, entre os anos de 2001 

e 2021. Em Pernambuco, no mesmo período, cerca de 7 mil casos foram notificados 

(OPAS, 2022; Sinan/SVS/MS; 2022). 
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Figura 2 - Distribuição de casos autóctones de leishmaniose tegumentar no território 

brasileiro. 

 
Fonte: Adaptado Secretária de Vigilância em Saúde/Ministério da Saúde, 2017. 

Legenda: Distribuição de casos autóctones de leishmaniose tegumentar no território brasileiro. Cada 

ponto vermelho representa um caso. 

 

2.1.1 Agente Etiológico  

 

O agente etiológico da LT pertence à ordem Kinetoplastida, à família 

Trypanosomatidae e ao gênero Leishmania, podendo ainda ser subclassificado de 

acordo com o subgênero, Leishmania ou Viannia, diferenciados pelo local de 

desenvolvimento e fixação das formas promastigotas no intestino do flebotomíneo.  

Além disso, o subgênero Viannia é caracterizado pela presença de espécies 

que causam lesões ulcerativas e mucosas, e o Leishmania pela presença de espécies 

que causam lesões nodulares (ANVERSA et al., 2017; BURZA et al., 2018; MORAIS 

et al., 2020).  

O gênero Leishmania agrupa espécies de protozoários unicelulares e 

digenéticos, que se apresentam nas formas promastigota e amastigota (Figura 3). As 

promastigotas são alongadas com 5-15 μm de comprimento, com flagelos livres, 

encontrados no tubo digestivo do vetor e em cultura in vitro; as amastigotas são 
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ovaladas com 2,5-5 μm de diâmetro, sem flagelo livre e parasitam as células do 

hospedeiro vertebrado (NEVES, 2003; BRASIL, 2017; ANVERSA et al., 2017).  

Atualmente, 12 espécies já foram identificadas como causadoras dessa doença 

em humanos. No Brasil, já foram identificadas sete espécies, a L. (V.) guyanensis, a 

L. (L.) amazonensis, a L. (V.) lainsoni, a L. (V.) naiffi, a L. (V.) lindenberg, a L. (V.) 

shawi e a L. (V.) braziliensis, a mais prevalente e a principal responsável por causar 

uma ampla variedade de manifestações clínicas (BRASIL, 2017; BRITO et al., 2018). 

 

Figura 3 - Formas evolutivas de Leishmania sp. 

 
Fonte: Adaptado Secretária de Vigilância em Saúde/Ministério da Saúde, 2017. 

Legenda: Formas evolutivas de Leishmania sp. (A) Promastigotas. (B) Amastigotas. 

 

2.1.2 Vetor 

 

O inseto vetor responsável pela transmissão da LT é o flebotomíneo, que 

pertence à Ordem Díptera, à Família Psychodidae, à Subfamília Phlebotominae e ao 

Gênero Lutzomyia (Figura 4) (ANVERSA et al., 2017; BRASIL; 2017).  

 

Figura 4 - Fêmea de Lutzomyia spp. 
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Fonte: Adaptado Secretária de Vigilância em Saúde/Ministério da Saúde, 2017. 

Legenda: Fêmea de Lutzomyia spp. durante a hematofagia. 

 

Aproximadamente 700 espécies já foram identificadas como vetores da 

leishmaniose, e 40 outras são consideradas suspeitas (ANVERSA et al., 2017; 

BRASIL; 2017). No Brasil, Lu. flaviscutellata e Lu. whitmani são algumas das mais 

encontradas (Figura 5). Em Pernambuco, a Lu. whitmani é predominante no domicílio 

e a Lu. complexa está presente nas demais áreas (BRANDÃO et al., 1999; DANTAS–

TORRES et al., 2010; GUIMARÃES et al., 2012; BRASIL; 2017; SILVA, C. J., 2022). 

 

Figura 5 - Distribuição das espécies de Lutzomyia spp. no território brasileiro. 

 
Fonte: Adaptado Secretária de Vigilância em Saúde/Ministério da Saúde, 2017. 

Legenda: Distribuição das espécies de Lutzomyia spp. no território brasileiro. Em azul, Lutzomyia 

migonei; em vermelho, Lu. whitmani; em verde, Lu. flaviscutellata; em amarelo, Lu. wellcomei; em preto, 

Lu. umbratilis; em marrom, Lu. intermedia. 

 

2.1.3 Hospedeiros e Reservatórios 

 

A Leishmania apresenta uma ampla variedade de hospedeiros e reservatórios 

vertebrados, os mamíferos, que inclui humanos e animais, importantes na 
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manutenção do ciclo da doença. Entre os animais silvestres, os roedores, como o 

Rattus rattus, já foram incriminados como reservatórios sinantrópicos. E entre os 

domesticados, cães e gatos (Figura 6), devido à maior proximidade com os humanos, 

mesmo quando assintomáticos (BRANDÃO et al. 2003; ANVERSA et al., 2017; BRITO 

et al., 2018; SILVA et al., 2022).  

 

Figura 6 - Mamíferos infectados com leishmaniose tegumentar. 

 
Fonte: Adaptado RIVAS et al., 2018; VELÉZ et al., 2012. 

Legenda: Mamíferos infectados com leishmaniose tegumentar. Lesões cutâneas da LT no nariz de 

animais domésticos. (A) Gata fêmea adulta com lesão ulcerativa. (B) Cão com nódulos múltiplos. 

 

2.1.4 Ciclo de Transmissão 

 

O ciclo de transmissão da LT está intimamente ligado aos fatores ambientais e 

socioeconômicos. A má distribuição socioeconômica, a proliferação descontrolada do 

inseto vetor, o desmatamento e avanço urbano são alguns desses fatores (MOKNI, 

2019). No nordeste do Brasil, os casos predominam em locais com diferentes plantios 

agrícolas e em áreas remanescentes da Mata Atlântica (SILVA et al., 2022).  

As fêmeas dos flebotomíneos adquirem as formas amastigotas ao realizarem o 

repasto sanguíneo em um hospedeiro ou reservatório vertebrado. No trato intestinal 

do vetor, as amastigotas são depositadas e, durante a migração até a região faríngea, 

se diferenciam em promastigotas procíclicas, depois em promastigotas metacíclicas 

e, então, se tornam infectivas. Na válvula faríngea do inseto, são transferidas para um 

mamífero durante a hematofagia (ANVERSA et al., 2017).  

No hospedeiro, as promastigotas se aderem à membrana plasmática das 
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células fagocitárias e induzem o processo fagocítico. Depois disso, se transformam 

em amastigotas e se multiplicam, até o rompimento da célula hospedeira, por divisão 

binária. As amastigotas deixam as células para infectar outras células e serem 

capturadas pelo inseto vetor, dando continuidade ao ciclo biológico do parasito 

(RODRIGUES et al., 2013; ANVERSA et al., 2017). 

 

Figura 7 - Ciclo biológico da Leishmania sp.  

 
Fonte: A autora, 2023; Biorender ©. 

Legenda: Ciclo biológico da Leishmania sp. envolvendo vetor, hospedeiros e reservatórios. 

 

2.2 ASPECTOS CLÍNICOS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR 

 

O período de incubação para o desenvolvimento das manifestações clínicas 

pode variar de duas semanas a dois meses. Inicialmente, no local da picada, surge 

uma mácula que permanece por até dois dias, que depois evolui para uma pápula e 

pode evoluir para uma úlcera, com um fundo avermelhado e as bordas bem 

delimitadas e elevadas (Figura 8) (BRASIL, 2017; ANVERSA et al., 2017; BURZA et 

al., 2018). 
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Figura 8 - Evolução da lesão da leishmaniose tegumentar. 

 
Fonte: Adaptado BRITO, 2012. 

Nota: Evolução da lesão da leishmaniose tegumentar. (A) Pápula. (B-E) Lesão ulcerativa. 

 

Normalmente a lesão é indolor, exceto quando associada a infecções 

bacterianas secundárias, que causam dor e secreção purulenta (Figura 9) (BRASIL, 

2017; ANVERSA et al., 2017; BURZA et al., 2018). 

 

Figura 9 - Lesão ulcerativa da leishmaniose tegumentar. 

 
Fonte: Adaptado BURZA et al., 2018. 

Nota: Lesão ulcerativa da leishmaniose tegumentar. (A) Não purulenta. (B) Purulenta. 

 

Dependendo da resposta imunológica do hospedeiro, do tipo de espécie, do 

local da lesão e da evolução clínica, a LT pode ser classificada em: leishmaniose 

cutânea localizada (LCL) (Figura 10A), leishmaniose cutânea disseminada (LD) 

(Figura 10B), leishmaniose cutânea difusa (LCD) (Figura 10C) e leishmaniose 

mucocutânea (LM) (Figura 10D) (Tabela 1) (ANVERSA et al., 2017; BRASIL; 2017).  

 

Figura 10 - Formas clínicas da leishmaniose tegumentar. 
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Fonte: Adaptado Secretária de Vigilância em Saúde/Ministério da Saúde, 2017.  

Legenda: Formas clínicas da leishmaniose tegumentar. (A) Leishmaniose cutânea localizada. (B) L. 

cutânea disseminada. (C) L. difusa. (D) L. mucocutânea. 

 

Tabela 1 - Formas clínicas da leishmaniose tegumentar 

Leishmaniose  

cutânea 

localizada 

Lesões ulcerativas únicas ou 

múltiplas em um mesmo segmento 

corporal. Precedidas ou não de 

disseminação linfática e envolvimento 

dos gânglios linfáticos. 

Remissão espontânea das 

lesões entre 6-15 meses, 

nos casos de infecção por L. 

(V.) braziliensis. 

Leishmaniose 

cutânea 

disseminada 

Lesões ulcerativas múltiplas, em 

vários segmentos corporais 

diferentes. Provavelmente, causadas 

pela disseminação do parasito pela 

via hemática ou via linfática. 

O acometimento mucoso e 

a parestesia também 

podem ser encontrados. 

Leishmaniose 

difusa 

Lesão nodular única, sem ulceração, 

que evolui pelo corpo inteiro. Mais 

rara e grave, associada a pacientes 

com deficiência na resposta 

imunológica celular.  

Pacientes apresentam uma 

resposta pobre ou ausente 

ao tratamento e não há 

remissão espontânea. No 

Brasil, é causada pela L. (L.) 

amazonensis. 

 
Fonte: Adaptado REITHINGER et al., 2007; BRASIL, 2017. 

 

2.3 RESPOSTA IMUNOLÓGICA NA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR 
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Os fatores intrínsecos da resposta imunológica do hospedeiro são importantes 

para determinar o desenvolvimento das manifestações clínicas características da LT 

(CASTRO et al., 2023). Inicialmente, após a infecção transmitida pelo inseto vetor, as 

Leishmanias infectam os macrófagos do hospedeiro e conseguem criar um 

mecanismo para resistir à atividade microbicida dessas células, sobrevivendo e 

proliferando até a ruptura celular (Figura 11).  

 

Figura 11 – Perfil Th1, Th2 e Th17 envolvidos na resistência, susceptibilidade e 

controle da resposta imunológica do hospedeiro na leishmaniose tegumentar. 

 
Fonte: A autora, 2023; Biorender ©. 

Legenda: Os macrófagos fagocitam as amastigotas de Leishmania e, posteriormente, induzem as 

células T a desenvolverem as respostas imunológicas Th1, Th2 e Th17, e suas respectivas citocinas 

de resistência, susceptibilidade e controle da inflamação. 

 

Com a ruptura, partículas antigênicas são liberadas e apresentadas, pelas 

células apresentadoras de antígenos, aos linfócitos T CD4+, que desenvolvem dois 

tipos de respostas: Th1, associada com a resistência do hospedeiro e com a produção 

de citocinas pró-inflamatórias, Th2, associada com a susceptibilidade e com a 

produção de citocina anti-inflamatórias e Th17, associada com controle do balanço do 



23 
 
 
perfil Th1 e Th2, caracterizada pela produção da IL-17 (Figura 11) (NEVES, 2003; 

ABBAS, 2015; BRASIL, 2017; GONÇALVES DE ALBUQUERQUE et al., 2017).  

No caso das formas clínicas causadas pela L. braziliensis, a resposta 

predominante normalmente é a Th1, com ativação dos macrófagos e consequente 

produção de óxido nítrico (NO), responsável pela atividade leishmanicida. 

Geralmente, essa resposta apresenta uma maior eficiência na eliminação do parasito, 

boa resposta ao tratamento e, em alguns casos, cura espontânea (DUARTE et al., 

2016; BRASIL, 2017). 

Com o desenvolvimento da resposta imunológica, é necessário também que 

haja a produção de células T reguladoras (Tregs) para controle da resposta 

inflamatória, contudo, o papel das Tregs ainda não está muito bem esclarecido em 

modelo humano (CASTRO et al., 2023).  

 

2.3.1 Citocinas Inflamatórias 

 

Uma das respostas imunológicas iniciais contra uma infecção, como na LT, é a 

produção de citocinas. Essas proteínas possuem diferentes estruturas e funções, e 

atuam regulando e coordenando as atividades das células na imunidade inata e 

adaptativa (SU et al., 2012; ABBAS, 2015). 

A interleucina 2 (IL-2) é uma citocina inflamatória que promove a sobrevivência, 

proliferação e diferenciação dos linfócitos T, além de estimular a produção de outras 

citocinas, como interferon γ (IFN-γ) e a interleucina 4 (IL-4) (ABBAS, 2015; MIRZAEI 

et al., 2020).  

O fator de necrose tumoral (TNF) é produzido por células apresentadoras de 

antígenos, como os macrófagos e as células dendríticas, e estimula a produção de 

quimiocinas que levam a um aumento na produção, migração, adesão e 

transmigração de leucócitos no endotélio vascular, além disso, TNF também atua na 

coestimulação de células B e T, induzindo a proteção do hospedeiro 

(CUMBERBATCH & KIMBER, 1992; ABBAS, 2015; MIRZAEI et al., 2020). 

O IFN-γ, principal citocina ativadora de macrófagos, atua contra 

microrganismos intracelulares e inibe o desenvolvimento da resposta Th2. O IFN-γ 

também leva à expressão de diversas proteínas responsáveis pela amplificação da 

resposta e pela apresentação de antígenos (FREITAS et al., 2013; ABBAS, 2015).  
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A interleucina 6 (IL-6) é produzida por fagócitos mononucleares, células 

endoteliais vasculares, fibroblastos e outras células e, assim como TNF-α, estimula a 

produção de neutrófilos na MO e promove a diferenciação de células T, além disso, 

promove a diferenciação das células B (ABBAS, 2015; SAHA et al., 2011; MIRZAEI et 

al., 2020).  

A IL-4 é produzida pelos mastócitos e pelas células T, e é a principal citocina 

envolvida na estimulação da resposta Th2, atuando também na inibição da resposta 

Th1 (FREITAS et al., 2013). Ademais, contribui para a ativação alternativa dos 

macrófagos, onde ocorre o aumento da produção da interleucina 10 (IL-10) e fator β 

de transformação de crescimento (TGF-β) (ABBAS, 2015).  

A IL-10 é produzida por alguns tipos de células não linfóides, principalmente 

macrófagos ativados pela via alternativa e é conhecida como reguladora de 

retroalimentação negativa, por inibir a produção das células que a produzem 

(FREITAS et al., 2013; ABBAS, 2015).  

A interleucina 17 (IL-17) é uma citocina associada tanto com a resposta 

mediada por células T, quanto com a inflamação aguda. Atua modulando a IL-10, 

potencializa a produção de NO e induz a inflamação tecidual, além disso, aumenta a 

produção de neutrófilos, ao estimular a granulopoiese (FREITAS et al., 2013; ABBAS, 

2015; DUARTE et al., 2016).  

 

2.4 MÉTODOS DE DIAGNÓSTICO DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR 

 

O diagnóstico preciso da LT envolve uma associação dos aspectos 

epidemiológicos, clínicos e laboratoriais da doença. Dentre os métodos laboratoriais 

estão as técnicas parasitológicas, imunológicas e moleculares (PEREIRA et al., 2012; 

ANVERSA et al., 2017). Essas técnicas apresentam sensibilidade e especificidade 

variadas devido à diversidade de formas clínicas e de espécies de Leishmania, além 

do tempo de evolução das lesões (BRASIL, 2017).  

 

2.4.1 Métodos de Coleta 

 

Para o diagnóstico da LT ser realizado, é necessário que ocorra a coleta de 

material biológico (Figura 12) do paciente e entre os métodos de obtenção estão: a 
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escarificação da borda da lesão (Figura 12A), punção aspirativa (Figura 12B) e a 

biópsia com impressão do fragmento cutâneo em lâmina por aposição (Figura 12C).  

 

Figura 12 - Métodos de coleta para o diagnóstico da leishmaniose tegumentar. 

 
Fonte: Adaptado BRITO, 2012; SILVA et al., 2018.  

Legenda: Métodos de coleta para o diagnóstico da leishmaniose tegumentar. (A) Escarificação da 

borda da lesão. (B) Punção aspirativa. (C) Biópsia. (D) Swab de lesão. (E) Fluido salivar. 

 

Na técnica de escarificação, utiliza-se um bisturi ou estilete na borda interna da 

úlcera ou da superfície da lesão fechada. Já na punção, seringa e agulha são 

utilizadas na borda da lesão ou no linfonodo. Por fim, na biópsia com impressão, o 

fragmento de tecido é obtido por cirurgia e, posteriormente, é feita uma compressão 

sobre uma lâmina de vidro. A biópsia pode ainda ser feita com o auxílio de punch ou 

uma pinça saca-bocado, que além do esfregaço, pode ser utilizada para confecção de 

cortes histológicos e inoculação in vivo, em animais, e in vitro, em meio de cultura 

(BRASIL, 2017). 

No entanto, esses métodos são considerados invasivos e, além do desconforto 

causado durante a coleta, apresentam risco de sangramento e infecção, e necessitam 

de infraestrutura e qualificação profissional, que não são facilmente encontrados em 

áreas remotas. Portanto, métodos menos invasivos, mais simples e que permitem um 

diagnóstico sensível vêm sendo estudados (BOGGILD et al., 2010, BOGGILD et al., 
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2011).  

Entre os métodos menos invasivos estão o swab de secreção da lesão (Figura 

12D) e os fluídos corporais (Figura 12E), como a saliva, urina e secreção nasal, que 

podem ser uma alternativa interessante, por não necessitar de profissionais altamente 

capacitados para a coleta, e por serem métodos mais fáceis e rápidos. (BRITO, 2013; 

SERENO et al., 2020).  

 

2.4.2 Diagnóstico Parasitológico 

 

Os métodos de diagnóstico parasitológicos se baseiam na visualização ou 

isolamento do parasito. A pesquisa direta, padrão ouro, estabelece o diagnóstico da 

LT, devido a sua alta especificidade, e permite a visualização das formas amastigotas 

de Leishmania por microscopia óptica (Figura 13) (ANVERSA et al., 2017; BURZA et 

al.; 2018).  

Esse método é utilizado como primeira escolha por ser classificado como 

padrão ouro, ser mais rápido, de baixo custo e de fácil execução (BRASIL, 2017). No 

entanto, não permite distinguir as espécies e possui baixa sensibilidade, 

especialmente em infecções por L. (V.) braziliensis, devido à baixa carga parasitária, 

na presença de infecções secundárias e com a evolução crônica da lesão (BRITO, 

2013; BRASIL, 2017). Essa sensibilidade pode ser aumentada com a repetição do 

teste e a leitura de mais de uma lâmina. (BRASIL; 2017).  

 

Figura 13 - Amastigotas de Leishmania sp. visualizadas por microscopia óptica no 

exame direto. 
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Fonte: Adaptado CROFT & BUFFET, 2012. 

Legenda: Amastigotas de Leishmania sp. visualizadas por microscopia óptica no exame direto em 

uma amostra de uma lesão de pele ulcerativa. 

 

O isolamento parasitário in vitro, por meio cultura, além de confirmar a presença 

do parasito, permite a identificação posterior da espécie de Leishmania. O isolamento 

in vivo, por inoculação em animais, sendo o Mesocricetus auratus (hamster) 

comumente utilizado devido a sua alta sensibilidade, também pode ser feito.  

No entanto, apesar de serem dois métodos muito sensíveis, o longo período de 

desenvolvimento, especialmente no isolamento in vivo, e o alto custo, torna-os 

inviáveis na rotina laboratorial (BRASIL, 2017; ANVERSA et al., 2017). 

 

2.4.3 Diagnóstico Molecular 

 

O diagnóstico molecular vem sendo aprimorado extensivamente nas últimas 

décadas, e entre esses métodos está a reação em cadeia polimerase (PCR) 

(REITHINGER et al., 2007).  

Essa técnica se baseia na amplificação do DNA de Leishmania e apresenta 

uma alta sensibilidade, permitindo a detecção da infecção mesmo com uma baixa 

carga parasitária, e uma alta especificidade, podendo utilizar alvos específicos para 

identificação do gênero ou da espécie do parasito. Além do diagnóstico, a PCR 

permite também o monitoramento do tratamento (REITHINGER et al., 2007; BRASIL, 

2017).  

Apresenta uma alta sensibilidade, especificidade e rapidez na detecção de 

DNA, mas, possui um custo alto e necessita de uma infraestrutura adequada, que 

ainda não é encontrada na rotina laboratorial (REITHINGER et al., 2007; BRITO, 2013; 

BRASIL, 2017).  

 

2.4.4 Diagnóstico Imunológico 

 

Os métodos de diagnóstico imunológicos, apresentam sensibilidades e 

especificidades variadas e permitem, geralmente, a detecção da LT e o 

monitoramento do tratamento. Contudo, assim como o diagnóstico molecular, 

algumas técnicas são de alto custo e necessitam de infraestrutura laboratorial, nem 
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sempre encontrada na rotina (BRASIL, 2017).  

Entre algumas dessas técnicas estão: a intradermorreação de Montenegro 

(IDRM), que não é mais utilizada na rotina, e o imunoensaio enzimático (ELISA) e a 

citometria de fluxo (CF), que ainda não são utilizados na rotina laboratorial.  

A IDRM baseia-se na resposta de hipersensibilidade celular retardada. No 

entanto, pode apresentar um resultado negativo na fase inicial da doença, na 

leishmaniose visceral e em indivíduos fraco-reatores, como na leishmaniose difusa, e 

pode permanecer positivo mesmo após o tratamento e a cura clínica.  

O ELISA se baseia na detecção de anticorpos anti-Leishmania, contudo, 

apresenta uma sensibilidade e especificidade que varia de acordo com a forma clínica 

da leishmaniose apresentada pelo paciente (ROMERO et al., 2005).  

A CF analisa, simultaneamente, várias características de uma partícula 

individual em fluxo fluído, através de uma fonte luminosa, e apresenta uma 

sensibilidade superior quando comparada a outros imunodiagnósticos (OLIVEIRA et 

al., 2013; BRASIL, 2017).  

 

2.5 TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR 

 

O controle da LT é baseado em medidas profiláticas, para eliminar o vetor e os 

reservatórios, e no tratamento da infecção com fármacos (BEZERRA et al., 2004). A 

maioria das lesões tendem a sofrer remissão espontânea entre 8 e 12 meses. A 

decisão de tratar é movida pela necessidade de atingir a cura mais rapidamente, 

reduzir as cicatrizes, evitar a disseminação e evolução para a forma mucocutânea, e 

contribuir para o controle da doença. Outro critério para o início da terapia é a 

quantidade e o diâmetro das lesões (BRASIL, 2017; BURZA et al., 2018). 

 

2.5.1 Fármacos 

 

Entre os medicamentos disponíveis estão o antimonial pentavalente, a 

anfotericina B, a pentamidina e a miltefosina (BRASIL, 2017; CONITEC, 2018). O 

antimonial pentavalente é o fármaco de primeira escolha para o tratamento da LT, 

exceto em pacientes com mais de 50 anos, com doenças cardíacas, renais e 

hepáticas, com hipersensibilidade aos componentes da medicação, e pacientes em 
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uso de medicamentos que prolongam o intervalo QTc (BRASIL, 2017).  

Pode ser administrado nas formas endovenosa (EV), intramuscular (IM) e 

intralesional (BRASIL, 2017; FARAJZADEH et al., 2018). Possui um mecanismo de 

ação não muito esclarecido, mas estudos demonstram que é possível que esse 

medicamento seja um pró-fármaco, que sofre ativação nos mácrofagos, e atua 

inibindo a produção de energia do parasito, por inibição da glicólise e da β-oxidação 

de ácidos graxos (BEZERRA et al., 2004; BRASIL, 2017).  

A anfotericina B é um antibiótico que possui atividade antifúngica e 

antileishmanicida. Esse fármaco atua se ligando ao ergosterol, presente na membrana 

plasmática das Leishmanias, alterando a permeabilidade de membrana e o equilíbrio 

osmótico do parasito (BEZERRA et al., 2004; BRASIL, 2017). É administrado por 

infusão intravenosa lenta, por quatro a seis horas (BRASIL, 2017).  

A pentamidina é um fármaco que tem ação antitripanossomatídea, antifúngica, 

antibacteriana, antiviral e antitumoral, e é utilizado como alternativa para pacientes 

não responsivos ao antimonial pentavalente e por apresentar menos efeitos colaterais 

(BEZERRA et al., 2004). Atua inibindo enzimas como a ornitina descarboxilase e a 

espermidina sintetase, impedindo a síntese de moléculas importantes para o parasito 

e pode ser administrada por via EV ou IM (BEZERRA et al., 2004; BRASIL, 2017).  

A miltefosina é uma droga alternativa que pode ser utilizada por via oral e atua 

interferindo na membrana celular, no metabolismo de fosfolipídios e na transmissão 

de sinal proliferativo, também induz a apoptose (CAMPOS et al., 2018). O sucesso do 

tratamento depende de diversos fatores, tais como: fatores genéticos, resposta 

imunológica e a apresentação clínica do hospedeiro; a qualidade e a dosagem da 

droga; o tempo de duração e a finalização do tratamento; e os fatores intrínsecos e 

falta de resistência medicamentosa do parasito (ANVERSA et al., 2017).  

 

2.5.2 Vacinas 

 

Algumas vacinas têm sido desenvolvidas para prevenção e tratamento da LT, 

mas apenas algumas avançaram para a fase clínica. Entre as estratégias vacinais 

estão as vacinas de subunidades, de DNA, de saliva do inseto vetor e de células 

dendríticas. O objetivo principal é a indução da resposta Th1 e a produção de 

anticorpos contra o parasito.  
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Contudo, alguns aspectos como a falta de informação suficiente para a 

indicação de uso em cada fase da doença e a carga parasitária que varia anualmente, 

dificultam esse desenvolvimento (UZONNA & OKWOR, 2009; MALVOLTI et al., 2021). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL  

 

Verificar quais citocinas são produzidas na cultura de células de indivíduos 

saudáveis estimuladas com antígenos de L. (V.) braziliensis, isolados de salivas 

humanas de pacientes com leishmaniose tegumentar. 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

a) Selecionar e caracterizar o grupo de estudo quanto aos aspectos 

epidemiológicos; 

b) Cultivar e obter antígenos a partir de promastigotas de L. (V.) braziliensis, 

isoladas de salivas humanas; 

c) Identificar as citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ e IL-17) produzidas 

em sobrenadante de cultura de PBMC de indivíduos saudáveis; 

d) Comparar a produção de citocinas no sobrenadantes de PBMC de indivíduos 

saudáveis após estímulo com antígenos isolados de saliva humana e isolado 

do parasita. 

 

. 
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4  METODOLOGIA 

 

4.1 SELEÇÃO DO GRUPO DE ESTUDO 

 

Dez indivíduos saudáveis, nomeados como grupo controle, sem lesões típicas, 

residentes de áreas não endêmicas e sem história epidemiológica compatível com 

leishmaniose foram selecionados, de forma voluntária. No entanto, não foram 

realizados testes laboratoriais para comprovação. Todos os indivíduos estavam 

cientes do objetivo do estudo e da necessidade de realização de coleta de punção 

venosa. 

 

4.2 CULTIVO DAS CEPAS ISOLADAS DA SALIVA HUMANA 

 

Dois isolados de L. (V.) braziliensis, caracterizados como IOCL 3630 e IOCL 

3632 foram obtidos, de forma inédita por BRITO et al., 2018, da saliva de dois 

pacientes com LT. Esses pacientes apresentavam lesões cutâneas localizadas e eram 

oriundos dos municípios de Moreno e Abreu e Lima, Região Metropolitana do Recife, 

Pernambuco. As cepas foram depositas e caracterizadas na Coleção de Leishmania 

do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOCL/FIOCRUZ-RJ) com o padrão de “Leishmania 

Multi-locus sequence typing” (MLST) (Boité et al. 2016). Posteriormente, foram 

estocadas em nitrogênio líquido no laboratório de Imunopatologia, do Departamento 

de Imunologia, FIOCRUZ -PE.  

As amostras foram descongeladas e mantidas em meio Schneider’s (pH 7,2), 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibiótico (100 UI/mL de 

penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina), a 25°C ± 1°C em uma estufa incubadora. 

O cultivo dessas cepas permitiu a realização da obtenção de antígeno bruto para os 

ensaios de estimulação das células mononucleares do sangue periférico (PBMC). A 

cepa IOCL 566 também foi utilizada, no entanto, é uma cepa padrão denominada 

MHOM/BR/1975/M2903, não isolada da saliva humana.  

 

4.3 OBTENÇÃO DE ANTÍGENO 

 

Após o cultivo e crescimento das formas promastigotas de Leishmania, 
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provenientes das cepas IOCL 3630 e IOCL 3632, isoladas de salivas humanas, e IOCL 

566, cepa padrão, o conteúdo das garrafas de cultura foi transferido para um falcon 

de 50 mL e depois centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos. Após isso, o sobrenadante 

foi descartado e o “pellet” lavado com 10 mL de tampão fosfato-salino (PBS) estéril 

em uma centrifugação de 2200 rpm por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi 

descartado novamente e 750 μL do tampão de lise e 250 μL do inibidor de protease 

foram adicionados. Depois da homogeneização, o conteúdo foi transferido para um 

criotubo de 2 mL. O criotubo foi congelado no nitrogênio líquido e, em sequência, 

descongelado no Banho-Maria, a 37ºC, por 6 vezes. O antígeno bruto de cada cepa 

foi obtido separadamente. 

 

4.3.1 Quantificação do Antígeno  

 

A quantificação do antígeno foi feita pela medida da absorbância no 

espectrofotômetro, utilizando o método de Bradford (BRADFORD, 1976). Duas 

cubetas foram separadas, sendo uma para o branco e outra para o antígeno. Na 

cubeta do branco, foi adicionado 200 μL do reagente de Bradford e 800 μL de água 

destilada. Na cubeta do antígeno, foi adicionado 200 μL do reagente de Bradford, 799 

μL de água destilada e 1 μL do antígeno bruto. As quantificações foram dadas em 

µg/uL. 

 

4.4 OBTENÇÃO DE CÉLULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFÉRICO (PBMC) 

 

Após a coleta, 20 mL do sangue venoso, de cada paciente, foi transferido para 

um tubo falcon contendo Ficoll Hypaque, na proporção 1:2 e, em seguida, esse tubo 

passou por uma centrifugação a 700 G por 30 minutos a 20ºC, para formação do anel 

de PBMC. O anel, localizado entre o Ficoll Hypaque e o plasma, foi removido e 

depositado em um novo tubo contendo 10 mL de meio RPMI suplementado com 10% 

de SFB. Depois do depósito, uma nova centrifugação a 300 G por 10 minutos a 20ºC 

foi feita e o sobrenadante foi descartado. Após isso, o “pellet” foi ressuspendido 

novamente em 10 mL de meio RPMI com 10% de SFB e centrifugado a 300 G, nas 

mesmas condições. Para quantificação das células, uma alíquota foi removida, diluída 

na proporção de 1:20 em azul de trypan e quantificada na câmara de Neubauer.  
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4.5 CULTIVO CELULAR DE CÉLULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFÉRICO (PBMC) 

 

As PBMC provenientes do sangue de indivíduos saudáveis, foram cultivadas 

em meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB em placas de 24 

poços, na concentração de 5x105 células/poço. Em seguida, as células foram 

estimuladas, com o antígeno bruto da cepa padrão IOCL 566 e das cepas isoladas da 

saliva de pacientes infectados com L. (V.) braziliensis, IOCL 3630 e IOCL 3632, 

individualmente, na concentração de 10 µg/mL (BRELAZ et al., 2012). Como controle, 

foram utilizadas células mantidas apenas em meio de cultura. As placas foram 

incubadas em estufa a 37ºC/5% de CO2 e, após 48h e 72h, as células foram 

centrifugadas a 300 G por 10 minutos, e os sobrenadantes foram coletados e 

armazenados a -20ºC para posterior análise das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, 

IFN-γ e IL-17A. 

 

4.6 IDENTIFICAÇÃO DE CITOCINAS POR CYTOMETRIC BEAD ARRAY (CBA) 

 

As citocinas inflamatórias IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-γ, IL-17A foram 

mensuradas nos sobrenadantes das culturas de PBMC, 48h e 72h após a estimulação 

com os antígenos das cepas de L. (V.) braziliensis padrão (IOCL 566) e as isoladas 

de salivas humanas (IOCL 3630 e IOCL 3632), individualmente. O kit CBA humano 

Th1/Th2/Th17 (BD™ Cytometric Bead Array CBA, Catálogo #560484, BD Bioscience, 

San Jose, CA) foi utilizado seguindo as recomendações do fabricante. Esse método 

permite a quantificação simultânea de múltiplos analitos, reduz a quantidade de 

amostra utilizada e minimiza o tempo necessário para análise dos resultados 

(MORGAN et al., 2003).  

 

 

4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A análise estatística foi realizada com o software GraphPad Prism 9. O teste 

de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificação de normalidade. Quando havia 

normalidade, para comparação de dois grupos, o teste T student foi utilizado, quando 
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não havia normalidade, o teste U de Mann-Whitney foi utilizado. Para comparação de 

mais de dois grupos, o teste ANOVA foi utilizado quando havia normalidade, e o teste 

de Kruskal-Wallis quando não havia normalidade. Todas as conclusões foram 

tomadas a nível de significância de 5% (p<0,05 = estatisticamente significativo). 

 

4.8 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 

O procedimento de coleta de material biológico foi realizado após o 

consentimento e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

pelos indivíduos do grupo de estudo (Anexo B). O grupo é composto por voluntários 

saudáveis, sem leishmaniose e residentes em áreas não endêmicas para a LT. O 

projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética do IAM-FIOCRUZ-PE (Anexo A), com o 

CAAE de número 11083812.7.0000.5190.  
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5  RESULTADOS  

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DO GRUPO DE ESTUDO 

 

O grupo de estudo, denominado de grupo controle, foi composto por dez 

indivíduos, sendo cinco do sexo feminino e cinco do sexo masculino, com a faixa etária 

entre 22 e 33 anos (Tabela 2). Todos eram sadios, residentes de áreas não endêmicas 

e sem histórico epidemiológico compatível com leishmaniose. 

 

 Tabela 2 - Caracterização do grupo de estudo. 

Características Grupo de estudo 

Número total de indivíduos 
controles 

10 

Faixa etária 22-33 

Relação sexo masculino/feminino 5/5 

                          Fonte: A autora, 2023. 

 

 

5.2 OBTENÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DO ANTÍGENO 

  

Os antígenos das cepas de L. (V.) braziliensis, denominados IOCL 566 (cepa 

padrão, MHOM/BR/1975/M2903), IOCL 3630 e IOCL 3632 (cepas isoladas de salivas 

humanas) foram obtidos e, posteriormente, quantificados pelo método de Bradford 

através da leitura no espectrofotômetro (Tabela 3). A quantificação foi dada em µg/µL. 

 

Tabela 3 - Quantificação dos antígenos.  

Antígeno Quantificação 

IOCL 566 
MHOM/BR/1975/M2903 

10,180 µg/µL 

IOCL 3630 3,328 µg/µL 

IOCL 3632 4,583 µg/µL 

    Fonte: A autora, 2023. 
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Uma eletroforese com gel de poliacrilamida (Figura 14) foi realizada para 

verificação da integridade dos antígenos obtidos, para que pudessem, posteriormente, 

serem utilizados na estimulação das PBMC. 

 

Figura 14 - Gel de poliacrilamida dos antígenos das cepas de L. (V.) braziliensis, 

padrão e isoladas de salivas humanas. 

 

 
Fonte: A autora, 2023; Sigma-Aldrich © 

Legenda: (A) IOCL 3630 (Isolada de saliva humana). (B) IOCL 566 (Padrão). (C) Marcador proteico. 

(D) IOCL 3632 (Isolada de saliva humana). 
 

 

5.3 PERFIL DE CITOCINAS INDUZIDO PELOS ANTÍGENOS  

  

Após 48h e 72h de estimulação celular, analisamos o perfil de citocinas 

induzido por cada antígeno. Todos os três antígenos, obtidos da cepa padrão e das 

cepas isoladas de saliva, analisados após 48h apresentaram um aumento significativo 

da expressão da IL-6, quando comparada com as demais citocinas (Figura 15, 16).  

O antígeno IOCL 566 (Figura 15A, 16A) e o IOCL 3632 (Figura 16B) quando 

comparados com o IOCL 3630 (Figura 15B) apresentam uma expressão bem mais 

significativa. Quando comparada a produção das citocinas entre as mesmas, todos os 
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três antígenos apresentaram individualmente a mesma significância estatística com 

p<0.0001.  

 

Figura 15 - Perfil de citocinas Th1, Th2 e Th17 (pg/mL) induzido pelo antígeno (ng/mL) 

da cepa padrão IOCL 566 e da cepa isolada de saliva IOCL 3630 após 48h de 

estimulação in vitro de PBMC (µg/mL). 

 

 
Fonte: A autora, 2023. 

Legenda: Perfil de citocinas Th1, Th2 e Th17 (pg/mL) induzido pelo antígeno da cepa padrão (A) IOCL 

566 (10 ng/mL) e da cepa isolada de saliva (B) IOCL 3630 (10 ng/mL) após 48h da estimulação in vitro 

de PBMC (10 µg/mL). Diferenças entre as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-γ, IL-17A foram 

consideradas significantes no valor de p<0,05 e estão representadas pelo (*).  

 

Figura 16 - Perfil de citocinas Th1, Th2 e Th17 (pg/mL) induzido pelo antígeno (ng/mL) 

da cepa padrão IOCL 566 e da cepa isolada de saliva IOCL 3632 após 48h de 

estimulação in vitro de PBMC (µg/mL). 
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Fonte: A autora, 2023. 

Legenda: Perfil de citocinas Th1, Th2 e Th17 (pg/mL) induzido pelo antígeno da cepa padrão (A) IOCL 

566 (10 ng/mL) e da cepa isolada de saliva (B) IOCL 3632 (10 ng/mL) após 48h da estimulação in vitro 

de PBMC (10 µg/mL). Diferenças entre as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-γ, IL-17A foram 

consideradas significantes no valor de p<0,05 e estão representadas pelo (*).  

 

Após 72h, o perfil induzido por cada antígeno também foi semelhante, com a 

expressão significativa da IL-6 e sucinta do IFN-γ (Figura 17). Quando as citocinas 

induzidas por cada antígeno foram comparadas entre si, todos os três antígenos, IOCL 

566 (Figura 17A), IOCL 3630 (Figura 17B) e IOCL 3632 (Figura 17C) apresentaram 

individualmente a mesma significância estatística com p<0.0001.  

 

Figura 17 - Perfil de citocinas Th1, Th2 e Th17 (pg/mL) induzido por cada antígeno 

(ng/mL) após 72h de estimulação in vitro de PBMC (µg/mL). 

 

 
Fonte: A autora, 2023. 

Legenda: Perfil de citocinas Th1, Th2 e Th17 (pg/mL) induzido pelo antígeno padrão (A) IOCL 566 (10 

ng/mL) e pelos antígenos isolados de salivas humanas (B) IOCL 3630 (10 ng/mL) (C) IOCL 3632 (10 

ng/mL) após 72h da estimulação in vitro de PBMC (10 µg/mL). Diferenças entre as citocinas IL-2, IL-4, 

IL-6, IL-10, TNF, IFN-γ, IL-17A foram consideradas significantes no valor de p<0,05 e estão 

representadas pelo (*).  

 

5.4 EXPRESSÃO DA IL-6 EM DIFERENTES TEMPOS PÓS ESTIMULAÇÃO 

  

Após a expressão considerável da IL-6, analisamos o perfil induzido por cada 

antígeno (Figura 15 e 16), comparamos a expressão desta citocina, entre os tempos 

48h e 72h após estimulação, induzida por cada antígeno individualmente (Figura 18). 



40 
 
 
Todos os três antígenos apresentaram diferenças estatisticamente significativas entre 

os dois tempos, com o p=0.0008 para o IOCL 566 (Figura 18A), p=0.0007 para o IOCL 

3630 (Figura 18B) e p<0.0001 para o IOCL 3632 (Figura 18C).  

 

Figura 18 - Comparação da expressão da IL-6 (pg/mL) induzida por cada um dos três 

antígenos (ng/mL) após 48h e 72h de estimulação in vitro de PBMC (µg/mL). 

 

 
Fonte: A autora, 2023. 

Legenda: Comparação da expressão da IL-6 (pg/mL) induzida pelo antígeno padrão (A) IOCL 566 (10 

ng/mL) e pelos antígenos isolados de salivas humanas (B) IOCL 3630 (10 ng/mL) (C) IOCL 3632 (10 

ng/mL) após 48h e 72h da estimulação in vitro de PBMC (10 µg/mL). Diferenças entre os tempos foram 

consideradas significantes no valor de p <0,05 e estão representadas pelo (*).  

 
A 
5.5 EXPRESSÃO DO IFN–Y EM DIFERENTES TEMPOS PÓS ESTIMULAÇÃO 

 
 Na análise do perfil de citocinas induzido por cada antígeno, o IFN-γ também 

apresentou uma expressão aumentada, sendo bem menos expressiva que a da IL-6 

(Figura 15 e 16). Considerando essa expressão, foi feita uma análise comparando os 

dois tempos após a estimulação, 48h e 72h (Figura 19).  

Na análise de significância, o IOCL 566 (Figura 19A) e o IOCL 3632 (Figura 

19C) apresentaram significância estatística, com p=0.0216 e p=0.0325, 

respectivamente. Contudo, o IOCL 3630 (Figura 19B) não apresentou significância 

estatística. 
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Figura 19 - Comparação da expressão de IFN-γ (pg/mL) induzida por cada um dos 

três antígenos (ng/mL) após 48h e 72h de estimulação in vitro de PBMC (µg/mL). 

 

 
Fonte: A autora, 2023. 

Legenda: Comparação da expressão do IFN-γ (pg/mL) induzida pelo antígeno padrão (A) IOCL 566 

(10 ng/mL) e pelos antígenos isolados de salivas humanas (B) IOCL 3630 (10 ng/mL) (C) IOCL 3632 

(10 ng/mL) após 48h e 72h da estimulação in vitro de PBMC (10 µg/mL). Diferenças entre os tempos 

foram consideradas significantes no valor de p <0,05 e estão representadas pelo (*).  

 

 

5.6 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DE CITOCINAS INDUZIDA PELOS ANTÍGENOS BRUTOS  

 

Analisamos cada citocina, separadamente, comparando a expressão induzida 

pelos antígenos entre si e com o basal, composto por células não estimuladas, em 

48h e 72h após a estimulação (Figura 20 e 21). Após 48h (Figura 20), a IL-17A (Figura 

20A), IFN-y (Figura 20B), TNF (Figura 20C), IL-6 (Figura 20E) e IL-4 (Figura 20F) não 

apresentaram significância estatística entre os antígenos padrão e os isolados de 

salivas humanas, nem em relação ao basal.  

A IL-10 (Figura 20D) apresentou significância estatística com p=0.0186, quando 

houve a comparação entre os antígenos 2 e 3, IOCL 3630 e IOCL 3632, 

respectivamente. A IL-2 (Figura 20F) também apresentou significância estatística com 

p=0.0325, quando o antígeno padrão IOCL 566 e o antígeno isolado de saliva 

humana, IOCL 3632, foram comparados. 
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Figura 20 - Comparação da expressão de citocinas Th1, Th2 e Th17 (pg/mL) entre o 

basal e os antígenos padrão IOCL 566 e os isolados de saliva IOCL 3630, IOCL 3632 

(ng/mL) após 48h de estimulação in vitro de PBMC (µg/mL). 

 

 
Fonte: A autora, 2023. 

Legenda: Comparação da expressão de citocinas Th1, Th2 e Th17 (pg/mL) entre o basal, composto 

de células não estimuladas, e os antígenos IOCL 566 (Ag.1) (10 ng/mL), padrão, IOCL 3630 (Ag.2) (10 

ng/mL), IOCL 3632 (Ag.3) (10 ng/mL), isolados de salivas humanas, após 48h da estimulação in vitro 

de PBMC (10 µg/mL). Diferenças entre os tempos foram consideradas significantes no valor de p <0,05 

e estão representadas pelo (*).  
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Após 72h (Figura 21), as citocinas IL-17A (Figura 21A), IFN-γ (Figura 21B), TNF 

(Figura 21C), IL-6 (Figura 21E) e IL-4 (Figura 21F) também não apresentaram 

significância estatística entre os antígenos, nem em relação ao basal. A IL-10 (Figura 

21D) apresentou significância estatística com p=0.0325, quando houve a comparação 

entre os antígenos 2 e 3, IOCL 3630 e IOCL 3632, respectivamente. A IL-2 (Figura 

21F) também apresentou significância estatística com p=0.0108, quando a 

comparação foi feita entre o basal e o antígeno 2, IOCL 3630.  

 

Figura 21 - Comparação da expressão de citocinas Th1, Th2 e Th17 (pg/mL) entre o 

basal e os antígenos padrão IOCL 566 e os isolados de saliva IOCL 3630, IOCL 3632 

(ng/mL) após 72h de estimulação in vitro de PBMC (µg/mL). 
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Fonte: A autora, 2023. 

Legenda: Comparação da expressão de citocinas Th1, Th2 e Th17 (pg/mL) entre o basal, composto 

de células não estimuladas, e os antígenos IOCL 566 (Ag.1) (10 ng/mL), padrão, IOCL 3630 (Ag.2) (10 

ng/mL), IOCL 3632 (Ag.3) (10 ng/mL), isolados de salivas humanas, após 72h da estimulação in vitro 

de PBMC (10 µg/mL). Diferenças entre os tempos foram consideradas significantes no valor de p <0,05 

e estão representadas pelo (*).  

 

Algumas citocinas (Figura 20, 21) também foram produzidas pelo controle 

basal, composto apenas de células sem estimulação antigênica. Os indivíduos 

controles utilizados no nosso estudo não possuíam clínica e nem histórico 

epidemiológico compatível com leishmaniose, no entanto, eles não foram testados ou 

questionados quanto a outras doenças infecciosas. Portanto, essa produção pode ter 

sido causada por outros processos infecciosos e/ou inflamatórios.  
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6  DISCUSSÃO 

   

  A LT é uma doença que afeta, endemicamente, 99 países, e entre esses países 

está o Brasil, onde a L. (V.) braziliensis é a principal espécie responsável pelos mais 

de 14 mil casos reportados só em 2021 (BRASIL, 2017; BURZA et al., 2018; OMS, 

2022). Afetando principalmente países negligenciados, onde nem sempre há 

infraestrutura laboratorial a serviço de toda a população, para um diagnóstico rápido 

e preciso da LT, tornou-se então necessário a busca por métodos mais simples, mais 

acessíveis e menos invasivos de coleta e diagnóstico. Entre esses possíveis métodos 

de coleta, a saliva, associada aos métodos de diagnóstico, como a PCR, vem sendo 

estudada (BOGGILD et. al., 2011; BRASIL, 2017; BRITO et. al., 2018).  

  CORVALAN et al., 2012 demonstraram, através da PCR, a possibilidade de 

identificação do DNA de Leishmania (V.) braziliensis em amostras de salivas 

humanas. Em 2018, de forma inédita, BRITO et. al. isolaram sete cepas de Leishmania 

(V.) braziliensis a partir da saliva de pacientes com LT sem lesões mucosas, apenas 

com lesões cutâneas localizadas.  

  Com a identificação e o isolamento parasitário, é possível que esse tipo de 

coleta, após o aprimoramento e associada aos métodos moleculares e/ou 

imunológicos, possa fazer parte do diagnóstico da LT. Além disso, esse isolamento 

também permite que novos conhecimentos sejam adquiridos para melhor entender a 

imunopatogenia da doença e buscar por novas estratégias de prevenção e 

monitoramento de cura. 

 

  A sobrevivência e a persistência da Leishmania em pacientes infectados com 

a leishmaniose dependem de estratégias de escape da resposta imune inata e 

adaptativa do hospedeiro, que incluem a diferenciação de células T em uma resposta 

Th1 ou Th2 e, consequentemente, a produção de citocinas inflamatórias (NEVES et 

al., 2003; BURZA et al., 2018). 

  Dependendo da forma clínica e da espécie envolvida, esse perfil de citocinas 

imunológicas varia. Essa variação pode acontecer pela exacerbação de citocinas pró-

inflamatórias ou anti-inflamatórias, ou ainda, pela exacerbação de citocinas 

específicas, já que, diferente dos modelos animais, em humanos, a subdivisão dessas 

citocinas em resistência e susceptibilidade à infecção, ainda não é bem estabelecida 
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(NEVES et al., 2003; CASTELLANO et al., 2009).  

 

  Analisando o perfil de citocinas induzido pelos dois antígenos isolados de 

salivas humanas e o antígeno padrão, nos indivíduos saudáveis utilizados no estudo, 

foi possível perceber um padrão semelhante na expressão dessas moléculas, com a 

exacerbação expressiva da IL-6, inclusive nos dois tempos analisados.  

  Quando os antígenos foram comparados entre si e com o controle basal, quase 

todas as citocinas, com exceção da IL-2 e IL-10, demonstraram que não houve 

diferença estatística significativa entre os grupos. Provavelmente, essa semelhança 

pode ser explicada pelo fato de as três cepas serem provenientes da mesma espécie, 

L. (V.) braziliensis. Esse achado permite concluir que as cepas isoladas de saliva 

apresentaram a mesma capacidade de estimulação que a cepa padrão, não isolada 

da saliva.  

  Apesar da produção significativa da IL-6, as demais citocinas apresentaram 

nenhuma ou uma baixa expressão. O grupo controle utilizado no nosso estudo é 

composto de indivíduos residentes de áreas não endêmicas e sem contato prévio com 

a Leishmania; portanto, a resposta imunológica induzida pode ter sido inespecífica, 

causando a expressão de níveis baixos dessas citocinas. 

  CASTELLANO et al., 2009, analisaram a produção das citocinas TNF-α, IFN-y, 

IL-4, e IL-10 induzidas por um antígeno de L. (V.) braziliensis no sobrenadante das 

células de pacientes divididos em três grupos: i) grupo controle, com indivíduos sadios, 

nas mesmas condições do nosso estudo; ii) grupo de pacientes com lesões ativas e 

iii) grupo de pacientes pós tratamento. Essa análise permitiu demonstrar que as 

citocinas apresentaram uma expressão menos exacerbada no grupo de controles, 

quando comparado aos demais grupos, especialmente em relação ao grupo de 

pacientes com lesões ativas. 

 

  A IL-6 é uma citocina produzida por células T e células fagocíticas e é 

comumente associada à resposta pró-inflamatória, contudo, em murinos, é produzida 

pelas células Th2, responsáveis pela resposta anti-inflamatória. Além disso, atua 

estimulando a produção de neutrófilos e promovendo a diferenciação de células T 

(HATZIGEORGIOU et al., 1993; MIRZAEI et al., 2020).  

  Em nosso estudo, verificamos uma produção considerável dessa citocina no 
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antígeno padrão e nos dois antígenos de isolados de saliva analisados. Ademais, foi 

possível também observar diferenças significativas entre os dois tempos pós 

estimulação, onde houve um aumento após 72h, com significância estatística. 

  GOMES et al., 2014 analisaram a produção das citocinas IL-1β, IL-6, IL-10 e 

TGF-β nas PBMC de indivíduos saudáveis, induzida pela infecção por amastigotas e 

promastigotas de diversas cepas de L. (V.) braziliensis. Foi possível demonstrar que 

quase todas as cepas tiveram produção significativa da IL-6, 24h e 48h após a 

estimulação.  

  O IFN-γ é a principal citocina ativadora de macrófagos e, em altas 

concentrações é comumente associada com a cura espontânea na LT. Alguns 

estudos sugerem que o seu aumento, em conjunto com a diminuição da expressão de 

IL-10, pode estar associado com a indução inicial da inflamação e, 

consequentemente, resistência do hospedeiro à infecção (CASTELLANO et al., 2009; 

BRELAZ et al., 2012; FREITAS et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014).  

  A IL-10 é descrita como uma citocina que atua na regulação da resposta 

imunológica, inibindo a produção do IFN-γ e a ativação dos macrófagos. A sua baixa 

expressão tem sido associada com a progressão da doença, quando produzida em 

altos níveis, e com produção de células T de memória, quando produzida em baixos 

níveis (CASTELLANO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2014). 

  Em nosso estudo, o IFN-γ apresentou uma baixa produção nas três cepas 

analisadas, embora a análise estatística da comparação entre os dois tempos, sugere 

que essa citocina aumentou significativamente em um período de 24h, entre 48h e 

72h, na cepa padrão (IOCL 566), e na cepa isolada de saliva (IOCL 3632). Em relação 

a IL-10, nosso estudo também demonstrou uma baixa expressão, sugerindo-se 

possível perfil pró-inflamatório.  

  POMPEU et al., 2001, demonstraram que a baixa expressão de IFN-γ tem sido 

associada também com a baixa expressão de IL-10, e que o aumento da IL-10 pode 

favorecer o aumento do IFN-γ. Possivelmente, ocorre um contrabalanço entre as duas 

citocinas. OLIVEIRA et al., 2014, também demonstraram que a alta expressão de IFN-

γ e TNF, associada com a baixa produção de IL-10, leva a produção de uma resposta 

inflamatória exacerbada, podendo causar o desenvolvimento de lesões cutâneas e 

mucosas. 
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  Analisando a expressão das citocinas induzidas pela estimulação de antígenos 

obtidos das cepas de L. (V.) braziliensis isoladas de salivas humanas, é possível 

perceber um perfil mais voltado para Th1, com a produção de IL-6 e IFN-γ. Esse perfil 

geralmente está associado com a resposta imunológica pró-inflamatória. Além disso, 

não houve expressão significativa da IL-10, comumente associada à resposta Th2.  

  Esses achados corroboram com o fato de as cepas utilizadas na estimulação 

serem provenientes de pacientes com leishmaniose cutânea localizada, uma forma 

clínica da LT caracterizada por uma resposta pró inflamatória, com consequentemente 

formação de ulcerações e lesões na pele (BRASIL, 2017; ANVERSA et. al., 2018; 

BRITO et al., 2018). Além disso, foi possível demonstrar que as cepas isoladas de 

salivas humanas induziram a produção de citocinas de forma bem semelhante a da 

cepa padrão, não isolada de saliva.  
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7 CONCLUSÃO 

 

● As cepas de L. (V.) braziliensis isoladas da saliva de pacientes com LT 

permitiram a obtenção de antígenos brutos; 

● Os antígenos obtidos permitiram a estimulação e análise das citocinas IL-17A, 

IFN-γ, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 no sobrenadante da cultura de PBMC;  

● Foi possível demonstrar exacerbação na produção da IL-6 e um aumento na 

produção de IFN-γ, com diferenças significativas entre os dois tempos de 

estudo, e uma baixa produção de IL-10, sugerindo um possível direcionamento 

para o perfil Th1; 

● A análise das citocinas permitiu demonstrar que os dois antígenos de isolados 

de saliva possuem um padrão de produção de citocinas semelhante ao da cepa 

padrão, isolada do parasito. Assim, pode-se concluir que os três antígenos 

possuem a mesma capacidade de estimular uma resposta imune;  

● Esse estudo pode assim corroborar no aprimoramento da saliva como método 

de coleta não invasivo, além de poder contribuir com o desenvolvimento de 

estratégias vacinais e de diagnóstico baseadas na capacidade antigênica dos 

antígenos estudados, questões importantes na prevenção e no controle da 

leishmaniose.  
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ANEXO A 

Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhães, 

FIOCRUZ-PE 
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ANEXO B 

Termo de consentimento livre e esclarecido - Grupo de Controles 
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