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ALBUQUERQUE, Suênia da Cunha Gonçalves. Associação entre o SNP IL-17A -197 G/A 

(rs2275913) e a susceptibilidade à leishmaniose tegumentar Americana no Estado de 

Pernambuco, Brasil.2018. Tese (Doutorado em Biociências e Biotecnologia em Saúde) –

Instituto Aggeu Magalhães, Fundação Oswaldo Cruz, Recife, 2018. 

 

RESUMO 

A interleucina17 (IL-17) é um mediador da resposta imune contra Leishmania.A associação 

de SNPs no IL-17 com desordens imunológicas e doenças infecciosas já foi demonstrada. No 

entanto, nenhuma associação de variantes do IL-17 com a leishmaniose tegumentar 

Americana (LTA) foi ainda descrita. Este estudo avaliou a associação do SNP IL-17 -197 G/A 

rs2275913 com a susceptibilidade à infecção por Leishmania braziliensis, em indivíduos de 

regiões endêmicas do Estado de Pernambuco, Brasil. Pessoas de municípios do Estado foram 

diagnosticadas quanto à infecção por L. (V.) braziliensis, e agrupadas como sintomáticos (gS, 

casos), assintomáticos (gA, controles) e sem infecção (gSI). As freqüências genotípicas foram 

determinadas e o equilíbrio de Hardy-Weinberg (EqHW) foi avaliado. A associaçãodo 

rs2275913 com a doença (casos) foi medida por Odds ratio (OR). As cargas parasitárias (cp) 

foram comparadas entre gS e gA, e entre os genótipos. A frequência de células IL-17+ e 

concentração de Il-17 secretada foram avaliadas por citometria de fluxo, e correlacionadas 

com a carga parasitária. 365 indivíduos foram inclusos no estudo de associação: 186 

compuseram um grupo sem infecção, 88 foram considerados gS (casos) e 91 gA (controles). 

O alelo raro A foi encontrado em 45 gA, e 45 gS. O estudo de associação tipo caso-controle 

mostrou ausência de associação (OR=1,27; IC: 0,70-2,33; p= 0,424) de portadores do alelo A 

com a susceptibilidade à LTA, frente à infecção por L. braziliensis. Maiores frequências de 

células CD4+ IL-17+ alternativas e patogênicas foram observadas entre portadores do alelo A 

(AA/AG x GG: p=0,018; p=0,018, respectivamente). A correlação de frequências de células 

IL-17+ IFNγ+ e IFNγ- com as cps de pacientes expostos à infecção mostrou relação 

significativa de Th17 patogênicas (IFNγ+) (p=0,043; r
2
=0,347) com a eliminação de parasitas. 

Dentro dos critérios estatísticos estabelecidos, O SNP IL-17 -197 G/A não tem associação 

suficiente para ser sugerido como um marcador de susceptibilidade ao desenvolvimento de 

doença frente à infecção por L. braziliensis, embora os resultados obtidos confirmem a 

capacidade deste SNP em alterar significativamente a quantidade de citocina expressa. O 

conjunto de resultados obtidos demonstra que a quantidade de IL-17 não exerce influência 

aparente sobre as cargas parasitárias dos indivíduos expostos à infecção, sugerindo que sua 

função neste aspecto seria relacionada ao estímulo da secreção de IFNγ, e à proporção de 

células Th17 IFNγ+ diferenciadas em resposta à infecção. Este estudo acrescenta 

conhecimento sobre a influência de uma importante variação genética em IL-17 sobre a LTA, 

e pode contribuir para reforçar o papel da IL-17 na patogênese da LTA. 

 

Palavras-chave: Interleucina 17, Leishmaniose tegumentar, SNP, imunopatogênese, Th17 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ALBUQUERQUE, Suênia da Cunha Gonçalves. Association between SNP IL-17A -197 G / 

A (rs2275913) and susceptibility to American cutaneous leishmaniasis in the State of 

Pernambuco, Brazil. 2018. Thesis (PhD degree of Bioscience andBiotechnology for Health) 

- Aggeu Magalhães Institute, Fundação Oswaldo Cruz, Recife, 2018. 

 

ABSTRACT 

 

Interleukin17 (IL-17) is a mediator of the immune response against Leishmania. The 

association of SNPs in the IL-17 gene with immunological disorders and infectious diseases 

has already been demonstrated. However, no association of IL-17 variants with American 

cutaneous leishmaniasis (ACL) has yet been described. This study evaluated the association 

of IL-17 -197 G / A rs2275913 SNP with susceptibility to Leishmania braziliensis infection in 

individuals from endemic regions of the State of Pernambuco, Brazil. People from 

municipalities in the state were diagnosed for infection by L. (V.) braziliensis, and grouped as 

symptomatic (gS, cases), asymptomatic (gA, controls) and a group without infection (gWI). 

The genotypic frequencies were determined and the Hardy-Weinberg equilibrium (EqHW) 

was evaluated. The association of rs2275913 with disease (cases) was measured by Odds 

Ratios (OR). Parasite loads (pl) were compared between gS and gA, and between genotypes. 

The frequency of IL-17+ cells and secreted IL-17 concentration were assessed by flow 

cytometry, and correlated with parasite loads. 365 subjects were included in the association 

study: 186 comprised one group without infection, 88 were considered gS (cases) and 91 gA 

(controls). The rare allele A was found at 45 gA, and 45 gS. The case-control association 

study showed no association (OR = 1.27, CI: 0.70-2.33, p = 0.424) of A allele carriers with 

susceptibility to L. braziliensis infection and ACL. Higher frequencies of CD4 + IL-17 + 

alternative and classic cells were observed among carriers of the A allele (AA/AG x GG: 

p=0,018; p=0,018, respectively). The correlation of frequencies of IL-17 + IFNγ + and IFNγ- 

cells with the pls of patients exposed to infection showed a significant relationship of 

pathogenic Th17 (IFNγ +) (p = 0.043; r2 = 0.347) with the elimination of parasites. Within 

established statistical criteria, IL-17 -197 G / A SNP does not have sufficient association to be 

suggested as a marker of susceptibility to the development of disease against L. braziliensis 

infection, although the results obtained confirm the capacity of this SNP in significantly alter 

the amount of cytokine expressed. The results show that the amount of IL-17 has no apparent 

influence on the parasite loads of the individuals exposed to the infection, suggesting that its 

function in this aspect would be related to the stimulation of IFNγ secretion, and to the 

proportion of Th17 IFNγ+ differentiated in response to infection. This study adds knowledge 

about the influence of significant genetic variation on IL-17 on ACL, and may contribute to 

enhance the role of IL-17 in the pathogenesis of ACL. 

 

Keywords: Interleukin 17, cutaneous leishmaniasis, SNP, immunopathogenesis, Th17 cells 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As leishmanioses são zoonoses de caráter não contagioso e evolução crônica, e têm 

sua etiologia atribuída a várias espécies do gênero Leishmania, amplamente distribuídas no 

mundo.A transmissão de Leishmania está associada a insetos flebotomíneos (Diptera: 

Psichodidae)do gênero Lutzomyia. O parasitismo das leishmânias nos macrófagos de 

humanos e animais resulta em um complexo de doenças com importante espectro clínico, 

podendo acometer a pele, mucosas ou vísceras, dependendo da espécie infectante (BRASIL, 

2007; GUERRA et al. 2006). 

Condições socioeconômicas, desnutrição, mudanças climáticas, e movimentos 

populacionais que expõem pessoas não imunes ao ciclo da doença estão entre os fatores de 

risco para as leishmanioses, tornando-as doenças de alto potencial epidemiológico, segundo a 

Organização Mundial de Saúde - OMS (2016). A leishmaniose tegumentar Americana (LTA) 

é uma das endemias de maior importância em saúde pública no Brasil, devido a sua ampla 

distribuição pelo território nacional, ocorrência de formas clínicas graves e dificuldades no 

diagnóstico e tratamento (DORVAL et al. 2006). Pelo risco de gerar deformidades e sequelas 

psicológicas que refletem no campo social e econômico, a LTA torna-se uma das afecções 

dermatológicas de maior importância para novos estudos que direcionem a melhoria do 

diagnóstico, tratamento e controle (GUERRA et al. 2006).  

 Nas leishmanioses, fatores relacionados a competência vetorial, espécie infectante, e 

características intrínsecas ao hospedeiro atuam no estímulo e no direcionamento da resposta 

imune. Existem evidências de que o conjunto de citocinas produzidas logo após o 

estabelecimento da infecção seja determinante para a progressão do processo infeccioso para 

a cura, conferindo resistência à infecção (SCHARTON; SCOTT, 1993). Na intenção de 

entender os mecanismos envolvidos no controle espontâneo da infecção por L. (V.) 

braziliensis, alguns estudos têm avaliado o perfil de citocinas de indivíduos curados e 

assintomáticos (BITTAR et al. 2007; DA-CRUZ et al. 2002), concluindo que o balanço entre 

citocinas inflamatórias e regulatórias deve ser compatível com a indução de mecanismos 

efetores contra o parasito, seguidos pela modulação da resposta inflamatória para evitar os 

danos teciduais que resultam da exacerbação da resposta celular anti-Leishmania. 

 A recente demonstração de uma população de células T auxiliares (Th) produtoras de 

interleucina (IL) 17 (HARRINGTON et al. 2005; PARK et al. 2005), com funções efetoras 

distintas daquelas identificadas em Th1 e Th2, demonstrou uma nova influência sobre este 

equilíbrio. A IL-17 secretada pelas células T ativadas tem um papel pró inflamatório, 
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aumentando a concentração local de quimiocinas e neutrófilos (FOSSIEZ et al 1996; 

WORTMAN et al. 2000). Como altas concentrações de IL-17 têm sido associadas com 

doenças crônicas, o estudo de sua participação como mediadorde cura ou de agravamento da 

LTA tornou-se indispensável.  

 Diante deste painel e da importância de sua compreensão, novas ferramentas e 

conhecimentos em biologia celular e molecular têm sido utilizados para ampliar o saber a 

respeito dos mecanismos imunológicos envolvidos na infecção por L. (V.) braziliensis. 

Recentemente, a tecnologia disponível permitiu o mapeamento de mutações pontuais no 

genoma, os SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms). Estes correspondem a diferenças de 

um único nucleotídeo na sequência de DNA, e podem ser responsáveis por variações de 

função ou de expressão de moléculas. Neste trabalho, a análise de SNPs de citocinas foi 

aplicada para estudar sua relação com a imunopatogênese da LTA.   

Diversas publicações científicas implicam associação de SNPs em todas as cinco 

classes de citocinas (interleucinas, interferons, quimiocinas, família do fator de necrose 

tumoral - TNF, e membros da família do fator de crescimento tumoral - TGF), com uma 

grande diversidade de doenças inflamatórias e não inflamatórias, podendo ter efeitos 

protetores ou nocivos ao indivíduo (BHUSHAN; PERUMAL, 2012; GERARD; ROLLINS, 

2001). Embora estes marcadores tenham sido amplamente explorados em sua relação com 

câncer, doenças alérgicas e autoimunes nos últimos anos, poucos estudos trabalharam a 

associação de SNPs em citocinas a doenças infecciosas, especialmente ao desenvolvimento de 

sintomas diante da infecção por Leishmania spp. (AL-BASHIER, 2014; FRADE et al. 2011; 

MATOS et al. 2007). 

Os efeitos terapêuticos de citocinas como alvos de drogas têm sido explorados num 

certo número de doenças (CHUNG, 2006; VAN DEVENTER, 1999; VIOLA; LUSTER, 

2008) com seu efeito estimulador ou inibidor sendo avaliado para o potencial de agir como 

mediadores de supressão de sintomas e/ou cura. Embora o tratamento de primeira escolha 

para a LTA seja na maioria das vezes efetivo e indicado, desvantagens tais como efeitos 

colaterais, longa duração do tratamento e contra-indicação para grupos de risco como 

cardiopatas, nefropatas, idosos, grávidas e outras condições devem ser observadas 

(MAYRINK et al. 2006). Este fato reforça a necessidade de estudos de base para o 

desenvolvimento de imunoterapias com melhor relação de efetividade. 

Frente ao exposto e com base na dificuldade de determinar o papel da IL-17 na 

patogênese da LTA, tornou-se relevante a avaliação de SNPs no gene que codifica para esta 
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citocinaem pacientes com progressão clínica da enfermidade. Sabendo que deficiências na 

expressão ou a super expressão de citocinas tem sido associadas a doenças (BHUSHAN; 

PERUMAL, 2012), sequências regulatórias deste gene merecem atenção especial. 

O conhecimento de polimorfismos de genes de citocinaspode ajudar a fornecer 

marcadores para localizar a causa genética do desenvolvimento de sinais clínicos da LTA. 

Caracterizar os tipos celulares presentes em pacientes com diferentes genótipos será um 

avanço para o melhor esclarecimento da influencia da IL-17 na resposta imune à infecção. 

Adicionalmente, este conhecimento pode ajudar a identificar as razões para a disparidade 

fenotípicada doença em diferentes grupos populacionais, e a concepção de medicamentos para 

populações específicas através de medicina personalizada, além do direcionamento de 

medidas de controle mais eficientes para populações vulneráveis. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 As leishmanioses: aspectos gerais 

 

As leishmanioses são um complexo de doenças parasitárias causadas por 

protozoários (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) do gênero Leishmania transmitidas ao 

homem por picadas de insetos hematófagos conhecidos como flebotomíneos (CHAPPUIS et 

al. 2007; DESJEUX, 2004). A maioria das espécies de Leishmania tem origem zoonótica, 

sendo a variante antroponótica (L. donovani), ocorrente na Índia, Sudão e Afeganistão, 

consequência da adaptação de algumas espécies a estes ciclos (SHAW, 2007). Segundo 

Noyes (1998), o homem é considerado hospedeiro acidental (antropozoonose), enquanto o 

protozoário infecta cerca de nove ordens de mamíferos e répteis em áreas subtropicais e 

tropicais do mundo. 

O ciclo evolutivo dos parasitos do gênero Leishmania compreende uma fase no 

hospedeiro invertebrado onde os parasitos se multiplicam por divisão binária, e outra fase no 

hospedeiro vertebrado no qual formas amastigotas vivem e se multiplicam no interior dos 

vacúolos parasitóforos dos macrófagos. Fêmeas de insetos flebotomíneos, hospedeiros 

intermediários desses parasitos, são infectadas quando formas amastigotas são ingeridas 

durante o repasto sanguíneo. No trato digestivo do flebotomíneo, o parasito sofre 

sucessivasmodificações, até que se transforma empromastigota, tornando-se novamente 

infectante ao hospedeiro definitivo mamífero (NEVES, 2004) (Figura 1). A parasitose afeta as 

células do sistema mononuclear fagocitário apresentando uma variedade de síndromes, 

conforme o tropismo da espécie infectante pelas vísceras ou tegumento. A doença pode, 

portanto, se apresentar nas formas tegumentar (leishmaniose tegumentar Americana - LTA) e 

visceral (leishmaniose visceral - LV) de acordo com a espécie parasitária envolvida; e suas 

formas clínicas diferem em distribuição geográfica, hospedeiro/vetor e taxas de incidência e 

de mortalidade (MARZOCHI; MARSDEN, 1991). 

A leishmaniose é uma das mais importantes doenças parasitárias transmitida por vetor, 

e ocupa o nono lugar em termos de carga global da doença entre todas as doenças infecciosas 

e parasitárias (HOTEZ et al. 2004), sendo responsável por mais de 57.000 mortes por ano 

(HOTEZ et al. 2004; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2000).Dados da 

Organização Mundial de Saúde indicam que 350 milhões de pessoas estão expostas ao risco, 

com registro aproximado de dois milhões de novos casos, das diferentes formas clínicas ao 

ano (ALVAR et al. 2012; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2010). Ambas as 
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formas clínicas da leishmaniose foraminicialmente caracterizadas como doenças de caráter 

eminentemente rural; no entanto, recentemente a doença vem se expandindo para áreas 

urbanas de médio e grande porte (BRASIL, 2010). 

Figura 1 - Ciclo biológico de Leishmania sp. Destacam-se as fases evolutivas do parasito no hospedeiro 

mamífero (humanos, roedores ou cães) e no vetor invertebrado (fêmeas de insetos do gênero Lutzomyia sp.). 

 

Fonte: Soares (2017) 

Nota: Parasitos do gênero Leishmania sp. infectam fagócitos (neutrófilos, monócitos e macrófagos) e se utilizam 

de sua biologia celular para multiplicação. Durante o repasto sanguíneo, as formas amastigotas são sugadas pelo 

vetor, e evoluem para sua forma flagelada e móvel no intestino do inseto. 

 

No âmbito nacional, estas enfermidades encontram-se como doenças endêmicas, 

negligenciadas, com surtos epidêmicos relatados em diversas cidades, posicionando o Brasil 

como o principal responsável pelos casos registrados na América Latina com 26.008 

casos/ano, número superior aos registrados na Colômbia (17.420 casos), Peru (6.405 casos), 

Bolívia (2.647 casos), Argentina (261 casos), entre outros países Latinos (BRASIL, 2006; 

ALVAR et al. 2012). 

A LTA é a forma clínica mais presente nas Américas, ocorrendo desde o sul dos 

Estados Unidos até o norte da Argentina. O foco de maior destaque é o continente sul-

americano, que compreende todosos países, com exceção do Uruguai e do Chile (GONTIJO; 

CARVALHO, 2003). No Brasil, a forma cutânea da leishmaniose tem casos autóctones de 

LTA em todas as regiões do país (BRASIL, 2007).A importância da LTA como problema de 



23 
 

 

 

saúde pública reside não somente na suaalta incidência e ampla distribuição geográfica, 

mastambém na possibilidade de assumir formas que podemdeterminar lesões destrutivas, 

desfigurantes e incapacitantes, com grande repercussão no campopsicossocial do indivíduo 

(GONTIJO; CARVALHO, 2003). 

 

2.2  Leishmaniose tegumentar Americana 

 

2.2.1 Etiologia, vetores e reservatórios 

 

Mais de 30 espécies de Leishmania são conhecidas, sendo 20 patogênicas ao homem 

(ASHFORD, 2000). No continente europeu e Ásia as espécies que causam a Leishmaniose 

Tegumentar (LT) pertencem ao complexo Leishmania tropica; Leishmania (Leishmania) 

tropica, L. (Leishmania) major e L. (Leishmania) aethiopica. Algumas cepas de Leishmania 

(Leishmania) infantum podem ser responsáveis por causar LT sem comprometimento dos 

órgãos internos nesta região (KOBETS; GREKOV; LIPOLDOVÁ, 2012; MASMOUDÍ et al. 

2013). 

Nas Américas, encontram-se as espécies do complexo Leishmania braziliensis; 

Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) panamensis, Leishmania (Viannia) 

guyanensis, L. (Viannia) shawi e L. (Viannia) peruviana, e do complexo L. mexicana; L. 

(Leishmania) mexicana, L. (Leishmania) amazonensis, L.(Leishmania) venezuelensis, além de 

L. (Viannia) lainsoni, L. (Viannia) naiffi e L.(Viannia) lindenbergi; sendo todas as espécies 

zoonóticas (KOBETS; GREKOV; LIPOLDOVÁ, 2012). A maioria das espécies tanto do 

Velho Mundo como do Novo Mundo causam apenas lesões na pele, porém L. (V.) 

braziliensis, L. (V.) panamensis e L. (V.) guyanensis podem causar lesões também em 

mucosas (forma mucocutânea) (BRASIL, 2007; GONTIJO; CARVALHO, 2003). 

No Brasil foram identificadas sete espécies dermotrópicas, sendo seis do subgênero 

Viannia e uma do subgênero Leishmania. A maior diversidade etiológica ocorre nas regiões 

Norte e Nordeste (BRASIL, 2010). A principal espécie, mais prevalente em seres humanos, 

encontrada em todas as zonas endêmicas do país é Leishmania (V.) braziliensis; transmitida 

por diferentes espécies de flebotomíneos tais como, Lutzomyia whitmani, Lu. intermédia, Lu. 

wellcomei, entre outras (BRITO et al. 2012). Além desta, outras espécies têm sido descritas: 

a) Leishmania (Viannia) guyanensis, espécie que ocorre às margens do Rio 

Amazonas, transmitida principalmente por Lutzomyia umbratilis, Lu. Anduzei e Lu. 

whitmani; 
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b) Leishmania (V.) naiffi e Leishmania (V.) shawi, ocorrem nos estados do Pará e 

Amazonas, sendo os principais vetores Lu. squamiventris, Lu. paraensis, Lu. ayrozai 

e Lu. whitmani, respectivamente e; 

c) ainda na região da Amazônia, Leishmania (V.) lainsoni e Leishmania (L.) 

amazonensis transmitidas, respectivamente, por Lu. Ubiquitalis e Lu. flaviscutellata 

(SHAW; LAINSON, 1975). 

As espécies L. (V.) braziliensis, L. amazonensis e L. guyanensis, foram descritas em 

animais silvestres (Bolomys lasiurus), sinantrópicos (Rattus rattus) e domésticos (canídeos, 

felídeos e eqüídeos) (BRASIL, 2007). Em relação aos animais domésticos, apesar de 

numerosos registros de infecção natural, seu papel na manutenção do parasito no meio 

ambiente como reservatórios ainda não foi definitivamente esclarecido (DAVIES, 1999; 

LAINSON; SHAW, 1998; REITHINGER; FALQUETO; FERREIRA, 2005). 

 

2.2.2 Manifestações clínicas da LTA 

 

Em geral, a transmissão de L. (V.) braziliensis, principal espécie identificada em 

Pernambuco, vincula-se a atividades profissionais tais como cultivo de cana de açúcar, cacau 

e banana (MARINHO-JÚNIOR, 2010). Esta infecção frequentemente apresenta lesões 

cutâneas expansivas e persistentes, raramente múltiplas, com tendência a produzir metástases 

na mucosa nasal em cerca de 4% a 5% dos casos (BRASIL, 2007; BASANO; CAMARGO, 

2004).  

A apresentação de lesõesdependerá tanto da espécie infectante (DAVID; CRAFT, 

2009; GOTO; LINDOSO, 2012), como da imunidade do hospedeiro, podendo formar feridas 

ulceradas, nodulosas e lisas, placas planas ou verrugosas com hiperqueratose; estas lesões 

podem permanecer localizadas e evoluírem para cura espontânea, ou através dos vasos 

linfáticos, se disseminarem e produzir lesões secundárias em outras regiões da pele e mucosas 

(GOTO; LINDOSO, 2012). 

Diante da diversidade de características clínicas, a LTA é dividida em: Leishmaniose 

Cutânea Localizada (LCL); Leishmaniose Cutânea Difusa (LCDf); Leishmaniose Cutânea 

Disseminada (LCDs); Leishmaniose Mucocutânea (LMC). A lesão cutânea localizada é a 

primeira a apresentar-se na maioria dos casos, podendo progredir para outras formas 

dependendo da espécie de Leishmania envolvida (LINDOSO et al. 2012). LCDf produz 

lesões cutâneas disseminadas e crônicas em consequência da resistência ao tratamento, 

associada à deficiência na resposta imune celular do hospedeiro, produzindo lesões nodulares 
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por larga extensão cutânea (BRASIL, 2010). A LCDs, confundida frequentemente com a 

forma LCDf, tem expressão rara (até 2% dos casos), com apresentação de múltiplas lesões 

papulares acometendo uma grande extensão corporal (BRASIL, 2010). A LMC acomete 

parcialmente ou totalmente mucosas do nariz, boca e garganta sem cura espontânea (BRASIL, 

2010) (Figura 2). 

Figura 2 - Espectro clínico da leishmaniose tegumentar Americana. A) região rural típica da ocorrência da LTA; 

B) apresentação clínica da leishmaniose cutânea localizada; C) leishmaniose cutânea disseminada; D) 

leishmaniose cutâneo-mucosa. 

 

Fonte: Castelluci et al. (2014) 

 

2.2.3 Diagnóstico da LTA 

 

De modo geral, o diagnóstico das leishmanioses se define pela associação de aspectos 

clínicos, epidemiológicos e laboratoriais. O diagnóstico clínico da LTA pode ser realizado por 

meio das características da lesão associadas à anamnese, onde os dados epidemiológicos são 

de grande importância. Porém, o amplo espectro de formas clínicas dificulta esta forma de 

diagnóstico, tornando-o nem sempre simples ou imediato (GONTIJO; CARVALHO, 2003). 

As técnicas laboratoriais clássicas incluem exame parasitológico direto, intradermorreação de 

Montenegro (IDRM), isolamento do parasito em meio de cultura e detecção de anticorpos 

anti-Leishmania por métodos sorológicos (WEIGLE et al. 1987; BRITO et al. 2000). 

A microscopia ainda é a abordagem diagnóstica padrão em níveis de saúde terciários, 

secundários, ou até mesmo primários em áreas de endemicidade, porque as técnicas mais 
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sofisticadastêm custo elevado e estão raramente disponíveis. O cultivo dos parasitas em 

combinação com a multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) permite a identificação e 

caracterização de espécies de parasitas. A MLEE é um método para caracterizar organismos 

pelas mobilidades relativas na eletroforese, a partir de um grande número de enzimas 

intracelulares (STANLEY; WILSON, 2001). No entanto, requer conhecimento técnico 

aprofundado e é demorada, além de poder ter seu resultado prejudicado devido ao manejo das 

culturas (REITHINGER; DUJARDIN, 2006). 

No Brasil, a IDRM, também conhecida como Teste de Montenegro, tem sido usada em 

grande escala em inquéritos diagnósticos populacionais e como técnica de apoio ao 

diagnóstico parasitológico direto, conforme fluxo sugerido pelo Ministério da Saúde 

(BRASIL, 2007). O teste consiste em uma reação de hipersensibilidade celular tardia, 

estimulada pela inoculação de um antígeno específico por via subcutânea. O teste torna-se 

positivo em algumas semanas após a infecção, e tem sido usado como diagnóstico diferencial 

com dermatomicoses. O teste de Montenegro é um método decisivo parao diagnóstico das 

lesões de Leishmania persistentes e das lesões mucosas, nas quais o número de parasitas é 

baixo e, portanto, difícil de detectar. O teste pode ser também útil para o acompanhamento em 

programas de vacinação, indicando o desenvolvimento de proteção e memória imunológica 

(COSTA et al. 1996). 

Abordagens moleculares de diagnóstico, especialmente pela PCR (polymerase chain 

reaction) que detectam o DNA da leishmania, e têm sido amplamente utilizadas, em virtude 

de sua alta sensibilidade e praticidade no processamento de amostras (CRUZ et al. 2002; 

GARCIA et al. 2005; GONÇALVES et al. 2012; STRAUSS-AYALI et al. 2004).Entre as 

variações da PCR, a PCR quantitativa em tempo real (qPCR) tem apresentado destaque, evem 

sendo utilizada por diversos autores, possibilitando a realização de estudos relacionados a 

carga parasitária, interação hospedeiro-parasito, monitoramento da terapia e caracterização de 

espécies (CASTILHO et al. 2008; FRANCINO et al. 2006; MARY et al. 2004; PAIVA-

CAVALCANTI et al. 2013; VITALE et al. 2004; WEIRATHER et al. 2011;WORTMANN et 

al. 2004). 

 

2.2.4 Imunopatogênese e resposta imune celular na LTA 

 

A LTA compreende um conjunto de doenças com características clínicas e 

imunopatológicas distintas, nas quais o desenvolvimento e o agravamento dos sintomas 

relacionam-se com fatores diversos, tais comoa espécie de parasito envolvida ea resposta 
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imune do hospedeiro. A resposta imune adaptativado hospedeiro àinfecção por Leishmania é 

regulada por vias de grande complexidade. Investigações sobrea resposta imune específica 

mediada por células (diagnóstico pela IDRM e respostas proliferativas dos linfócitos in vitro), 

em áreas endêmicas, demonstram que apenas um subconjunto de pessoas infectadas com 

Leishmania evolui para o desenvolvimento de sintomas clínicos da doença (DAVIES et al. 

1995). Inquéritos epidemiológicos aplicados em áreas endêmicas da LTA revelam que apenas 

2-3% dos indivíduos infectados por parasitas do subgênero Viannia (L. (V.) braziliensis, L. 

(V.) guyanensis, L. (V.) panamensis, e L. (V.) peruviana) desenvolvem lesões dérmicas 

(JIRMANUS et al. 2012). Portanto, frente à infecção por estes parasitas, existem indivíduos 

naturalmente resistentes (assintomáticos) e indivíduos com diferentes graus de 

susceptibilidade (sintomáticos) (SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004). 

A função dos macrófagos durante a infecção é bem estabelecida. Estes atuam por meio 

da produção de espécies reativas do oxigênio (ROS) e intermediários tais como o óxido 

nítrico (ON), que levam à morte dos parasitas. No entanto, não existe um consenso para os 

mecanismos de suscetibilidade, e como eventos diferentes são preferencialmente 

desencadeados em um determinadohospedeiro (SOONG; HENARD; MELBY, 2012). 

De modo geral, a lesão inicial da LTA ocorre em decorrência de um infiltrado 

inflamatório composto, em maior parte, por linfócitos e macrófagos, recrutados para a área 

dérmica após a inoculação dos parasitos. As leishmanias desenvolvem mecanismos para 

manipular o sistema de defesa hospedeiro (NEVES, 2012). Entre estes mecanismos destaca-se 

a produção de dois glicoconjugados de superfície; olipofosfoglicano ea glicoproteína 63 

(gp63) (ROBINS; COTRAN, 2005). 

O lipofosfoglicano atua na ativação do sistema complemento com o objetivo de 

induzir a fagocitose e proteger os parasitos inclusos nos fagolisossomas, inibindo as enzimas 

lisossomais. A gp63 auxilia na ligação do parasito aos receptores dos macrófagos. A acidez 

dentro dos fagolisossomas faz com que as promastigotas transformem-se em amastigotas, 

resistentes ao baixo pH. A multiplicação das amastigotas, dentro dos fagolisossomas, 

promove o rompimento do macrófago com infecção de novas células, potencializando a 

resposta inflamatória (BARRAL-NETO et al. 1986; GONTIJO; CARVALHO, 2003; 

ROBINS; COTRAN, 2005).    

 No contexto da imunidade adaptativa, a atividade dos linfócitos T CD4+ desempenha 

um papel dicotômico na resposta do hospedeiro à LTA, podendo promover uma resposta 

protetora, apresentando um perfil de citocinas do tipo Th1 ou, do tipo Th2, que acarreta 
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persistência da doença e sua patologia(BACELLAR et al. 2002; CHOI; KROPF, 2009; 

KEDZIERSKI, 2010; REIS et al. 2006). 

Na LTA humana, a diferenciação de células T CD4+ para o tipo Th1 é mediada por 

IL-12, produzida por células apresentadoras de antígenos (APCs) no curso da infecção 

(ALEXANDER; BROMBACKER, 2012). O padrão de resposta imune do tipo 1 com 

produção de IFNγ, TNF e IL-12, tem sido associado com o controle da infecção por ativação 

macrofágica e, portanto, eficientedestruição parasitária (ROBERTS, 2006; AMEEN, 2010). A 

citocina IFNγatua em sinergia com TNF ativando a enzima óxido nítrico sintase induzível 

(iNOS) de macrófagos (Mφ) a produzir óxido nítrico (ON), resultando na morte intracelular 

do parasito e controle da doença (BOGDAN et al. 2000; NYLEEN; GAUTAM, 2010).Por 

outro lado, citocinas como IL-4, IL-10 e TGFβ, consideradas do tipo 2, favorecem a 

multiplicação parasitária através da inibição da produção de IFNγ e bloqueio da ativação de 

macrófagos, reduzindo os níveis de óxido nítrico (ON) (GOMES-SILVA et al. 2007, 

OLIVEIRA et al. 2014).  Estas citocinas também são capazes de inibir a diferenciação dos 

linfócitos T para um perfil Th1 e sua consequente produção de IFNγe TNF, desfavorecendo a 

ação protetora (BARATTA-MASINI et al. 2007). 

Apesar deste conhecimento, a resposta imune humana à infecção por Leishmania não 

está tão bemcaracterizada como a resposta em camundongos, em virtude de sua 

complexidade(REIS et al. 2006). A despeito dos conceitos apresentados, mesmo na presença 

de moléculas efetoras como IFNγ, TNF, e ON durante a doença ativa em humanos, a 

multiplicação parasitária em muitos casos persiste, indicando que os processos biológicos 

envolvidos na patogênese são ainda mais complexos, e não podem ser interpretados apenas 

pela avaliação do equilíbrio entre os perfis Th1 e Th2, característicos dos modelos animais 

(KATARA et al. 2013). Adicionalmente, a recente caracterização de populações celulares 

influentes como Th9 e células T regulatórias (Tregs), bem como a avaliação das interações 

parasito-hospedeiro nas infecções por espécies diferentes de Leishmania têm levado ao 

questionamento do paradigma Th1/Th2 como modelo simples de resistência e 

susceptibilidade (ALEXANDER; BROMBACKER, 2012).  

As Tregs, envolvidas na manutenção da homeostase imune através da deleção de 

células T auto-reativas e secreção de mediadores anti-inflamatórios como a IL-10 

(PETERSON, 2012), têm sido estudadas quanto ao seu papel na resposta inflamatória nas 

leishmanioses cutâneas (ANDERSON et al. 2007; BELKAID et al. 2001; LAGES et al. 

2008). As Tregs incluemcélulas T CD4+ CD25+ FoxP3+ naturais, que são derivadas do timo 
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(nTregs) e Tregs induzíveis (iTregs), que derivam de sítios periféricos (ALEXANDER; 

BROMBACKER, 2012). A função das Tregs durante a infecção por Leishmania é 

multifacetado, e a promoção de doença ou proteçãodepende do modelo experimental 

investigado (ALEXANDER; BROMBACKER, 2012). 

O conhecimento da plasticidade das células T e esta recente caracterização de 

populações de células T regulatórias, bem como de outras subpopulações de células T efetoras 

como Th17, Th9, e células T foliculares (Th(f)), tornou ainda mais complexo o entendimento 

das interações entre patógeno e hospedeiro responsáveis pelo processo de cura espontânea e 

doença nas leishmanioses (ALEXANDER; BROMBACHER, 2012; GOLLOB et al. 2008; 

KEDZIERSKI, 2010; NYLÉN; GAUTAM, 2010). Assim, o paradigma da resposta Th1/Th2 

em humanos foi aceito até 2005, quando uma população celular bem diferenciada, conhecida 

como Th17 foi identificada (HERINGTON et al. 2005; PARK et al. 2005). 

A interleucina 17, principal citocina secretada pelo perfil celular Th17, pode 

desempenhar um papel patogênico em um amplo espectro de doenças 

humanas,particularmente em condições inflamatórias crônicas quando a inflamação, muitas 

vezes desencadeada por agentes desconhecidos,não pode ser adequadamente atenuada pelo 

sistema imunológico(COSMI et al. 2014).Diante deste espectro de atividades, a IL-17 tem 

sido alvo de estudos nas infecções por Leishmania spp. Contudo, apesar dos esforços 

dispensados pela comunidade científica nos últimos 10 anos, resultados controversos têm sido 

encontrados e a atuação da IL-17 como fator de resistência ou susceptibilidade na LTA ainda 

não é bem compreendida (BACELLAR et al. 2009; NOVOA et al. 2011). 

 

2.3 Células T helper 17 e interleucina 17 na LTA 

 

Sabe-se que na presença de IL-12 as células T virgensdiferenciam-se para o tipo Th1, 

gerando um sistema de feedback positivo autócrino, e que a IL-4 induz a especialização 

celular para o perfil Th2. Estudos recentes demonstraram que o perfil Th17 se diferencia sob 

exposição a combinações de IL-1, IL-6 e TGFβ (ONISHI; GAFFEN, 2010).Embora tenha 

sido demonstrado o TGFβ como requisito para a geração de células Th17 in vitro e in vivo, 

verificou-se que células Th17 podem ser geradas independentemente de TGFβ (GHORESCHI 

et al. 2010), de forma alternativa. Os tipos "clássicos" e "alternativos" de Th17têm expressão 

diferencial de citocinas e consequentemente funções efetoras distintas: quando as células 

Th17 "clássicas" foram comparadas às células Th17 induzidas alternativamente, as células 

Th17 "alternativas" eram mais patogênicas (GHORESCHI et al. 2010; PETERS; LEE, 
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KUCHROO, 2011). Ambos os tipos de Th17 secretam principalmente IL-17A e IL-17F, com 

maiores níveis de IFNγ, GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating factor) e IL-

22 produzidos pela população diferenciada do modo alternativo (AKDIS et al. 2012). 

Apesar de o tipo celular Th17 ter sido recentemente caracterizado, a IL-17já possuía 

funções bastante conhecidas, incluindo múltiplos efeitos inflamatórios e hematopoiéticos 

assim como IL-1, IL-6, TNF e iNOS, nos tecidos endotelial, epitelial e fibroblastos (TESMER 

et al. 2008). A IL-17 está envolvida no recrutamento, migração e ativação de neutrófilos; com 

função importante na proteção das superfícies contra bactérias e fungos patogênicos 

extracelulares, podendo também mediar patologias imunológicas graves (KORN et al. 2009; 

NYLÉN; GAUTAM, 2010).Estudos funcionais da IL-17 demonstram sua habilidade em 

estimular a produção de outras citocinas e quimiocinas como IL-6 e IL-8 por vários tipos 

celulares (KAWAGUCHI et al. 2004). O papel estimulatório da IL-17 sobre quimiocinas 

como β-defensina e MIP-3 (macrophage inflammatory protein - 3) em conjunto com sua 

atividade de recrutamento e ativação de neutrófilos sugere que esta citocina é importante tanto 

nas respostas imunes inatas quanto adaptativas (KAWAGUCHI et al. 2004). Sabe-se que a 

IL-17 tem um papel importante no processo de inflamação tecidual, e seu envolvimento na 

fisiopatologia de doenças autoimunes e rejeição de órgãos transplantados tem sido 

amplamente demonstrado (ANTONYSAMY et al. 1999; CHAUBAUD et al. 1998; 

CIPRIANDI et al. 2009; FUJINO et al. 2003).  

Diante destes efeitos, a IL-17 tem sido muito estudada em modelos experimentais, 

frente a infecções por fungos, bactérias e protozoários, mas seu papel em infecções humanas 

não está bem definido, especialmente com relação às leishmanioses (ASSIS-SOUZA et al. 

2013).Embora os estudos de células Th17 em humanos tenham inicialmente sido escassos em 

relação aos estudos com modelo animal, a descoberta de semelhanças e diferenças também se 

tornou um fator contribuinte para sua compreensão (TESMER et al. 2008). 

Recentemente, a atividade das células Th17 tem sido demonstrada nas infecções por 

diversas espécies de Leishmania(BOAVENTURA et al. 2010; KATARA et al. 2013; PITTA 

et al. 2009). Níveis elevados de IL-17 foram medidos em pacientes comLT, mostrando que a 

ativação Th17 é gerada por L. major, L. (V.) braziliensis, L. tropica, L. panamensis,L. 

guyanensis, L. amazonensis e L. naiffi, agindo sobre a ativação de macrófagos e recrutamento 

de neutrófilos(GONÇALVES-DE-ALBUQUERQUE et al. 2017). No entanto, mecanismos 

evolutivos permitiram que cada espécie desenvolvesse uma habilidade diferente de subverter 

a resposta imune celular em seu favor, gerando redes de interações de citocinas com 
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desfechos distintos conforme a espécie infectante (ALEXANDER; BROMBACKER, 2012). 

Estudos clínicos indicam diferenças nas respostas imunes na LT entre subgêneros Viannia e 

Leishmania. Por exemplo, níveis mais elevados de Th17 foram encontrados nos soros de 

pacientes infectados com L. (Viannia) guyanensis do que naqueles infectados por L. 

(Leishmania) amazonensis. Assim, a influência de Th17 /IL-17 sobre a doença pode também 

ser influenciada pela espécie de Leishmania (GONÇALVES-DE-ALBUQUERQUE  et al. 

2017) (Quadro 1). 

Nas infecções por L. infantum, a presença de IL-17 tem sido relacionada ao controle 

da replicação parasitária fortalecendo a resposta Th1 e produção de ON (NASCIMENTO et 

al. 2015), bem como em infecções por L. donovani (PITTA et al. 2009). De modo oposto, 

Bacellar et al. (2009) demonstraram a produção de IL-17 durante a infecção por L.(V.) 

braziliensis e a correlação direta entre esta citocina e TNF, indicando o possível envolvimento 

de IL-17 na patogênese da LTA. Oliveira et al. (2014) demonstraram a atuação da IL-17 no 

desenvolvimento de sintomas na LTA, podendo ter sua expressão regulada por IL-10. Outros 

estudos, porém, relacionaram a presença de IL-17 em infecções por L. (V.) braziliensis com o 

progresso para cura espontânea através da ação sinérgica com o IFN-γ (VARGAS-

INCHAUSTEGUI et al. 2008), e observaram maiores níveis de expressão desta citocina em 

pacientes subclínicos (NOVOA et al. 2011). A Figura 3 ilustra a diferenciação dos principais 

tipos de linfócitos na resposta imune adaptativa contra Leishmaniasp. e a participação das 

células Th17 no controleà infecção, podendo agravar o processo inflamatório ou colaborar 

para a redução da carga parasitária.  

Estes achados controversos têm estimulado a busca por novos conhecimentos acerca 

da participação da IL-17 na resposta imune celular na LTA, no sentido de desvendar suas 

influências na expressão de citocinas como IFNγ, TNF, IL-10, IL-22 e ON, bem como no 

aumento de processo inflamatório e agravamento das lesões (ASSIS-SOUZA et al. 2013; 

BACELLAR et al. 2009; BOAVENTURA et al. 2010; NOVOA et al. 2011). 
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Quadro 1 Papel da IL-17 e citocinas reguladoras na proteção ou agravamento de formas clínicas das leishmanioses. 

 
 

Forma clínica Espécie Modelo Presença de IL-17 Conclusão Autor 

LTA L. (V.) 

braziliensis 

Humano ↑doença ativa; 

↑ pós tratamento; 

↓ cura espontânea 

IL-17 contribui para montar a resposta efetora, mas é 

regulada pela presença do ON, estando relacionada com a 

cura. 

Assis-Souza et al. 

(2013) 

LTA (LMC; 

LCL) 

L. (V.) 

braziliensis 

Humano ↑ LMC / LCL; 

↓ sadios 

IL-17 é produzida durante a infecção, e está envolvida com 

o desenvolvimento da doença. 

Bacellar et al. (2009) 

LTA (LMC) L. (V.) 

braziliensis 

Humano ↑ IL-17 e células produtoras de 

IL-17 em lesões de LMC 

A presença de células Th17 nas lesões de LMC sugere seu 

envolvimento no desenvolvimento da doença. 

Boaventura et al. 

(2010) 

LTA L. (V.) 

panamensis 

Camundongos 

BALB/c 

↑ IL-17 em animais curados, 

concomitante com a redução de 

carga parasitária 

Aumento da resposta Th1 e Th17 decorrente de baixa 

expressão de IL-10 e IL-4 relaciona-se com a cura. 

Castilho et al. (2010) 

LTA (LCL) L. (V.) 

guyanensis;, 

L. (V.) naiffi; 

L. (L.) 

amazonensis 

Humano ↑ na infecção pelas 3 espécies; 

= em LCL e LMC 

Resultados indicam que a IL-17 está envolvida no 

desenvolvimento dos sintomas da LCL. 

Espir et al. (2014) 

LTA (LMC) L. major Camundongos ↑ na ausência de IL-10 ou IFNγ  Correlação de maiores dosagens de IL-17 ao 

desenvolvimento de doença. 

Gonzalez-Lombana et 

al. (2013) 

LV (PKDL*) L. donovani Humanos ↑ PKDL  Envolvimento da população celular Th17 (IL-23, IL-17) na 

patogênese da doença. 

Katara et al. (2012) 

LTA L. major Camundongos ↑ em lesões maiores Camundongos deficientes em IL-17 têm menores lesões, 

relacionando-a com a gravidade da doença. 

Lopez-Kotska et al. 

(2009) 



33 
 

 

 

 

Forma clínica Espécie Modelo Presença de IL-17 Conclusão Autor 

LV L. infantum Humanos  ↑ no soro de pacientes com LV 

↓ pós tratamento 

IL-17 promove o controle da replicação parasitária 

fortalecendo a resposta Th1 e produção de NO.  

Nascimento et 

al.(2015) 

LTA L. (V.) 

braziliensis 

Humanos ↑em pacientes subclínicos O controle da infecção parece estar relacionado à resposta 

imune inata com participação da IL-17 

Novoa et al.(2011) 

LTA L. (V.) 

braziliensis 

Humanos ↑ na ausência de IL-10 e TGFβ Atuação da IL-17 no desenvolvimento de sintomas na LTA Oliveira et al.(2014) 

LV L. donovani Humanos ↑ na presença de antígeno solúvel 

de L. donovani 

Papel protetor da IL-17 frente à infecção por L. donovani Pitta et al.(2009) 

LTA (LMC, 

LCL) 

L. (V.) 

braziliensis 

Humanos ↑ na presença de APCs ativadas A cura espontânea da infecção se correlaciona com a 

produção de IFNg e IL-17. 

Vargas-Inchaustegui et 

al.(2008) 

LTA (LCL) L. tropica Humanos ↑ em pacientes com lesão Participação de células Th17 patogênese da LC por L. 

tropica. 

Katara et al.(2013) 

Nota: (↑) - IL-17 aumentada; (↓) - IL-17 reduzida; *Leishmaniose dérmica pós calazar (Post-kala-azar dermal leishmaniasis - PKDL) 

Quadro 1 - Papel da IL-17 e citocinas reguladoras na proteção ou agravamento de formas clínicas das leishmanioses  

 

(continuação) 
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Figura 3 - Diferenciação dos linfócitos T helper tipo 1, 2 e 17 em resposta a diferentes espécies de Leishmania 

com definição da ativação macrofágica e impacto na carga parasitária. 

 

Fonte: Gonçalves-de-Albuquerque et al. (2017), adaptado. 

Legenda: Células T virgens se diferenciam no tipo Th1 na presença de IL-12, que atua na ativação de genes pró 

inflamatórios como IFNγ e TNF. Na presença de IL-4 são ativados genes do perfil Th2, que incluem IL-10, uma 

importante citocina reguladora da ativação macrofágica e inflamação. A diferenciação de células Th17 decorre 

da ativação de células T pela combinação de TGFβ, IL-6, IL-1β e IL-23. A presença de IL-23 é determinante 

para a manutenção de células Th17. As células Th17 também podem ser geradas independentemente do TGFβ, 

numa via alternativa de ativação. Quando as células Th17 "clássicas" foram comparadas com aquelas geradas de 

modo alternativo as células "Th17 alternativas" foram mais patogênicas por apresentar maior produção de IFNγ. 

O IFNγ produzido por Th1 ativa a enzima iNOS e aumenta a produção de óxido nítrico (NO) e espécies reativas 

de oxigênio (ROS), necessários para eliminaçãodas amastigotas. A produção de ROS no microambiente de 

infecção é reforçada pela presença dos neutrófilos recrutados pela IL-17 e, na ausência de regulação por IL-10, 

pode levar ao agravamento do dano tecidual. 
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Para estabelecer o papel da IL-17 na rede de citocinas que desencadeiam os fenômenos 

imunes na LTA, o nível de expressão deste mediador pode ter influência determinante 

(KATARA et al. 2012). No entanto, a expressão gênica de mediadores imunológicos 

envolvidos na LTA é muito pouco analisada, especialmente em Th17 (SOUZA et al. 2016). 

Além disso, variações genéticas em regiões gênicas reguladoras podem tornar-se variáveis 

importantes, causando aumento ou redução na expressão de citocinas. 

 

2.4 Single nucleotide polymorphisms (SNPs) 

 

A susceptibilidade dos indivíduos a doenças e fatores ambientais tem sido atribuída a 

alelos específicos em genes relacionados ao risco. Algumasvariações genéticas também 

têmsido sugeridas como possíveis componentes da suscetibilidade a doenças causadas por 

patógenos intracelulares de macrófagos, como hanseníase, tuberculose e leishmaniose. 

Estudos do genoma humano relatam cada vez mais associações entre polimorfismos genéticos 

e sua relação com susceptibilidade ou resistênciaem muitas das principais doenças infecciosas 

(CHAPMAN; HILL, 2012). 

Diversos tipos de polimorfismos genéticos são conhecidos. Os polimorfismos de 

sequências repetidas (small tandem repeats- STR) são caracterizados por repetições de 

sequências com dois a cinco nucleotídeos, e são comumente chamados microssatélites. Um 

segundo tipo, chamado minissatélites ou variable number of tandem repeats (VNTR), 

identifica-se por conter número variável de repetições com sequências de nucleotídeos 

maiores. Finalmente, os SNPs são variações de apenas um nucleotídeo, e se distribuem aos 

milhões por todo o genoma (FRADE, 2010). Os STRs e os VNTRs, por serem multialélicos, 

tornam-se mais caros e difíceis de serem genotipados. Em contrapartida, os SNPs por sua 

maior simplicidade, permitem determinar com maior precisão as regiões gênicas associadas 

com doenças (PACHECO; MORAES, 2009). 

Os SNPs são variantes bialélicas, que aparecem com frequência maior que 1% nas 

populações. A densidade de SNPs varia conforme a região do genoma, podendo ser 

encontrados 1 a cada 50-100pb (regiões densas) ou 1 a cada 500-1000pb (regiões de baixa 

densidade) (PACHECO; MORAES, 2009). Paraefeito de estudos genéticos, os SNPs 

sãotipicamente utilizados como marcadores de uma região genômica, com a grande 

maioriadeles tendo impacto biológico mínimo sobre os sistemas. Estes podem, no entanto, ter 

consequências funcionais,causando mudanças em aminoácidos, na estabilidade dos transcritos 
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de RNA mensageiro (mRNA), ou alterações na afinidade de ligação de fatores de transcrição 

(GRIFFTH et al. 2008). 

Estudos amplos de associação do genoma (Genome Wide Association Studies - 

GWAS) são uma abordagemde pesquisa para identificar locus gênicos envolvidos em doenças 

humanas. Estes estudos fazem medidas e análises de variações na sequência de DNA de todo 

o genoma humano, buscando identificar fatores genéticos de risco para doenças. O objetivo 

final dos GWAS é a utilização de fatores de risco genéticos para fazerprevisões sobre o risco 

de desenvolver determinadas enfermidades eidentificar as bases biológicas da 

susceptibilidade, contribuindo para o desenvolvimento de novas estratégias de prevenção e 

tratamento (BUSH; MOORE, 2012).  

 

2.5 SNPs em genes de citocinas 

 

Sabe-se que as doenças infecciosas são multifatoriais, no entanto, diferenças 

genéticas entre os indivíduos são fatores importantes no direcionamento da manifestação e 

agravamento de sintomas. Na LTA, o fato de uma mesma espécie de parasito causar níveis 

distintos de gravidade de sintomas em uma mesma população, intensifica este raciocínio.  

Como a resposta imunológica tem papel fundamental frente as infecções, os 

mediadores imunológicos, especialmente as citocinas, foram os principais alvos nos estudos 

genéticos iniciais sobre resistência e susceptibilidade a doenças infecciosas, com o objetivo de 

identificar indivíduos com maior probabilidade de desenvolver doença quando expostos ao 

agente infeccioso (DUGGAL; BEATY, 2008). 

Genes para citocinas envolvidas em doenças complexas (doenças com causas 

multifatoriais), como as infecciosas e auto-imunes já foram identificados e têm sido 

amplamente estudados (CHAPMAN; HILL, 2012;HAVERKAMP; HOLLAND, 

2008;MORAES et al. 2008).O grande interesse neste campo da pesquisa se concentra no fato 

de que microsatélites ou SNPs podem alterar a capacidade de ligação dos fatores de 

transcriçãoaos sítios das regiões promotoras destes genes, modificando a quantidadede 

citocina produzida (AWAD et al. 1998; FISHMAN et al. 1998; PRAVICA et al. 

1999;TURNER et al.1998;WILSON et al. 1997). 

Nos últimos anos, grupos de pesquisas vêm utilizando marcadores genéticos para 

avaliar qual a influência dos fatores genéticos do hospedeiro na susceptibilidade à LTA. No 

entanto, o número de publicações sobre este tema na LTA, comparado a outras doenças como 

hanseníase e tuberculose ainda é pouco (COVAS, 2008). Na América do Sul, um estudo de 
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caso-controle realizado por Cabrera et al. (1995), avaliou o SNP TNF-308G/A, sendo 

observada uma maior frequência do alelo A em pacientes com leishmaniose mucosa tanto em 

condição de homozigose como em heterozigose, quando comparado ao grupo controle, 

indicando associação desta variante com o desenvolvimento da forma mais grave da doença.   

No Brasil, estudos pioneiros para avaliar o impacto de marcadores genéticos no 

desenvolvimento da LTA foram publicados a partir de 2006 (CASTELLUCI et al. 2006; 

2008). Estes estudos demonstraram uma associação entre o alelo C do SNP -174G/C no gene 

para IL-6 com a leishmaniose mucosa, em pacientes da região Nordeste; com menor 

expressão de IL-6 em indivíduos homozigotos para o alelo C (CASTELLUCI et al. 2006). Em 

2010, Castelluci et al. (2010) verificaram associação entre a presençado alelo Cdo SNPIL-

8RA +2607 G/C, considerado o mais frequente para gene IL-8RA, com o desenvolvimento de 

sintomas na leishmaniose cutânea. Outros estudos de associação focados em citocinas têm 

contribuído para sustentar a hipótese de que SNPs localizados em regiões gênicas críticas 

podem servir como marcadores prognósticos tanto na LTA como na LV, bem como alvos 

para novas abordagens terapêuticas (CASTELLUCI, 2010; FRADE et al. 2011; MATOS et 

al. 2007; RAMASAWY; KAMALI-SARVESTANI  et al. 2006; SALHI et al. 2008). 

 

2.6 SNPs em IL-17 

 

Considerando o papel central de citocinas na patogenia de algumas doenças e a recente 

caracterização do perfil celular Th17; SNPs distintos no gene para a IL-17 têm sido 

explorados nos últimos anos, mapeando o papel de cada mutação na expressão da molécula e 

consequentemente, sua associação com o risco de doença (KAWAGUCHI et al. 2006; 

ARISAWA et al. 2008; NORDANG et al. 2009; RASOULI et al. 2013; SARAIVA et al. 

2013). 

Até agora foram identificados seis membros da família IL-17, incluindo IL-17A (mais 

comumente referida simplesmente como IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (também 

chamada IL-25), e IL-17F; e há cinco receptores de IL-17, incluindo IL-17RA, IL-17RB/IL-

25R, IL-17RC, IL-17RD/SEF e IL-17RE (GAFFEN, 2009). Contudo, as investigações 

funcionais acerca da IL-17 têm sido concentradas nos subtipos IL-17A, IL-17F e IL-17E, pois 

estas são expressas em diversos tipos celulares, como as APCs enatural killer (NK)(FOSSIEZ 

et al. 1996; KORN et al. 2009), sugerindo que sua atividade seria pleiotrópica (múltiplas 

células-alvo) (KAWAGUCHI et al. 2004). 
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O gene para a IL-17A humano é composto por três exons (dois íntrons) e localizado 

no cromossomo 6p12 (SADIGHI et al. 2014). 

 Existem diversos SNPs descritos para o gene da IL-17A humana, bem como em 

outros subtipos: o IL-17A -197 G/A (rs2275913), IL-17A +4169 A/G (rs4711998), IL-17F 

+7488 T/C (rs763780), sendo o mais explorado o -197 G/A, (dbSNP: rs2275913) (DAI et 

al.2014; ARISAWA et al. 2008; CHEN et al. 2010; CORREA et al. 2012). O IL-17A -197 

G/A está localizado na posição 197 upstream ao sítio de início (starting codon) da transcrição 

do gene (região promotora), podendo regular a expressão do mRNA (DAI et al. 2014). A 

região promotora proximal do gene para a IL-17A contém muitos sítios de ligação para 

fatores de transcrição, incluindo o sítio de ligação para o fator nuclear de células T ativadas 

(nuclear factor of activated T cells - NFATC), importante na regulação da expressão de IL-

17A (LIU et al. 2004). O rs2275913 se situa entre dois sítios de ligação de NFATCs, contudo, 

nenhum outro SNP localizado dentro dos sítios foi descrito (NORDANG et al. 2009) (Figura 

4). Por esta localização estratégica, este SNP tem sido explorado em estudos de associação 

com várias doenças infecciosas e de caráter inflamatório, embora na maioria dos estudos não 

se tenha testado sua influência sobre a quantidade de citocina secretada conforme os 

genótipos. 

Figura 4 - Esquema ilustrativo do IL-17A, destacando a localizaçãodo SNP -197G/A (rs2275913) entre regiões 

de ligação a fatores de transcrição na região promotora do gene, e suas respectivas sequências. 

 

Fonte: Espinoza et al. (2011b), adaptado pela autora. 

Nota:: p: sequência promotora de ligação para o fator nuclear de células T ativadas; NFATC: nuclear factor of 

activated T cells; E: exons da sequência codificadora do gene. 

 

Correa et al. (2012) relataram aumento dos níveis de IL-17A em portadores do alelo A 

homozigotos e heterozigotos em comparação a homozigotos GG. Os níveis de IL-17 (mRNA 

e/ou proteína) têm sido correlacionados com a severidade da infiltração neutrofílica (OBOKI 

et al. 2008;  SUN et al. 2005), sugerindo que fatores influentes na expressão da molécula 

podem influenciar na patogênese ou gravidade de doenças (CHEN et al. 2010). O alelo A, na 
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posição -197 do gene para a IL-17A, tem sido associado recentemente a susceptibilidade a 

doenças de caráter autoimune e inflamatório, como artrite reumatoide (NORDANG et al. 

2009) e colite ulcerativa (ARISAWA et al. 2008), estes achados tornaram o gene para a IL-17 

um importante alvo na perspectiva dos candidatos ao estudo de polimorfismos genéticos 

(CHEN et al. 2010). 

Diversos estudos de variantes do gene para a IL-17 e sua relação com doenças cuja 

resposta imune é mediada pelo perfil Th1têm sido realizados desde a identificação das células 

Th17 (Quadro 2) (CORREA et al. 2012; ARISAWA et al. 2008; NORDANG et al. 2009; 

CHEN et al. 2010; ESPINOZA et al. 2011; YU et al. 2011; HAN et al. 2014).  Embora outros 

SNPs como o IL-17F +7488 T/C (rs763780) tenham sido comumente avaliados 

simultaneamente ao IL-17A -197 G/A (rs2275913), associações mais significativas desta 

última mutação com o desenvolvimento de doenças, têm sido encontradas (DAI et al. 2014; 

CORREA et al. 2012; NORDANG et al. 2009) em comparação aos SNPs localizados em 

outras estruturas gênicas, como éxons e UTRs (untranslated regions). 

Estes achados, somados à possível influência sobre o nível de expressão da citocina 

(CORREA et al. 2012), tornaram interessante a investigação do rs2275913 na LTA. 

Adicionalmente, a quantificação da IL-17A expressa em cada genótipo pode contribuir para o 

maior esclarecimento do papel das células Th17 na evolução da resposta adaptativa à infecção 

por L. (V.) braziliensis. No entanto, estudos de associação entre polimorfismos genéticos em 

IL-17 e a susceptibilidade à LTA ainda são escassos na literatura.
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Quadro 2 - Single nucleotide polymorphisms (SNPs) descritos em IL-17 e suas associações com patologias humanas de caráter inflamatório, destacando-se a presença do 

SNP -197 G/A (rs2275913) com associação positiva em vários estudos. 

SNP Cód. dbSNP Doença Expressão gênica/dosagem de 

IL-17 

Conclusão Autor 

 

IL-17A (-197G/A); 

IL-17F (7488T/C) 
rs2275913; 

rs763780 

Câncer Não verificado IL-17A (-197G/A) positivamente correlacionado 

câncer; IL-17F (7488T/C) não correlacionado 

relacionado a risco 

Dai et al. (2016) 

 

IL-17A (-197G/A); 

IL-17F (7488T/C) 
rs2275913; 

rs763780 

Colite 

ulcerativa 

(CU) 

Não verificado IL-17A (-197G/A) AA ou GA e IL-17F (7488T/C) 

TT ou TC positivamente correlacionados ao 

desenvolvimento da CU 

Arisawa et al. 

(2008) 

 

IL-17A (-197 G/A) rs2275913 Asma e 

infecções 

bacterianas 

associadas à 

asma 

Níveis de IL-17 não variam 

significativamente entre os 

genótipos AA AG e GG 

Presença do alelo A positivamente correlacionada 

ao risco de asma infantil
1
.  

Chen et al. (2010) 

 

IL-17A (-197G/A); 

IL-17F (7488T/C) 
rs2275913; 

rs763780 

Periodontite Aumento dos níveis de IL-17A 

em portadores do alelo A em 

comparação aos homozigotos GG. 

IL-17F sem diferenças entre 

genótipos 

Alelo AIL-17A, correlacionado a piores quadros 

clínicos quando comparados aos homozigotos GG. 

Sem correlação entre IL-17F (7488T/C) e 

periodontite 

Correa et al. (2012) 

IL-17A (-197G/A) rs2275913 GVHD 

malignidades 

hematológicas 

Maior expressão e secreção de IL-

17 em portadores do alelo A 

Genótipo AApositivamente correlacionado a 

formas agudas de GVHD, com maior rejeição a 

transplantes de medula óssea 

Espinoza et al. 

(2011a) 

IL-17A (-197G/A) rs1974226 Leishmaniose 

Visceral 

Não verificado Sem correlação significativa entre IL-17A (-197 

G/A) e LV. 

Sadighi et al. 

(2014) 

      

                                                 
1No estudo foi encontrada associação de homozigotos AA com maiores níveis de IgE. A presença de IgE (alergias) é o fator de risco mais importante na asma. Estudos relacionam IL-17 com 

alergias (SCHNYDER-CANDRIAN et al.2006). 
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SNP Cód. dbSNP Doença Expressão gênica/dosagem de 

IL-17 

Conclusão Autor 

 

5 SNPs em IL-17A rs4711998; 

rs8193036; 

rs3819024;rs2

275913;  

rs7747909 

Artrite 

Reumatóide 

(AR) 

Não verificado Associação significativa apenas do SNP rs2275913 

com AR (fraca associação).  Genótipo AA mais 

associado à doença. 

Nordang et al. 

(2009) 

9 SNPs em IL-17A rs4711998;rs8

193036;rs3819

024;rs227591; 

rs3819025; 

rs8193038; 

rs3804513; 

rs1974226; 

rs3748067 

Brucelose 

humana 

Não verificado IL-17 rs4711998, rs8193038, rs3748067 com 

genótipos AA foram considerados fatores de 

susceptibilidade, enquanto IL-17 rs3819024 (GG) e 

rs3819025 (AA) foram correlatos à resistência. 

Rasouli et al. 

(2013) 

IL17A; IL17F  rs2275913;rs7

63780 

Periodontite Maior dosagem de IL-17A nos 

controles do que nos casos. 

Associação da expressão gênica 

com a presença dos SNPs não foi 

avaliada. 

Aumento da IL-17A e a presença do alelo A no IL-

17A rs2275913 são associadas resistência, enquanto 

o genótipo GG e o alelo G foram mais frequentes 

nos suscetíveis. Em IL17F nenhuma diferença 

significativa entre casos e controles foi encontrada  

Saraiva et al. (2013) 

IL-17A (-197G/A); 

IL-17F (7488T/C) 

rs2275913; 

rs763780 

Câncer 

gástrico  

Não verificado IL-17F genótipos GA e GG são associados a maior 

risco de câncer gástrico (susceptibilidade); IL-17A 

genótipo AG associado a apenas um tipo de câncer 

gástrico 

Wu et al. (2010) 

IL-17A -197 G/A rs2275913 Colonização 

por 

Streptococcus 

pneumoniae 

Maiores níveis séricos de IL-17A 

em indivíduos com genótipo AA 

Genótipos GG e AG positivamente 

correlacionadosao risco de colonização por S. 

pneumoniae 

Juho et al. (2015) 

Quadro 2 - Single nucleotide polymorphisms (SNPs) descritos em IL-17 e suas associações com patologias humanas de caráter inflamatório, destacando-se a presença do 

SNP -197 G/A (rs2275913) com associação positiva em vários estudos 

 (continuação...) 
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2.7 Justificativa 

 

Uma vez que a influência dos fatores genéticos têm sido demonstrada nos tipos de 

resposta imune desencadeada pelo hospedeiro, a identificação de marcadores genéticos que 

contribuam para susceptibilidade ou agravamento é sugerida como uma alternativa na busca 

de compreender os mecanismos envolvidos na patogênese da LTA.A descrição de associações 

entre SNPs e doenças infecciosas trouxe perspectivas de aplicações potenciais das 

informações contidas nogenomapara o estudo de marcadores prognósticos, novos alvos 

terapêuticos e da possibilidadedo uso deesquemas terapêuticos individualizados (HIRATA; 

TAVARES; HIRATA, 2006). Embora o SNP IL-17A -197 G/A (rs2275913) tenha sido 

associado a doenças fortemente relacionadas ao fator imunológico, não existem até o 

momento investigações sobre sua influência no desfecho clínico da LTA.Este estudo poderá 

contribuir para um melhor conhecimento da imunopatogênese da LTA em humanos e do 

papel da IL-17 como importante modulador da resposta celular. A associação de 

características genéticas com o desenvolvimento de sintomas clínicos na infecção por L. (V.) 

braziliensis podeproporcionar subsídios para a racionalização e direcionamento de pesquisas e 

desenvolvimento de imunoterápicos e imunoprofiláticos. 
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3. PERGUNTA CONDUTORA 

Existe associação entre o SNP IL-17 -197 G/A (rs2275913) com susceptibilidade ao 

surgimento de sintomas na infecção por L. (V.) braziliensisemindivíduos de áreas endêmicas 

no Estado de Pernambuco? 
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4. HIPÓTESE 

 

O polimorfismo -197 G/A na região promotora do IL-17Aestá associado a maior 

susceptibilidade a LTA em população de áreas endêmicas do Estado de Pernambuco; e ao 

modificar a quantidade da citocina contribui para o aumento da atividade inflamatória e 

decréscimo da carga parasitária.  
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5. OBJETIVOS 

 

5.1 Geral 

 

Avaliar a associação entre o SNP IL-17A -197 G/A (rs2275913) e susceptibilidade à 

leishmaniose tegumentar Americana, através da secreção de IL-17 e sua influência sobre a 

carga parasitária na infecção por Leishmania braziliensis. 

 

5.2 Específicos 

 

a) Efetuar avaliação clínica e diagnóstico imunológico e/ou molecular  de LTA 

em amostras de pacientes de áreas endêmicas do Estado de Pernambuco; 

b) Determinar as frequências alélicas e genotípicas do SNP IL-17 -197 G/A em 

amostras de indivíduos residentes em áreas endêmicas para LTA do Estado de 

Pernambuco; 

c) Mensurar a associação da presença do SNP IL-17 -197 G/A com surgimento de 

lesões características da LTA na infecção por L. (V.) braziliensis;  

d) Quantificar a população celular do tipo Th17 e seus subtipos em cultura de 

células mononucleares do sangue periférico de indivíduos com genótipos 

conhecidos do SNP IL-17 -197 G/A; 

e) Correlacionar a presença do SNP IL-17 -197 G/A com a geração de resposta 

imune efetora tipo Th17 e quantificação de DNA parasitário na população 

estudada. 
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6. METODOLOGIA 

 

6.1 Desenho do estudo 

 

A relação do SNP IL-17 -197 G/A rs2275913 com o desfecho clínico da infecção foi 

medida através de um estudo de associação do tipo caso-controle. Esta abordagem incluiu 

indivíduos residentes em áreas endêmicas do Estado de Pernambuco. Foram selecionados 

indivíduos com lesão ativa e/ou cicatricial de LTA (grupo Sintomático - gS, considerado 

suscetível) e indivíduos infectados sem desenvolvimento de sintomas (grupo Assintomático - 

gA, considerado resistente). Residentes de áreas endêmicas, não infectados, foram inclusos 

por ocasião das coletas e configuraram um grupo controle negativo da população (grupo Sem 

Infecção - gSI). 

Um estudo descritivo da relação dos genótipos com a carga parasitária quantificada 

nos grupos gS e gA, bem como da resposta imune diante das diferentes variantes genéticasfoi 

realizado.Uma representação esquemática do delineamento do estudo pode ser observada na 

Figura 5. 

 

Figura 5 - Representação esquemática das etapas metodológicas seguidas no presente estudo. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

Nota: gS - pacientes sintomáticos (casos); gA - pacientes assintomáticos (controles). 
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6.2 Amostragem e avaliação clínica 

 

Para o estudo de associação dos genótipos, foi calculada a amostra representativa 

com auxílio do software EpiInfo versão 6.0. Para comparar gS e gA foi considerado um 

percentual de exposição de 30% da população à infecção, nível de confiança de 95%, Odds 

Ratio (OR) mínima a ser detectada de 2,5 e razão de 1 controle para cada caso.Para o estudo 

de associação de genótipos, foram considerados ambos os sexos, todas as idades, e qualquer 

grupo racial.Pacientes de municípios onde a LTA é endêmica, e aqueles atendidos no 

ambulatório de doenças infecciosas do Hospital Universitário Oswaldo Cruz (HUOC-PE) 

foram inclusos. 

Na fase de recrutamento, os pacientes foram avaliados quanto apresença de lesão 

ativa conforme orientações do Manual de Vigilância da leishmaniose tegumentar Americana 

(BRASIL, 2010), sendo considerado também ohistórico de doença pregressa e apresentação 

de cicatriz característica da lesão, como critério de definição da condição clínica dos 

indivíduos. O número e a localização das lesões ou cicatrizes, bem como a realização ou não 

de tratamento foram avaliados. 

Para o estudo descritivo da resposta imune conforme os genótipos foi utilizada 

amostragem de conveniência (COSTA NETO, 1977; REIS, 2003) de acordo com o número 

de pacientes que aceitaram participar da pesquisa, considerando manter a proporção do 

número de pacientes em cada grupo, com base no grupo de menor frequência na população. 

Para esta etapa, pacientes de ambos os sexos com idade igual ou superior a 15 anos e com 

genótipos previamente determinados neste estudo foram recaptados. Pacientes transplantados, 

imunodeprimidos, e com co-morbidades como câncer e diabetes, não foram inclusos nas 

análises. 

Todos os pacientes inclusos neste estudo assinaramum termo de consentimento livre 

e esclarecido (APÊNDICE A), elaborado conforme modelo anexo ao projeto de pesquisa 

aprovado pela Comissão Nacional de Ética em Pesquisa - CONEP (Parecer nº 1.090.864) 

(ANEXO A). 

 

6.3 Coleta de sangue e acondicionamento das amostras 

 

Para os testes moleculares (qPCR diagnóstico e genotipagem) após antissepsia com 

algodão embebido em álcool etílico 70%, foramcoletados com auxílio de agulhas 25x7 

mm,4mL de sangueacondicionados em tubo de coleta a vácuo com anticoagulante EDTA 



48 
 

 

 

(Vacutainer®). Para a realização das culturas de células dos indivíduos recaptados para 

avaliação da resposta imune, 20 mL de sangue divididos em 2tubos Vacutainer® com 

heparina (2 x 10 mL)foram coletados, com auxílio de agulhas 25x7 mm.Para o diagnóstico 

molecular (qPCR) eanálise genotípica (PCR-RFLP / Sequenciamento) (sangue com EDTA), o 

material foiestocado em freezer a -20°C para posterior extração de DNA. Para as análises 

imunológicas (sangue com heparina), o sangue coletado foiimediatamente processado, 

conforme descrito adiante. 

 

6.4 Diagnósticoda infecção por Leishmania spp. 

 

Para o diagnóstico da infecçãofoirealizada a qPCR em conjunto com intradermo-

reação de Montenegro (IDRM) para parte dos pacientes (84 pacientes) durante o tempo em 

que o antígeno esteve disponível. Em virtude da interrupção da fabricação do antígeno 

Leishmanina pelo Centro de Produção e Pesquisa de Imunobiológicos (CPPI), com liberação 

de nota informativa oficial pelo Ministério da Saúde em 2016 (ANEXO B), e 

indisponibilidade deste material por meio de outras fontes, não foi possível avaliar a presença 

de memória imunológica contra L. (V.) braziliensispela IDRM em todos os pacientes inclusos 

no estudo. Posteriormente, qPCR foi utilizada como critériode diagnóstico laboratorial 

indicativo de infecção e método de quantificação da carga parasitária. 

 

6.4.1 IDRM 

 

 O teste de hipersensibilidade celular tardia foirealizado através da inoculação 

intradérmica de 0,1 mL do antígeno Leishmanina produzido e padronizado 

peloCPPI(Secretaria Estadual de Saúde, Piraquara, PR, Brasil), fornecido pela Secretaria de 

Vigilância em Saúde do Ministério da Saúde, na face anterior do antebraço. A leitura 

foirealizada após 48 a 72 horas, para a verificação da nodulação, através do método da caneta 

esferográfica (SOKAL, 1975). Foramconsiderados positivos os pacientes que 

desenvolveramenduração local maior ou igual a 5 milímetros. 

 Como controle negativo da reação de hipersensibilidade, 0,1mL de solução de soro 

fisiológico (NaCl 0,9%)foi inoculado na mesma face do antebraço, e o surgimento de 

enduração local avaliado. Indivíduos que desenvolveram reação de imunidade celular a este 

controle foram excluídos do estudo. 
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6.4.2 Extração de DNA 

 

A extração de DNA das amostras de sangue foiefetuada com o QIAamp DNA Blood 

mini kit (QIAGEN Sample and Assay Technologies), seguindo as instruções do fabricante,que 

compreendem basicamente 03 etapas: lise de células, lavagem da coluna de afinidade e 

eluição do DNA. 

 

6.4.3 Diagnóstico molecular pela PCR quantitativa em tempo real 

 

 O DNA extraído foi teve sua qualidade testada antes da reação diagnóstica por meio 

do sistema G3PD2 (GONÇALVES et al. 2012), que assegura a não degradação da amostra 

antes do diagnóstico. Para a reação diagnóstica de detecção de L. (V.) braziliensis 

foramusados os primers kDNA1f  [5’-ATGCCTCTGGGTAGGGGCGTTC-3’] e kDNA1r 

[5’-GGGAGCGCGGCCCACTATATT-3’] conforme protocolo descrito por Paiva-Cavalcanti 

et al.(2013). Estes primers têm como alvo o DNA do cinetoplasto do parasita, que por estar 

presente em milhares de cópias por célula confere maior sensibilidade à técnica. Para a 

determinação da carga parasitária, uma curva de diluição fator 1:10 do DNA genômico de L. 

(V.) braziliensis(MHOM/BR/1975/M2903) foi utilizada como padrão. As reações de qPCR 

com leitura pelo SYBR Green (Applied Biosystems)foram realizadas no equipamento ABI 

PRISM 7500 (Applied Biosystems), instalado no núcleo de plataformas tecnológicas (NPT) 

do IAM/FIOCRUZ-PE, e as respectivas análises foram feitas utilizando o softwareABI 

PRISM 7500  versão 2.0.6. 

 

6.5 Definição de grupos caso e controle 

 

Após a avaliação clínica e realização dos testes diagnósticos, os indivíduos foram 

distribuídos entreos dois grupos de estudo.Pacientes que apresentaram uma ou mais lesões 

cutâneas ativas ou cicatrizadas, e/oudiagnóstico positivo pela IDRM e/ou qPCR (pacientes 

sintomáticos - gS) foram considerados como casos. Pacientes sem lesão ou cicatriz que 

obtiveram IDRM positiva e/ou qPCR positiva (pacientes assintomáticos - gA) foram 

considerados controles. Pacientes sem cicatriz ou lesão, e diagnosticados como negativos pela 

IDRM e qPCR (pacientes sem infecção - gSI) configuraram um grupo de controle negativo no 

estudo. 
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6.6 Genotipagem por PCR-RFLP e seqüenciamento 

 

Para a detecção específica dos alelos G e A do SNP -197 G/A rs2275913 foram 

utilizadas astécnicas de PCR e RFLP seguindo o protocolo de Wu et al. (2010), e/ou 

sequenciamento. Para a PCR e o sequenciamento, foram utilizados um primerforward (IL-

17f: 5’-AACAAGTAAGAATGAAAAGAGGACATGGT-3’) e um primer reverso (IL-17r: 

5’-CCCCCAATGAGGTCATAGAAGAATC-3’), direcionados a região de início do IL-17A.  

A PCR convencional precedente à RFLP foicomposta por 100 ng de DNA genômico extraído 

da amostra do paciente, 10x Taq Buffer (Invitrogen), 1 µM de cada primer IL-17f e IL-17r, 

200 µM de cada dNTP, MgCl2 2 mM, e 1U Taq polimerase, compondo um volume final de 25 

µL. A ciclagem de temperaturas foirealizada em aparelho EppendorfMastercyclergradiente 

(Eppendorf). Como controle de qualidade das reações, foi amplificado por PCRo gene G3PD 

em reação prévia, conforme protocolo descrito por Gonçalves et al. (2012).  

A digestão enzimática dos produtos de PCR foi realizada em temperatura de 37°C 

por 1 hora pela enzima EcoNI (XagI) (Fermentas), em solução preparada conforme instruções 

do fabricante, formando 3 tipos de fragmentos: 102 pb, 68 pb e 34 pb. A determinação dos 

genótipos foifeita conforme o conjunto de fragmentos visualizados em cada amostra, sendo: 

GG (68 e 34 pb), AG (102, 68 e 34 pb) e AA (102 pb) (WU et al. 2010). 

Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose a 2% 

(visualização de produtos de PCR) e 3% (visualização de fragmentos após digestão), corados 

com brometo de etídeo 10mg/mL, e visualizados em transluminador com luz ultravioleta, 

utilizando o marcador de peso molecular Ladder 25bp (Invitrogen). 

Os produtos de PCR obtidos pela amplificação do IL-17foram purificados usando o 

PureLink Quick Gel Extraction & PCR Purification Combo kit (Invitrogen) seguindo as 

instruções do fabricante. Os produtos purificadosforam encaminhados ao Laboratório Central 

da Universidade Federal de Pernambuco (LabCen-UFPE) para realização do sequenciamento, 

utilizandoBioDye Terminator Cycle Sequencing Kit3.1 (Applied Biosystems) em um 

sequenciador automático (ABI 3100Genetic Analyzer).As sequências obtidas foramanalisadas 

e editadas utilizando o softwareBioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html), e 

comparadas com a sequência rs2275913 disponível no dbSNP 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/). 

As técnicas de genotipagem foram aplicadas conforme a disponibilidade de recursos 

e a necessidade de confirmação dos resultados. Sempre que possível, as amostras foram 

genotipadas pelas duas técnicas simultaneamente, e sua concordância foi avaliada. 
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6.7 Obtenção de antígeno solúvel total de L. (V.) braziliensis 

 

Para o estímulo das culturas de células realizadas no estudo, foi utilizada a fração 

solúvel total do lisado de promastigotas de L.(V.) braziliensis. Formas promastigotas (cepa 

MHOM/BR/75/M2903) foram expandidas em cultura em meio Schneider’s (Sigma) contendo 

10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab) e 1% de antibiótico (penicilina 100 UI/ml e 

estreptomicina 100 mg/ml - Cultilab) até a fase de crescimento exponencial. A quantidade de 

células em cultura foi determinada por contagem em câmara de Neubauer, utilizando um 

microscópio óptico.Alíquotas contendo 10
9
 células/mL foram então submetidas a três 

lavagens com salina tamponada (PBS – pH 7,2) através de centrifugações a 800 x g, por 15 

minutos, a 4ºC. Quando necessário, o material foi estocado a -80ºC até o uso. 

Para a obtenção do antígeno solúvel total, foiutilizado o protocolo descrito por 

Chamak-Ayari et al. (2014). As alíquotas estocadas foram descongeladas e ressuspendidas em 

1 mL de tampão de lise (Tris 1M; EDTA 5mM)contendo inibidor de protease metil-fenil-

fluoreto – PMSF a 0,1 mM. A suspensão celular foisubmetida a 3 ciclos rápidos de 

congelamento e descongelamento, seguidos de 6 pulsos de ultrassom 40W/30 segundos. As 

frações antigênicas solúvel (AgST) e insolúvel (AgIT) foram separadas por centrifugação a 

10.000 x g por 20 minutos. O sobrenadante resultante correspondente ao AgST de L. (V.) 

braziliensis, foi submetido a dosagem proteica segundo o método de Bradford (1976), além 

de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) segundo Laemmli (1970), corada pelo 

azul de Coomassie. Após esses procedimentos, os antígenos foram armazenados a –80ºC até a 

utilização nos ensaios de cultura celular. 

 

6.8 Avaliação da resposta imune 

 

6.8.1 Obtenção de células mononucleares do sangue periférico – PBMC 

 

Para a separação das Células Mononucleares do Sangue Periférico (peripheral blood 

mononuclear cells - PBMC), o sangue coletado nos tubos com heparina, foi diluído (1:2) em 

tampão PBS pH 7,2. Esta solução (sangue/PBS) foi adicionada a tubos de polipropileno de 50 

mL (BD Falcon) contendo Ficoll-Paque (Amersham Biosciences) numa proporção de 5mL de 

Ficoll para cada 10 mL de sangue/PBS. Após centrifugação dos tubos (900 x g a 20ºC) por 30 

minutos, os anéis de PBMC que se formaram na interface entre o Ficoll e o plasma foram 
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removidos utilizando-se pipetas-pasteur e colocados em tubos de polipropileno de 15 mL (BD 

Falcon). As células foram lavadas duas vezes por centrifugação durante 15 minutos (400 x g a 

20ºC) em 14mL de PBS pH 7,2. Finalizadas as lavagens as células foram ressuspendidas em 

1mL de meio RPMI 1640 suplementadocom 10% de soro fetal bovino (Cultilab) e contadas 

em câmara de Neubauer (Loptik Labor), em uma diluição (1:10) com azul de Trypan (Sigma-

Aldrich) e ajustadas para a concentração desejada de 2 x 10
6
 células/mL. 

 

6.8.2 Cultivo celular 

 

As culturas de PBMC foram realizadas em tubos estéreis para cultura de células, na 

concentração de 2 x 10
6
células por tubo, incubadas em estufa de CO2 com 5% de umidade a 

37ºC. O cultivo foi realizado em meio RPMI 1640 contendo 1% de L- glutamina 200 mM, 

1% piruvato de sódio 100 mM, 0,2% de bicarbonato de sódio 7,5% e 1% de antibiótico 

(penicilina 100 UI/ml e estreptomicina 100 mg/ml) suplementado com 10% de soro fetal 

bovino (Cultilab). Como controle positivo do estímulo celular foi utilizado o mitógeno 

fitohemaglutinina (PHA) (Cultilab) na concentração de 5μg/ml. O estímulo específico contra 

a infecção por L. (V.) braziliensis, cuja concentração foi determinada em um experimento-

teste descrito no Apêndice E, foi feito pela adição de 5μg/ml do AgST. Culturas sem estímulo 

(SE) foram utilizadas como controle negativo. Quatro horas antes do término do tempo de 

cultura definido foram retiradas alíquotas de 200µL dos sobrenadantes de cultura para 

posterior dosagem de IL-17, e estocados em freezer a -20ºC. Em seguida, foram adicionados 

20µL de Brefeldina A a 10 mg/mL (Sigma Aldrich), que funciona como um inibidor do 

transporte intracelular protéico, possibilitando a marcação intracitoplasmática das citocinas de 

interesse em etapas seguintes. O tempo de permanência das células em cultura para melhor 

diferenciação do perfil Th17 e secreção de IL-17 foi definido por um teste piloto, descrito no 

item 6.8.3. 

 

6.8.3 Cinética de tempo de cultivo para imunofenotipagem de células produtoras de IL-17 

 

Para avaliar o tempo necessário para diferenciação das células CD4+ IL-17+(Th17) 

amostras de sangue heparinizado de 5 pacientes-controle (gSI) foram coletadas conformeo 

procedimento  descrito no item 6.3. O PBMC separado foi mantido em cultura em meio RPMI 

(item 6.8.2) contendo 5µg/mL de PHA, 5µg/mL de AgST ou sem estímulo, durante 24, 72 e 
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96 horas, conforme descrito por Bacellar et al. (2009)em estufa de CO2 com 5% de umidade a 

37ºC, e acrescido de 20 µL de Brefeldina A 4 horas antes do final de cada tempo. 

 

6.9 Imunofenotipagem por citometria de fluxo 

 

6.9.1 Marcações de antígenos de superfície e intracelulares 

 

 As células em cultura foram identificadas pela marcação específica com 

anticorposanti-CD4 e anti-CD8, anti-IL-17, e anti-IFNγ. Além disso usamos os anticorpos 

anti-CD25 e anti-CD28 para realização da compensação do citômetro. As características dos 

fluoróforos utilizados neste estudo estão na Quadro 3. 

Quadro 3 -Anticorpos acoplados com fluoróforos utilizados para marcação de antígenos superfície e 

intracelulares nos experimentos de imunofenotipagem por citometria de fluxo e suas características. 

Anticorpo Marca Fluoróforo 

Anti-CD4 Life Technologies PerCP 

Anti-CD8 Invitrogen FITC 

Anti-CD25 Invitrogen APC 

Anti-CD28 Invitrogen R-PE 

Anti-IL-17 BD Pharmingen PE 

Anti-IFNγ BD Pharmingen APC 
Legenda: CD: Cluster of Differentiation; APC: Aloficocianina; FITC: Isotiocianato de fluoresceína; PE: 

Ficoeritrina; PerCP: Peridinin chlorophyll protein complex. 

 

Concluído o tempo de cultivo, os tubos de cultura foram retirados da estufa e 

acrescidos de 220µL de uma solução de EDTA a 20mM. Os tubos foram homogeneizados 

novórtex e incubados por 10 minutos em temperatura ambiente (TA). As células foram 

lavadas com 8 mL de PBS-Wash gelado (PBS acrescido de 0,5% de albumina sérica bovina - 

Sigma, e 0,1% de azida sódica - Sigma)  e centrifugadas a 400 x g por 10 minutos. O 

sobrenadante foi removido por aspiração com bomba a vácuo, deixando o volume final de 2 

mL. Em seguida, o precipitado de células foi homogeneizado e 1000 µL foram transferidos 

para tubos de poliestireno (5mL) previamente identificados e levados à centrífuga (400 x g 

por 5 minutos). As células foram permeabilizadas com 2mL de solução BD Perm/Wash (BD 

Biosciences, diluída 10 vezes em água destilada) por 10 minutos ao abrigo de luz e TA. Os 

tubos foram levados à centrífuga (400 x g por 5 minutos) e após descarte do sobrenadante 

foram adicionados 5µL de uma mistura de anticorpos monoclonais de superfície e 

intracelulares anti-CD4, anti-IL-17 e anti-IFNγ. Após incubação de 30 minutos em TA e ao 

abrigo de luz, as células foram lavadas e centrifugadas (400 x g por 5 minutos) com 1mL de 

Perm/Wash e posteriormente 1 mL de PBS-Wash. Por fim, as marcações foram fixadas com 
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150 µL de BD Cytofix (BD Biosciences) e acrescidas de 300 µL de PBS-Wash. Os tubos 

foram estocados a 4° C até o momento da aquisição no citômetro de fluxo. 

6.9.2 Estratégia de aquisição e análise de células Th17 no citômetro de fluxo 

As células foram adquiridas em um citômetro de fluxo equipado com um sistema que 

detecta quatro fluorescências (FACS Calibur) (Bencton  Dickson Immunocytometry System), 

disponível no NPT, IAM/Fiocruz-PE. As características celulares avaliadas na citometria de 

fluxo são: dispersão frontal de luz laser (FSC), proporcional à área da superfície ou tamanho 

da célula; dispersão lateral de laser (SSC), proporcional à granulação ou complexidade interna 

da célula e a emissão de fluorescências do tipo 1 (FL1), tipo 2 (FL2), tipo 3 (FL3) e tipo 4 

(FL4) de acordo com o fluorocromo de marcação utilizado. Aquisições e análises foram feitas 

utilizando o programa Cell Quest Pro instalado em um computador acoplado ao citômetro e 

com o software FlowJo versão 10.0.7, respectivamente. 

 Para a análise de células T auxiliares tipo 17 (CD4+ IL-17+) a população foi 

selecionada através do dot plot SSCxFL3, com a criação de um gate (R1) em torno da 

população de linfócitos (Figura 6A), sendo adquiridos para cada aquisição 20.000 eventos. 

Após a seleção de R1, as células Th17 clássicas (T CD4+ IL-17+ IFNγ-) e Th17 alternativas 

(T CD4+ IL-17+ IFNγ+) foram analisadas pela obtenção de gráficos bidimensionais de 

distribuição pontual de fluorescência. Para células CD4+ IL-17+foi estabelecida a modalidade 

FL3 (CD4/PercP) versusFL2 (IL-17/PE). A partir do gráfico FL3 xFL2, a região R2 foi 

estabelecidaafim de selecionar somente células CD4+ que expressassem IL-17(Figura 6B). 

Para criação de gráficos bidimensionais representativos de células CD4+IL-17+produtoras 

(Q2) e não produtoras (Q3) de IFNγ, a marcação FL3 (CD4+ IL-17+)x FL4 (IFNγ) foi 

utilizada (Figura 6C). 

Figura 6 - Exemplo da estratégia de aquisição de linfócitos CD4+ produtores de IL-17 (Th17) clássicas (IFNγ-) 

e patogênicas (IFNγ+) pela citometria de fluxo, em culturas de PBMC de pacientes de áreas endêmicas do 

Estado de Pernambuco 

 
Fonte: A autora. 

Nota: (A) Gráfico de dispersão lateral (SSC)versus CD4-PerCP(FL3), demonstrando a marcação para linfócitos 

CD4+, através da janela R1; (B) FL2versus FL3, demonstrando a marcação de IL-17versus CD4sendo 
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selecionada nesse gráfico a janela R2; (C) FL4versus FL3, demonstrando a marcação IFNγversus CD4+ IL-17+. 

Valores numéricos em A representam percentuais de linfócitos CD4+ dentro da população total; em B 

representam percentuais de células dentro de linfócitos CD4+ (R1); em C representam percentuais de células 

dentro da população CD4+ IL-17+ (R2). 

 

6.10  Dosagem de IL-17 nos sobrenadantes de cultura 

 

A dosagem as secreção de citocinas nos sobrenadantes de cultura de PBMCfoi 

realizadautilizando o kit BD™ CBA Human IL-17A Flex Set (Becton Dickinson) e 

leituranoequipamento FACS Calibur (Becton Dickinson), conforme instruções do 

fabricantecom adaptações. Este sistema emprega esferas de poliestireno, recobertas com 

anticorpos específicos para IL-17A acoplados a ficoeritrina (PE), e são detectadas no canal 

FL2. Alíquotas dos sobrenadantes de cultura foramincubadas com as de esferas de captura, 

conjugadas com os anticorpos monoclonais específicos ao abrigo da luz. Estas esferas 

foramentão lavadas e re-incubadas na presença dos anticorpos monoclonais anti-IL-17 

conjugados com PE. Após incubação, as esferas de captura foram novamente lavadas e 

analisadas no citômetro de fluxo.Os resultadosforamanalisados utilizando o software FCAP 

Array 1.0 (Becton Dickinson), e expressos em concentrações de picogramas por mililitro 

(pg/mL). 

 

6.11 Análises estatísticas 

 

Para testar a normalidade dos dados foi utilizado o teste de D`Agostino seguido do 

Teste T de Student  para dados com distribuição normal ou teste de Mann-Whitney para dados 

com distribuição não normal, para comparação de variáveis quantitativas entre grupos (ex.: 

idade). Para comparação de três ou mais grupos foi aplicado o teste ANOVA (normal) ou 

Kruskall-Wallis (não normal) seguidos de pós teste de Tukey ou Dunnpara a análise 

comparativa de todos os pares de colunas entre os grupos de pacientes (ex.: cargas 

parasitárias). O teste Qui-quadrado foi aplicado para comparação de variáveis qualitativas 

(ex.: sexo) entre grupos. Para análise de amostras pareadas por tempo (cinética da avaliação 

imunológica) foi aplicado o teste de Wilcoxon. Para correlacionar percentuais de células 

definidos em experimentos de imunofenotipagem com a carga parasitária, foi calculado o 

coeficiente de correlação linear de Pearson. 

As freqüências genotípicas do SNP IL-17 -197G/A foramcalculadas para os grupos 
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gS, gA e gSI por contagem direta dos genótipos, conforme Chen et al. (2010). As frequências 

alélicas foram determinadas pelas equações abaixo: 

        
      

         
         

      

         
 

Para verificar se existe proporção anormal do polimorfismo entre os grupos de 

estudo,o equilíbrio de Hardy-Weinberg (EqHW) foi testadopara cada grupo separadamente. O 

resultado foi dado pela comparação (Teste Qui-quadrado - X
2
) entre frequências genotípicas 

observadas e as frequências esperadas, determinadas pela fórmula de Hardy-WeinbergG
2
 + 

2AG + A
2
 = 1.  

A associação das variantes genéticas com os grupos de estudo foi estimada como 

uma razão de chances (Odds Ratio - OR) comparadas ao genótipo de referência GG 

considerando as quantidades de indivíduos gS e gA de cada genótipoutilizando o método do 

Qui-quadrado, aplicado no software EpiStat 5.0 com apoio do departamento de estatística do 

IAM/Fiocruz-PE. 

Os demais testes estatísticos foramrealizados no software Graphpad Prism 5.0 com 

intervalos de confiança de 95%. Os resultados foram considerados significativos quando o 

valor de p foi igual ou menor que 0,05. 
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7. RESULTADOS 

 

7.1 Amostragem e avaliação clínica 

 

 O cálculo amostral realizado conforme os parâmetros estabelecidos (item 6.2) definiu 

a necessidade de inclusão de 89 casos e 89 controles para a realização do estudo de 

associação. Para atingir este número, foram coletadas 365 amostras de sangue de indivíduos 

residentes em municípios onde a LT é endêmica no Estado de Pernambuco, oupacientes 

atendidos em livre demanda nosambulatórios de infectologia e dermatologia do Hospital 

Universitário Oswaldo Cruz (Quadro 4).  

Quadro 4 - Divisão da amostra populacional total coletada por município e caracterizaçãodos indivíduos 

inclusos para o estudo de associação do SNP -197 G/A com a leishmaniose tegumentar Americana 

Município  nº ind. % da amostra  Sexo Idade  

Abreu e Lima-PE 14 3,83 F: 10 / M: 4 38,29 ± 17,52 

Amaraji-PE 71 19,45 F: 31 / M: 40 26,10 ± 16,28 

Pesqueira-PE* 74 20,27 F: 42 / M:32 34,84 ± 16,75 

Araçoiaba-PE 1 0,27 F: 1 / M: 0 36, 0 ± 0 

Camaragibe-PE 1 0,27 F: 1 / M: 0 55, 0 ± 0 

Igarassu-PE 146 40 F: 91 / M: 55 32,22 ± 18 

Moreno-PE 18 4,93 F: 10 / M: 8 43,10 ± 12,94 

Paudalho-PE 16 4,38 F: 8 / M: 8 42,44 ± 21,46 

Recife-PE 2 0,54 F: 1 / M: 1 54,0 ± 1,41 

HUOC 22 6,02 F: 5 / M: 17 31,0 ± 10,79 

Total 365 100 F: 200 / M: 165 32,96 ± 17,55 
Nota: HUOC - Hospital Universitário Oswaldo Cruz, Recife-PE. F: sexo feminino; M: sexo masculino. Idades 

apresentadas pela média ± desvio padrão. 

* A amostra populacional coletada em Pesqueira-PE constitui-se de indivíduos pertencentes à comunidade 

indígena Xukurus de Ororubá. Estes índios segregam-se culturalmente pela conservação de seus costumes 

tribais, no entanto, em razão das relações de convivência, dos casamentos com não-indígenas e de seu não 

isolamento geográfico, não se considera este grupo etnicamente puro. 

 

 Entre o total de indivíduos inclusos nas análises genéticas, 32 foram posteriormente 

selecionados conforme o genótipo para as análises imunológicas e recaptados para coleta de 

amostra adequada (sangue heparinizado). Este grupo incluiu 24 pessoas do sexo feminino e 8 

do sexo masculino com média de idade de 36,90 ± 18,45 anos, todos em acordo com os 

critérios de inclusão estabelecidos no item 6.2.  

 Na análise clínica foram observados indivíduos que apresentavam lesão ativa (48), 

cicatriz de lesão (53), ou pessoas com lesões ativas e também pregressas (recidivantes) (12). 

As lesões ativas apresentaram-se em número de 1 a6 por indivíduo, localizando-se nos 

membros inferiores, membros superiores, face e/ou pescoço, uma vez que estas regiões 

corpóreas estão geralmente desnudas e acessíveis ao inseto vetor (Figura 7).  As cicatrizes 

observadas apresentaram-se na região lombar ou membros inferiores, em número de 1 a 4 por 
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indivíduo. O número de pacientes com cada quadro clínico está descrito na Tabela 5. Entre os 

inclusos já curados (cicatriz) 81,13% (43) haviam sido submetidos a tratamento com 

Glucantime®, e os demais tiveram cura espontânea. Entre os pacientes com lesão ativa, 

22,91% (11) estavam sob tratamento no momento da coleta. Os demais indivíduos com lesão 

ativa foram acessados antes do início do tratamento. 

 

Figura 7- Lesões ativas de pacientes inclusos no estudo, demonstrando fundo granuloso e bordas elevadas 

característicos da leishmaniose tegumentar e amastigotas de Leishmania visualizadas no exame microscópico da 

secreção de lesão, corados pelo Giemsa. 

 
Fonte: A autora. 

Nota: Fotos capturadas durante as coletas e durante exame microscópico direto das lesões, realizado no 

Laboratório de Endemias do Laboratório Central Dr Milton B. de Sobral (LACEN-PE). 

 

Tabela 1-Avaliação clínica e distribuição por gênero dos indivíduos residentes em áreas endêmicas do Estado de 

Pernambuco, inclusos no estudo de associação do SNP IL-17 -197 G/A rs2275913 com a leishmaniose 

tegumentar Americana. 

Clínica Homens Mulheres Total 

Lesão ativa 29 19 48 

Presença de cicatriz 29 24 53 

Sem doença ativa ou pregressa 115 161 276 
Nota: Doze indivíduos apresentaram lesão ativa e cicatriz, e estão inclusos em ambas as contagens.  

 

 Entre os indivíduos recaptados para a análise imunológica, 2 apresentavam cicatriz de 

lesão, sendo 1 curado espontaneamente e 1 curado por meio de tratamento. Nenhum 

apresentava lesão ativa no momento da coleta. 

 

7.2 Diagnóstico e definição de grupos caso e controle 

 

 O teste de hipersensibilidade celular tardia (IDRM) foi realizado em 84 (23,01%) 

indivíduos. Entre estes, 34 (40,47%) tiveram resultado positivo visualizado por enduração 

local entre 5 e 22 centímetros no local do inóculo. Em dois dos pacientes, o resultado da 

IDRM foi invalidado pela presença de reação no local ao NaCl 0,9% (controle negativo), que 

indicou resposta imunológica inespecífica. Para estes, e para os demais pacientes nos quais 
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não foi possível a aplicação do antígeno, apenas o resultado da técnica molecular foi 

considerado. 

Após análise do controle endógeno G3PD, que demonstrou inadequação do DNA 

em3das amostras coletadas (inviabilizando o teste molecular), a qPCR foi realizada em 362 

amostras. Houve positividade da qPCR kDNA1 em 160 (44,19%) amostras, indicando a 

presença de L. (V.) braziliensis ou resquícios de seu material genético (infecção atual ou 

pregressa).  

Conforme a avaliação da situação clínica e resultados dos testes imunológico e/ou 

molecular, os indivíduos foram distribuídos como gS, gA ou gSI. Partindo destes critérios, 88 

indivíduos foram considerados gS; 91 foram considerados gA e 186 gSI. A Tabela 2 

apresenta a distribuição dos grupos de estudo. 

 

Tabela 2–Distribuição dosindivíduos residentes em áreas endêmicas do Estado de Pernambuco por grupos de 

estudo e sexo, de acordo com o conjunto de critérios adotado para classificação em sintomáticos (gS), 

assintomáticos (gA) e sem infecção (gSI) por L. (V.) braziliensis. 

Sexo gS gA gSI 

Feminino 39 44 117 

Masculino 49 47 69 

Total 88 91 186 
Nota: Indivíduos com infecção por L. (V.) braziliensis e lesão ativa e/ou cicatriz (grupo Sintomático - gS, casos); 

com infecção por L. (V.) braziliensis e sem lesão (Grupo Assintomático - gA, controles); e sem infecção (grupo 

Sem Infecção - gSI). 

 

 

 A distribuição dos indivíduos por sexo entre casos e controles teve caráter 

proporcional (p= 0,589). Os indivíduos classificados como gSI tiveram média de idade de 

33,22 ± 17,45 anos. Entre os indivíduos infectados por L. (V.) braziliensis, os mais jovens 

expressavam menos a doença: entre os gS e gA, a comparação dasfaixas etárias apresentou 

diferença significativa (p= 0,030). A o gS e gA tiveram médias de idade de 35,75 ± 16,10 e 

29,70 ± 18,73, respectivamente, sugerindo que a faixa etária pode favorecer a evolução da 

infecção para uma condição subclínica, sendo os mais jovens menos suscetíveis. 

 Entre os indivíduos recaptados para análise imunológica, 2 pertencem ao gS; 10 

pertencem ao gA e 20 pertencem ao gSI. 

 

7.3 Frequências alélicas e genotípicas 

 

 Os genótipos de 345 indivíduos foram obtidos com sucesso pelas técnicas aplicadas 

(PCR-RFLP e/ou seqüenciamento), em 20 amostras não foi possível efetuar esta análise por 

limitações das técnicas. O genótipo de 136 indivíduosfoi determinado com sucesso pela 
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técnica de PCR-RFLP, e 244 amostras, tiveram resultados pelo seqüenciamento. A Figura 8 

ilustra a diferenciação entre os genótipos pelas duas técnicas aplicadas.  

Figura 8–Resultados de técnicas moleculares (PCR-RFLP e Sequenciamento) aplicadas para definição dos 

genótipos de indivíduos residentes em áreas endêmicas do Estado de Pernambuco inclusos no estudo de 

associaçãodo SNP IL-17A -197 G/A rs2275913 com a leishmaniose tegumentar Americana. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

Legenda:A) Gel de agarose demonstrando fragmentos resultantes da digestão enzimática do IL-17A em 

indivíduos homozigotos e heterozigotos para os alelos A e G. B) Ferograma de sequenciamento de indivíduo 

heterozigoto para o SNP -197 G/A, com destaque para os picos sobrepostos na sequência, indicando bases 

diferentes na amostra. PM = padrão molecular (25bp DNA Ladder, Invitrogen). 

  

A Tabela 3mostra a distribuição dos genótipos entre os grupos de estudo gS, gA e gSI. 

Tabela 3 -Distribuição dos genótipos para o SNP IL-17A -197 G/A rs2275913 na amostra total de indivíduos 

residentes em áreas endêmicas do Estado de Pernambuco inclusos no estudo. 

Grupo / 

Genótipo 

gS gA gSI Total 

GG 36 46 94 176 

AG 37 35 65 137 

AA 8 10 14 32 

Total 81 91 173 345 
Nota: Indivíduos com infecção por L. (V.) braziliensis e lesão ativa e/ou cicatriz (grupo Sintomático - gS, casos); 

com infecção por L. (V.) braziliensis e sem lesão (Grupo Assintomático - gA, controles); e sem infecção (grupo 

Sem Infecção - gSI). 

 

Conforme a determinação dos genótipos, e com base no genótipo em menor 

quantidade na população (AA), foram recaptados 32 indivíduos para análise do painel 
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imunológico, sendo 11 com genótipo AA, 10 AG e 11 GG. A Tabela 4 apresenta a 

distribuição destes indivíduos por grupo de estudo. 

Tabela 4-Distribuição dos genótipos para o SNP IL-17A -197 G/A rs2275913 no subconjunto de indivíduos 

residentes em áreas endêmicas do Estado de Pernambuco recaptados conforme genótipos para avaliação da 

resposta imunológica. 

Grupo / 

Genótipo 

gS gA gSI Total 

GG 0 5 6 11 

AG 0 1 9 10 

AA 2 4 5 11 

Total 2 10 20 32 
Nota: Indivíduos com infecção por L. (V.) braziliensis e lesão ativa e/ou cicatriz (grupo Sintomático - gS, casos); 

com infecção por L. (V.) braziliensis e sem lesão (Grupo Assintomático - gA, controles); e sem infecção (grupo 

Sem Infecção - gSI).  

 

As proporções de indivíduos AA, AG e GG dentro dos grupos gS e gA foram 

equivalentes estatisticamente: as frequências genotípicas e alélicas observadas apresentaram-

se em acordo com o equilíbrio de Hardy-Weinberg em todos os grupos de estudo, 

demonstrando que os pacientes portadores do alelo raro A estão em uma frequência esperada 

e normal entre aqueles que desenvolvem os sintomas da LTA (Tabela 5). 

Tabela 5 - Frequências genotípicas, frequências alélicas e análise do equilíbrio de Hardy-Weinberg na amostra 

total de indivíduos residentes em áreas endêmicas do Estado de Pernambuco inclusos no estudo. 

  Frequência 

genotípica 

observada 

(%) 

Frequência 

genotípica 

esperada pelo 

EqHW (%) 

Frequência do 

alelo A (%) 

Frequência do 

alelo G (%) 

valor 

dep 

gSI      

AA 14 (8,09) 12,49 (7,21) 93 (26,88) 253 (73,12) 0,337 

AG 65 (37,57) 68 (39,30) 

GG 94 (54,33) 92,49 (53,46) 

total 173   

gA      

AA 10 (10,98) 8,31 (9,13) 55 (30,22) 127 (69,78) 0,705 

AG 35 (38,46) 38,37 (42,16) 

GG 46 (50,54) 44,31 (48,69) 

total 91   

gS      

AA 8 (9,87) 8,66 (10,69) 53 (32,72) 109 (67,28) 0,114 

AG 37 (45,67) 35,66 (44,02) 

GG 36 (44,44) 36,66 (45,25) 

total 81   

Nota: Indivíduos com infecção por L. (V.) braziliensis e lesão ativa e/ou cicatriz (grupo Sintomático - gS, casos); 

com infecção por L. (V.) braziliensis e sem lesão (Grupo Assintomático - gA, controles); e sem infecção (grupo 

Sem Infecção - gSI).EqHW: Equilíbrio de Hardy-Weinberg. Valor de p: Significância estatísticada comparação 

de proporções entre as freqüências esperadas e observadaspelo teste de Qui-quadrado ao nível de significância 

95%. 
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7.4 Associação entre SNP -197 G/A e LTA 

 

Não foram encontradas diferenças significativas na distribuição dos genótipos entre gS 

e gA, indicando que não houve associação dos genótipos com o desenvolvimento de doença 

em indivíduos sabidamente infectados (gS x gA). Para complementar esta análise, a 

associação dos genótipos com a resistência à infecção foi medida (sendo neste caso indivíduos 

gSI considerados como “controles” e grupo gA + gS considerado como “caso”). Nenhuma 

associação foi encontrada. A análise de ORs revela que o polimorfismo rs2275913 não se 

relaciona com a suscetibilidade à doença frente à infecção, e nem com a permissibilidade à 

entrada dos parasitos, uma vez que todos os indivíduos participantes são de áreas endêmicas e 

estão igualmente expostos ao vetor (Tabela 6). 

Tabela 6 - Medidas de associação (Razão de chances; OddsRatio - OR) dos genótipos do SNP IL-17A -197 G/A 

rs2275913 com desenvolvimento de sintomas em indivíduos infectados, e com permissibilidade à instalação da 

infecção em áreas endêmicas para leishmaniose tegumentar Americanano Estado de Pernambuco, comparados 

ao genótipo de referência(GG). 

SNP IL-17 OR (IC 95%) Valor de p
 

Caso-Controle gS x gA 

(susceptibilidade da infecção para doença) 

AG/AA 1,278 (0,701-2,330) 0,424 

AG 1,351 (0,716-2,550) 0,354 

AA 1,022 (0,366-2,854) 0,967 

GG 1  

Caso-Controle (gS + gA) x gSI 

(susceptibilidade da exposição para infecção) 

AG/AA 1,30 (0,855-1,994) 0,236 

AG 1,27 (0,811-1,986) 0,307 

AA 1,47 (0,690-3,148) 0,341 

GG 1  

Nota: Valor de p calculado com base na comparação de proporções de sintomáticos e assintomáticos entre os 

portadores do alelo A e o genótipo de referência GG pelo teste Qui-quadrado, ao nível de 5% de significância. 

IC: intervalo de confiança. 

 

7.5 Avaliação das cargas parasitárias 

 

A comparação entre as cargas parasitárias dos grupos gS e gA demonstrou presença 

significativamente maior de DNA parasitário (em fentogramas - fg) nas amostras do grupo gA 

(med.= 1,17 fg/µL, mín.= 0,00 fg/µL, máx.= 106,02 fg/µL) em relação ao gS (med.= 0,39 

fg/µL, mín.= 0,00 fg/µL, máx.= 92,02 fg/µL) (p= 0,003) (Figura 9A). Subdividindo o grupo 

sintomático, notou-se que gS curados (pacientes com cicatriz - gSc) (med.= 1,28 fg/µL, mín.= 

0,01 fg/µL, máx.= 92,02 fg/µL) possuem maiores cargas parasitárias em relação àqueles com 
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lesão ativa (gSla) (med.= 0,07 fg/µL, mín.= 0,00 fg/µL, máx.= 56,60 fg/µL) (p<0,0001), mas 

têm quantidade semelhante de DNA parasitário em comparação aos assintomáticos. 

Comparando gA com gSla, foi encontrada maior quantidade de parasitos em gA (p<0,0001) 

(Figura 9B). 

Figura 9- Comparação das cargas parasitárias (concentração de DNA em fentogramas - fg por microlitro - µL) 

detectadas por PCR quantitativa em tempo real em amostras de indivíduos (casos e controles) residentes em 

áreas endêmicas para leishmaniose tegumentar Americanano Estado de Pernambuco. 

 
Legenda: Indivíduos com infecção por L. (V.) braziliensis e lesão ativa (la) e/ou cicatriz (c) (grupo Sintomático - 

gS, casos); com infecção por L. (V.) braziliensis e sem lesão (Grupo Assintomático - gA, controles) gA: n= 89, 

med.= 1,17 fg/µL, mín.= 0,00 fg/µL, máx.= 106,02 fg/µL; gS: n=71, med.= 0,39 fg/µL, mín.= 0,00 fg/µL, máx.= 

92,02 fg/µL. A) Comparação entre as cargas parasitárias de gS e gA, com diferença estatística significativa (*). 

B)Comparação entre as cargas parasitárias (DNA em fentogramas - fg) de gA e subgrupos gSla/ gSc, com 

diferença estatística significativa (**)gSla: n=37, med.= 0,07 fg/µL, mín.= 0,00 fg/µL, máx.= 56,60 fg/µL); gSc: 

n= 33, med.= 0,07 fg/µL, mín.= 0,00 fg/µL, máx.= 56,60 fg/µL.  Barras indicam as medianas. 

* Valor de p menor que 0,05; ** Valor de p menor que 0,0001. 

 

 Para associar o SNP IL-17A -197 G/A com o aumento ou redução da quantidade de 

DNA de L. (V.) braziliensis circulante as cargas parasitárias foram comparadas conforme os 

genótipos (AA, AG e GG) e nos grupos gS e gA. Indivíduos portadores do  alelo 

Ahomozigotos e heterozigotos tiveram concentrações semelhantes de DNA parasitário 

detectadas quando comparados aos GG (p= 0,397) (Figura 10A). As cargas parasitárias de 

pacientes do gA não aparentaram diferenças comparando-se os genótipos (p=0,293). Entre 

indivíduos do grupo gS foi possível notar visualmente maiores concentrações de DNA 

parasitário entre aqueles com genótipo AA, embora esta diferença  não tenha sido 

estatisticamente significativa (p= 0,506) (Figura 10B).  
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Figura 10 - Cargas parasitárias (concentração de DNA em fentogramas - fg por microlitro - µL) distribuídas por 

genótipos para o SNP IL17 -197 G/A rs2275913 na amostra populacional total do estudo (A), e subdividida 

entreindivíduos sintomáticos (gS) assintomáticos (gA) (B)residentes em áreas endêmicas para leishmaniose 

tegumentar Americana no Estado de Pernambuco. 

Legenda: Indivíduos com infecção por L. (V.) braziliensis e lesão ativa e/ou cicatriz (grupo Sintomático - gS, 

casos); com infecção por L. (V.) braziliensis e sem lesão (Grupo Assintomático - gA, controles). Barras indicam 

as medianas. 

 

 

7.6 Obtenção do antígenopara estímulo a PBMCs e avaliação de Th17 / IL-17 

 

 O AgST de L. (V.) braziliensis foi obtido (Figura 11) pela metodologia otimizada 

descrita no item 6.7. 

Figura 11 - Gel de eletroforese SDS-PAGE corado por azul de Coomassiedemonstrando o padrão de 

bandeamento da fração proteica solúvel purificada de cultura de promastigotas de L. (V.) braziliensis (AgST) em 

concentrações de 5 (a) e 10 (b) microgramas. 

 

Legenda: kDa: kilodaltons, marcador de peso molecular. 

 Embora a purificação do AgST de Leishmania não seja detalhadamente descrita nos 

estudos disponíveis na literatura (BRITO et al. 2001; CHAMAK-AYARI  et al. 2014; 

MARTINS et al. 2015; COELHO et al. 2003), a fração proteica solúvel obtida por meio de 

a b 
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lise celular mecânica e ultracentrifugação demonstra capacidade de estimular PBMCs para 

expressar citocinas Th1, Th2 e Th17 (BACELLAR  et al. 2009; BRELAZ-DE-CASTRO et al. 

2014; NOVOA  et al. 2011), após períodos entre 24 a 96 horas de incubação. 

 

7.7 Avaliação da resposta imune celular 

 

 Para o estudo das expressões de moléculas de superfície e intracitoplasmáticas, foi 

realizada análise dos percentuais de populações de linfócitos produtores de IL-17 submetidas 

a estímulos in vitro conforme descrito no item 6.8.2, pelo tempo determinado: 72 horas 

(Anexo E). 

 

7.7.1 Quantificação de IL-17 conforme o genótipo, SNP IL-17 -197 G/A 

 

Para elucidar a influência do SNP IL-17 -197 G/A rs2275913 sobre a produção de IL-

17 as frequências de linfócitos IL-17+e as concentrações de IL-17 nos sobrenadantes de 

cultura de PBMC foram contrastadas entre portadores (AA/AG) e não portadores (GG) do 

alelo A em indivíduos com (gS + gA) e sem infecção (gSI). As análises foram baseadas nas 

culturas submetidas ao estímulo inespecífico fitohemaglutinina, que age como potencializador 

da expressão de citocinas de modo geral, permitindo considerar apenas a influência do SNP 

rs2275913 sobre a afinidade do fator de transcrição (ESPINOZA et al. 2011) ao sítio 

promotor e a consequente produção de citocina.  

Em indivíduos infectados por L. (V.) braziliensis (gS e gA) a presença do alelo A não 

foi capaz de alterar significativamente a quantidade de células CD4+ IL-17+ alternativas 

(IFNγ+) e clássicas (IFNγ-) (Figura 12A e B, respectivamente). A análise de proporções dos 

subtipos de células CD4+ IL-17+ em indivíduos não infectados (gSI) revelou proporções 

maiores de células produtoras de IL-17  IFNγ+ e IFNγ- em portadores do alelo A, comparados 

aos GG (Figura 12D e E, respectivamente). A secreção de IL-17 nos sobrenadantes de 

homozigotos AA e heterozigotos mostrou maiores medianas em indivíduos AA/AG, 

reforçando a influência do SNP para o aumento da produção da citocina, embora as diferenças 

entre estes e os GG não tenham sido significativas em nenhuma das condições de infecção 

(Figura 12C e F). Os valores de p obtidos pelos Testes de Mann-Whitney aplicados para 

comparação dos pares estão demonstrados na figura. 
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Figura 12-Percentuais de células CD4+ IL-17+ IFNγ+ e CD4+ IL-17+ IFNγ-e concentração de IL-17A em 

sobrenadantesde cultura de PBMC de indivíduos residentes de areas endêmicas para leishmaniose tegumentar 

Americana portadores e não portadores do SNP IL-17 -197 G/A rs2275913. 

Fonte: A autora. 

Legenda: Percentuais de Th17 alternativas: CD4+ IL-17+ IFNγ+ (A e D) / Th17 clássicas: CD4+ IL-17+ IFNγ- 

(B e E) e concentração de IL-17 (pg/mL) (C e F)secretada em sobrenadantes de cultura em PBMCs estimulados 

por fitohemaglutinina (10mg/mL), em indivíduos infectados por L. (V.) braziliensis sintomáticos e 

assintomáticos (A, B, C) e em indivíduos não infectados (D, E, F).As barras indicam as medianas. CD: Cluster 

of Differentiation. 

 

7.7.2 Correlação de células Th17 e IL-17 com a carga parasitária 

 

 A influência das células produtoras de IL-17 sobre a carga parasitária foi observada 

nos 12 pacientes expostos à infecção incluídos nas análises de resposta imunológica (2 gS e 

10 gA). Avaliando a participação do IFNγ+ por meio dos subtipos de IL-17 (alternativas e 

clássicas), uma correlação significativa dos percentuais de células CD4+ IL-17+IFNγ+ com a 

concentração de DNA parasitário (em fg/µL) (p=0,043; r=-0,589) foi observada. Esta análise 

aponta que linfócitos Th17 estimulados por antígeno solúvel total de L. (V.) braziliensis 

(agST) produtores de IFNγ+ são majoritariamente responsáveis pelo decréscimo da carga 

parasitária, enquanto os linfócitos CD4+ IL-17+ IFNγ- parecem exercer influência mais 

discreta sobre a eliminação dos parasitas (p=0,606; r=-0,392) (Figura 13A e B, 

respectivamente). 

 O papel da IL-17 sobre a destruição dos parasitas foi demonstrado pela análise de 

correlação das concentrações de IL-17 em sobrenadantes de cultura de PBMC de indivíduos 
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expostos à infecção. Não foi observada correlação da IL-17 com a carga parasitária (p=0,674, 

r= 0,135) (Figura 13C).  

Figura 13 - Correlação entre os percentuais de linfócitos CD4+ IL-17+produtores e não produtores de IFNγ e 

concentração de IL-17 em sobrenadantes de cultura de PBMC com a concentração de DNA parasitário detectada 

em pacientes de áreas endêmicas para LTA no Estado de Pernambuco. 

 
 

Legenda: Percentuais de Th17 alternativas: CD4+ IL-17+ IFNγ+ (A) / Th17 clássicas: CD4+ IL-17+ IFNγ- (B) 

calculado dentro da população total de linfócitos das amostras, e concentração de IL-17 detectada em 

sobrenadantes de cultura de células mononucleadas de sangue periférico (peripheral blood mononucleated cells - 

PBMC). CD: Cluster of Differentiation. r= coeficiente de correlação linear de Pearson. Valores de p<0,05 foram 

considerados significativos. 
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8. DISCUSSÃO 

 

Fatores hereditários têm sido considerados como vias de explicação para a variação 

interindividual de suscetibilidade nas leishmanioses (CASTELLUCI, 2010; FRADE et al. 

2011). Este estudo avaliou a associação de um fator genético em IL-17 (SNP IL-17A -197 

G/A rs2275913) com o risco de desenvolver leishmaniose tegumentar Americana em 

municípios onde a doença é endêmica no Estado de Pernambuco, bem como a relação deste 

SNP com a geração da resposta celular do tipo Th17.  

Um estudo realizado por Araújo et al. (2016) associou fatores biológicos (gênero), 

sociais (renda per capita), econômicos (atividade laboral) e relacionados ao peridomicílio 

(presença de animais) com o risco de LTA em PE. No entanto, não foram encontrados estudos 

de associação de fatores genéticos com leishmanioses na população humana pernambucana. 

Os indivíduos do presenteestudo provém de 9 municípios de Pernambuco, compondo uma 

amostra populacional bem distribuída no Estado, já que este Estado tem 19 (34%) de seus 185 

municípios considerados endêmicos para LTA (BRASIL, 2007; MIRANDA  et al. 2011).Uma 

vez que esses municípios têm poucas variações geoclimáticas, de incidência, e de aspectos 

sociodemográficos, optou-se por agrupar todas as amostras para as análises. 

Castelluci et al. (2006; 2010) utilizaram a IDRM como  único critério diagnóstico para 

associar o SNPs de IL-6, CXCR e SLC11A1 com a leishmaniose cutânea e mucocutânea. A 

definição de grupos caso e controle, teve como objetivo discriminar entre indivíduos 

suscetíveis e resistentes à infecção por L. (V.) braziliensis. Foram usados testes de diagnóstico 

imunológico (IDRM) e molecular (qPCR kDNA1), com sensibilidades de 80-100% 

(MANZUR; BARI, 2006)  e  91,4% (PAIVA-CAVALCANTI et al. 2013) respectivamente. A 

boa sensibilidade dos testes aplicados contribui em assegurar que houve exposição prévia dos 

grupos ao patógeno, mesmo quando sinais e sintomas não foram observados. Em virtude da 

indisponibilidade da IDRM (Anexo B), não foi possível utilizar os resultados destas técnicas 

em conjunto, avaliando exposição e desenvolvimento de memória imunológica. Apesar disso, 

a alta especificidade do sistema de qPCR utilizado suporta seu uso para identificar indivíduos 

que, de fato, foram alvos da transmissão vetorial de L. (V.) braziliensis, permitindo a 

composição de um grupo controle adequado.  

A análise da distribuição de gênero entre os casos e controles sugeriu que a 

susceptibilidade a LTA não esteja associada ao sexo. Apesar disso, é conhecido que uma 

maior proporção dos pacientes com LTA seja do sexo masculino, em razão de sua maior 

exposição ocupacional (na agricultura, por exemplo) ao vetor, tendo incidências 2,5 a 3,5 
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vezes maiores da doença (CABRERA et al. 1995; GIEFING-KROLL et al. 2015). A 

comparação entre as médias de idade entre sintomáticos e assintomáticos, contudo, revela que 

indivíduos mais jovens são menos suscetíveis à doença causada por L. (V.) braziliensis. Um 

estudo de Shaw et al. (1995), avaliando a susceptibilidade a infecção por L. (V.) peruviana 

calculou que indivíduos infectados em idades menores são mais suscetíveis à LTA. O mesmo 

parece ocorrer em infecções por L. infantum /donovani, que causam a forma visceral da 

leishmaniose (SINGH et al. 2007; MACIEL et al. 2008).  Um estudo de Adisson et al. (2014) 

mostrou que indivíduos com idades mais avançadas desenvolvem respostas inflamatórias 

mais potentes, por ter menor capacidade de controlar a inflamação. Em virtude da 

peculiaridade de L. (V.) braziliensis em estimular mais fortemente a produção de citocinas 

pró-inflamatórias como IFNγ, TNF e IL-6 do que as outras espécies de Leishmania 

(SILVEIRA et al. 2009; RODRIGUES et al. 2014), indivíduos mais jovens são favorecidos 

por sua melhor capacidade de controle da inflamação. 

A IL-17A desempenha um papel importante na potencialização da imunidade celular 

adaptativa pró-inflamatória. Estudos com abordagens imunológicas e moleculares sugerem 

que os linfócitos Th17 têm impacto significativo no desenvolvimento e agravamento da LTA 

em modelos animais e em humanos, quando infectados por L. (V.) braziliensis (BACELLAR 

et al. 2009; GONZALEZ-LOMBANA  et al. 2013; GONÇALVES-DE-ALBUQUERQUE et 

al. 2017). O SNP rs2275913 está localizado dentro de um motivo de ligação para o fator 

nuclear de células T ativadas (NFACT) que é um regulador crítico de expressão de IL-17 

(LIU; LIN; GAFFEN, 2004). Foi previamente demonstrado que o alelo -197A proporciona 

maior afinidade do NFACT pelo sítio promotor, resultando na secreção mais exuberante de 

IL-17 (ESPINOZA et al. 2011b). 

Embora o papel protetor da IL-17 contra a leishmaniose visceral esteja sendo 

constantemente reforçado (PITTA et al. 2009; GHOSH et al. 2013; NASCIMENTO et al. 

2015), e sua participação no agravamento da LTA seja evidente (BACELLAR et al. 2009; 

GONZALEZ-LOMBANA et al. 2013), investigamos pela primeira vez neste estudo a 

associação de uma variante genética em IL-17 com o desfecho clínico da doença. A análise de 

risco para leishmaniose tegumentar Americana, conforme o genótipo pelo cálculo da OR de 

pacientes portadores do alelo raro A, mostrou que esta variante não está diretamente associada 

com a susceptibilidade ao desenvolvimento de doença entre infectados, e nem com maior 

susceptibilidade ao estabelecimento da infecção. Apesar da conhecida influência de 

componentes genéticos na LTA (HANDMAN et al. 2005),  o efeito individual deste SNP não 



70 
 

 

 

é suficiente para justificar o surgimento da doença, devido a natureza multifatorial da LTA. 

Na LTA, componentes salivares do vetor, virulência parasitária (que pode variar intraespécie) 

e estado nutricional, e imunológico (ex.: co-infecção HIV) (REITHINGER et al. 2007) são 

outros determinantes de susceptibilidade que podem se sobrepor ao background genético do 

hospedeiro.  

Conforme verificado por Hong e Park (2012), em análise do tipo caso-controle para o 

n amostral adotado neste estudo a associação seria significativa quando OR>2,00. Segundo os 

mesmos autores, para tornar estatisticamente significativa a interpretação das ORs deste 

estudo (± 1,30), uma amostra populacional 7 vezes maior seria necessária. Diante da baixa 

incidência da LTA (BRASIL, 2007) e da dificuldade de acesso aos casos por tratar-se de uma 

doença negligenciada, não fatal e de caráter rural, a obtenção de uma amostra desta magnitude 

torna-se difícil. 

Estudos anteriores associaram o SNP rs2275913 a doenças fortemente relacionadas à 

atividade inflamatória crônica, como asma e doenças autoimunes (ARISAWA et al. 2008; 

CORREA et al. 2012; NORDANG et al. 2009), e algumas doenças infecciosas (LOCKART et 

al. 2006; MEEKS et al. 2009; JUHO et al. 2015). A associação do polimorfismo IL-17A 

rs2275913com a tuberculose foi investigada, e não teve relação significativa com a doença em 

populações asiáticas e caucasianas (ZHAO et al. 2016). No entanto, recentemente Milano et 

al. (2016) propuseram que o alelo A estaria ligado a proteção contra tuberculose na região sul 

do Brasil (OR= 0,29; p= 0,04), devido a maior produção de IL-17 causada por maior 

afinidade deste alelo aos NFATCs.  

O papel da IL-17 também é crucial para proteção contra Trypanosoma cruzi, que 

pertence a mesma família de protozoários de Leishmania sp. À IL-17 na doença de Chagas 

tem sido atribuído o controle da parasitemia por T. cruzi e proteção contra a forma cardíaca da 

doença de Chagas (MIYAZAKI et al. 2010; ERDMANN et al. 2013), mas também seu 

envolvimento com as formas mais graves de cardiomiopatia (ALMEIDA et al. 2018).Apesar 

deste conhecimento, a análise da associação entre o SNP rs2275913 e o desenvolvimento da 

forma cardíaca não mostrou relação significativa do alelo A com a cardiomiopatia na 

população colombiana estudada (RODRIGUEZ et al. 2015). 

Para avaliar a influência do SNP IL-17 -197 G/A sobre a LTA, as cargas parasitárias 

dentro de cada grupo genotípico foram comparadas. Primeiro, as quantidades de DNA 

parasitário em indivíduos sintomáticos foi contrastada com os assintomáticos, revelando 

menores cargas parasitárias no primeiro grupo (gS< gA, p=0,003). A escassez de parasitismo 
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é uma observação comum em pacientes com lesões dérmicas causadas por L. (V.) braziliensis 

(MAGALHÃES et al. 1986; PEREIRA et al. 2017), pois os pacientes desenvolvem respostas 

inflamatórias intensas que eliminam os parasitas e danificam o tecido, causando as 

lesões(BARRAL-NETO et al. 1986).  Este fato enfatiza inclusive, a necessidade de técnicos 

experientes e indica abordagens moleculares como a qPCRpara confirmar um diagnóstico 

(PIRMEZ et al. 1999; PAIVA-CAVALCANTI et al. 2013).  

A cura parasitológica, no entanto, não ocorre em infecções por L. (V.) braziliensis, 

uma vez que o kDNA está presente em 80% dos pacientes curados (SCHUBACH et al. 

1998;BACELLAR et al. 2009; ASSIS-SOUZA et al. 2013). Visto que o grupo gA é composto 

de residentes de áreas endêmicas, e diante da alta sensibilidade da técnica de qPCR, utilizada 

como critério de classificação dos casos, é esperado que estes possuam resquícios de DNA 

parasitário circulante, assim como os indivíduos sintomáticos curados (gSc). As baixas 

quantidades de DNA parasitário encontradas nos indivíduos com lesão ativa(gSla) em relação 

aos demais grupos reforçam que na LTA a doença não depende primordialmente da 

magnitude da carga parasitária. A LTA tem sido associada principalmente a falhas na 

secreção de citocinas anti-inflamatórias, especialmente a IL-10 (FARIA et al. 2005), que 

permitem a exacerbação da secreção de IFNγ e IL-17 (GONZALEZ-LOMBANA et al. 2013). 

A participação da IL-17 foi correlacionada com a cura espontânea em humanos 

(NOVOA et al. 2011) e em infecção experimental de camundongos C57BL/6 por L. (V.) 

braziliensis (VARGAS-INCHAUSTEGUI et al. 2008) e com cura induzida na infecção por 

outra espécie do subgênero Viannia (CASTILHO et al. 2010), sendo atribuída nestes estudos 

a participação de mecanismos regulatórios para controlar a inflamação local. Por outro lado, a 

IL-17 também tem sido relacionada apenas ao aumento da inflamação, sem interferência 

sobre a destruição dos parasitas, que dependeria principalmente dos monócitos/macrófagos 

recrutados/ativados por IFNγ (LOPEZ-KOSTKA et al. 2009; GONZALEZ-LOMBANA et al. 

2013).  

Nas amostras desde estudo, foram observadas medianas semelhantes de DNA 

parasitário circulante entre AG e AA comparados a GG. Considerando que estudos anteriores 

demonstraram maior produção de IL-17 entre portadores do alelo A, este resultado contribui 

para reforçar que o decréscimo da carga parasitária não está diretamente ligado à atividade da 

IL-17. Anderson et al. (2009) encontraram associação entre a patologia grave e a presença de 

células CD4+IL-17+, que também estava ligada a um aumento no infiltrado celular de 

macrófagos neutrófilos. No entanto, apesar de contribuir para a exacerbação da lesão, nenhum 



72 
 

 

 

efeito benéfico de controle da replicação parasitária foi observado (ANDERSON et al. 

2009).Foi sugerido ainda que neutrófilos podem agir a favor da permanência dos parasitas, 

facilitando sua inserção nos macrófagos inativados, dependendo do estágio da infecção 

(CARMO et al. 2010; RIBEIRO-GOMES et al. 2012).A presença de IL-17 parece, portanto, 

aumentar o processo inflamatório sem necessariamente causar morte parasitária. Por um 

mecanismo mediado pela presença de neutrófilos, maiores níveis de IL-17 poderiam ainda 

contribuir para a manutenção dos parasitas. 

Outros estudos, porém, demonstraram a ação de Th17 em atrair células produtoras de 

IFNγ, que contribuem de forma significativa com a destruição de Leishmania sp. (VARGAS-

INCHAUSTEGUI et al. 2008; KATARA et al. 2013). Conforme revisado por Gonçalves-de-

Albuquerque et al. (2017), a atuação das células Th17 em relação aos parasitas depende do 

momento da infecção em que os neutrófilos são recrutados e do tempo de permanência da IL-

17 no tecido, além da espécie parasitária envolvida. 

As infecções por Leishmania sp.estimulam fortemente a produção de IL-17: níveis 

elevados de IL-17 foram medidos em sobrenadantes de cultura de PBMCs de pacientes com 

LT causadas por L. (V.) braziliensis (BACELLLAR et al. 2009; CASTILHO  et al. 2010), e 

em LT causada por outras espécies (ESPIR et al. 2011). Os estudos supracitados, porém, 

utilizam extratos totais de proteínas solúveis e não detalham metodologias de 

extração/purificação dos antígenos específicos utilizados para estimular as culturas de células. 

O protocolo utilizado neste estudo baseou-se na técnica utilizada por Chamak-Ayari et al. 

(2014), que isola proteínas de superfície de membrana de Leishmania, que são reconhecidas 

por células Th1 humanas e demonstraram alto nível de proteção em camundongos vacinados.  

A influência do SNP rs2275913 na expressão e secreção da IL-17 foi demonstrada por 

um estudo de Espinoza et al. (2011b): linfócitos de pacientes sadios AA / AG estimulados in 

vitro por PHA secretaram níveis significativamente mais altos de IL-17 do que os indivíduos 

GG, sugerindo que a variante de sequência rs2275913 altera a afinidade do promotor do IL-17 

para fatores de transcrição liberados em resposta à ativação de células T, levando a uma 

produção diferencial de IL-17. Nosso estudo demonstrou que em indivíduos infectados por L. 

(V.) braziliensis a presença do alelo A não altera de forma perceptível a quantidade de 

citocina produzida (observada pelos percentuais de células Th17 alternativas e clássicas e 

concentração de IL-17 nos sobrenadnates), corroborando com a ausência de associação 

encontrada no estudo genético. Por outro lado, em indivíduos sem infecção, um percentual 

significativamente maior de células CD4+IL-17+ em comparação ao grupo não portador do A 
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(GG) é encontrado, confirmando os achados de Espinoza et al. (2011), embora a secreção da 

citocina (concentração de IL-17 nos sobrenadantes de cultura) não tenha sido efetivamente 

maior. É importante considerar que muitos tipos e subtipos celulares estão presentes na 

população de PBMC resultando em uma diversidade de regulações imunológicas. Ainda, 

outros polimorfismos importantes não investigados neste estudo (ex.: IL-17F 7488 T/C 

rs763780) podem atuar na quantidade total de citocina secretada em cada grupo (CHEN et al. 

2010).  

Os resultados aqui apresentados reforçam os achados anteriores sobre o aumento da 

produção de IL-17 pelo SNP rs2275913 (CHEN et al. 2010; ESPINOZA et al. 2011b). O 

estudo de associação com susceptibilidade nos contextos de exposição para infecção e de 

infecção para doença mostraram que a IL-17 não é determinante para o estabelecimento de L. 

(V.) braziliensis no hospedeiro ou para definir se o indivíduo infectado expressará 

clinicamente a doença, caracterizada pelas lesões dérmicas ulceradas. Contudo, a presença de 

maiores concentrações de IL-17 pode agravar a doença já expressa confrme revisado em 

literatura (HARTLEY et al. 2016; GONÇALVES-DE-ALBUQUERQUE et al. 2017). Os 

dados obtidos neste estudo somados aos achados anteriores (CHEN et al. 2010; ESPINOZA et 

al. 2011) sugerem, portanto, que a presença deste SNP tendo como consequênciao aumento da 

IL-17 poderia ter relação com o agravamento das lesões da LTA devido a sua forte atividade 

inflamatória. 

A eliminação parasitária em infecções por Leishmania spp. depende diretamente da  

presença de IFNγ (ANDERSON et al. 2009; GONZALEZ-LOMBANA  et al. 2013).As 

análises de correlação dos tipos celulares CD4+IL-17+ IFNγ+ e IFNγ- com a quantidade de 

DNA detectada nos indivíduos indicaram que linfócitos Th17 produtores de IFNγ+ exercem 

influência mais significativa na destruição parasitária, enquanto os linfócitos CD4+ IL-17+ 

IFNγ- parecem exercer influência discreta sobre a eliminação dos parasitas, devido a sua 

atuação sinérgica com Th1/IFNγ. A não correlação da IL-17 com a carga parasitára foi 

confirmada pela análise de IL-17 em sobrenadantes, que não teve influência sobre a 

quantidade de DNA parasitário detecada. De fato, a sinergia de IL-17 e IFNγ em humanos é 

sugerida por uma correlação positiva entre a expressão de mRNA IL-17 e IFNγ em lesões ML 

causadas por L. major (BOAVENTURA  et al. 2010), contrastando com o antagonismo 

observado em camundongos C57BL/6 (GONZALEZ-LOMBANA et al. 2013). Neste 

contexto, nosso estudo contribuiu em indicar que a presença de IL-17 não atua diretamente 

sobre a eliminação parasitária, sendo este papel diretamente relacionado com a atividade do 
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IFNγ, conforme previamente observado por ANDERSON et al. 2009; GONZALEZ-

LOMBANA et al. 2003). 
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9. CONCLUSÕES 

 

 Este estudo avaliou pela primeira vez a relação entre uma variante genética em IL-17 e 

a susceptibilidade à LTA. O estudo de associação do tipo caso-controle não demonstrou 

significância suficiente da associação SNP IL-17 -197 G/A com a susceptibilidade a LTA 

para sugeri-lo comomarcador. 

 A avaliação da presença de IL-17 intracelular e extracelular e da secreção de IL-17 

entre indivíduos saudáveis portadores e não portadores do alelo A neste estudo reforçou 

achados de estudos anteriores quanto à influência deste SNP para o aumento da produção 

desta citocina. Foi observado, porém, que indivíduos infectados por L. (V.) braziliensis não 

apresentam variação significativa de IL-17 entre os genótipos, corroborando o resultado das 

análises genéticas. 

 A análise de cargas parasitárias indicou que a presença de IL-17 não atua de forma 

direta na eliminação dos parasitas. Uma vez que linfócitos Th17 IFNγ+ estão mais fortemente 

correlacionados com o número de parasitas,foi possível observar que a eliminação de L. (V.) 

braziliensis depende diretamente da presença de IFNγ. 
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10. PERSPECTIVAS 

 

Os dados obtidos no presente estudo demonstram que a IL-17, estudada isoladamente, 

não tem papel determinante sobre o desenvolvimento de lesões dérmicas emconsequência da 

infecção por L. (V.) braziliensis. A compilação dos recentes achados publicados na literatura 

científica acerca do papel da IL-17 na imunopatogenia da LTA aponta que esta citocina está 

associada ao agravamento das lesões causadas pela infecção por L. (V.) braziliensis, podendo 

inclusive levar à evolução da doença para a forma mucocutânea. Apesar de o SNPIL-17A -197 

G/A rs2275913 não ser útil como marcador preditivo do surgimento da LTA, a confirmação 

de maiores concentrações de IL-17 na presença do alelo mutante Asugere que este 

polimorfismo possa estar significativamente associado com o agravamento das lesões. Um 

estudo com desenho direcionado para a investigaçãodesta hipótese pode ajudar a identificar 

indivíduos mais vulneráveis, possibilitanto a prevenção de expressões mais graves e 

debilitantes da doença. 
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APÊNDICE A - Termos de consentimento Livre e esclarecido 

 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Paciente Menor de 18 anos  

 

Ao senhor (a) responsável pelo indivíduo menor de idade, gostaríamos de convidar o (a) menor a participar do 

projeto de pesquisa intitulado “Caracterização da resposta imune celular à infecção por L. (V.) braziliensis 

na presença do SNP 197(G/A) em região promotora do IL-17”, que será desenvolvido no Centro de Pesquisas 

Aggeu Magalhães da Fundação Oswaldo Cruz (CPqAM/FIOCRUZ). O objetivo principal desta pesquisa é obter 

informações sobre as causas genéticas e imunológicas do desenvolvimento da leishmaniose tegumentar em 

alguns indivíduos da comunidade, comparando características encontradas em amostras de sangue de indivíduos 

doentes e não doentes.  

O (A) menor fará parte do grupo de pacientes, que será submetido à coleta de sangue, que será realizada com 

material estéril, descartável, e por profissionais de saúde de reconhecida capacidade para executá-la. Serão 

coletados 22 mL de sangue em três tubos, que correspondem a 2 colheres de sopa e meia. Este volume não causa 

prejuízo à integridade física do menor. Quanto aos riscos, apesar de todas as medidas preventivas e cuidados 

tomados no sentido de proteger os voluntários, o menor poderá sentir algum desconforto ou ardência.  

Este estudo contribuirá para um melhor conhecimento da leishmaniose tegumentar humana e o uso destas 

informações poderá permitir o desenvolvimento de tratamentos e medidas de controle da doença direcionadas às 

populações numa perspectiva futura.  

Garantimos que a privacidade do (da) menor será preservada e os dados pessoais serão confidenciais e mantidos 

sob sigilo, não sendo divulgados em nenhuma hipótese. Antes da participação do menor no referido projeto, o 

senhor tem a total liberdade de pedir qualquer esclarecimento adicional que julgue necessário, que será 

esclarecido por um participante do estudo. O (A) Sr. (a) poderá recusar ou retirar o seu consentimento, em 

qualquer momento da investigação, sem qualquer punição ou prejuízo.  

Solicitamos sua autorização para que a Fundação Oswaldo Cruz (CPqAM/FIOCRUZ-PE) possa utilizar as 

informações obtidas neste estudo em reuniões, congressos e publicações científicas preservando, neste caso, a 

identidade do (a) menor. Permitindo a participação do menor na pesquisa, o Sr. (a) concorda com o estoque 

(Linhagens de células e Banco de DNA) da amostra coletada para posterior estudo. Neste caso, o senhor (a) será 

informado da necessidade de utilizar a amostra em outra pesquisa.  

Este documento será feito em duas vias, ficando uma em posse do participante e a outra com o coordenador da 

pesquisa. 

Em caso de dúvidas ou outras informações posteriores o (a)Sr.(a) poderá entrar em contato com a equipe 

responsável, através dos telefones abaixo e caso exista a necessidade de apresentar recursos ou reclamações em 

relação à pesquisa poderá entrar em contato com o Comitê de Ética do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, 

através do telefone (81) 2101-2639, o qual tomará as medidas cabíveis. 

 

Desejo ser informado se a amostra precisar ser analisada futuramente: (  ) SIM     (  ) NÃO 

 
 
_________________________________________________________             data: 
Nome do menor         
 
_________________________________________________________             data:                      
Assinatura do responsável pelo menor                                             

 

_________________________________________________________             data:                      
Suênia da Cunha Gonçalves de Albuquerque, Biomédica Fone: 8785-2246 

Responsável pela pesquisa 

 

_________________________________________________________             data: 
Milena de Paiva Cavalcanti, PhD        Fone: 2101-2679 
Coordenadora do projeto 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

 

 

Paciente Menor de 18 anos  

 

Ao senhor (a) responsável pelo indivíduo menor de idade, gostaríamos de convidar o (a) menor a participar do 

projeto de pesquisa intitulado “Caracterização da resposta imune celular à infecção por L. (V.) braziliensis 

na presença do SNP 197(G/A) em região promotora do IL-17”, que será desenvolvido no Centro de Pesquisas 

Aggeu Magalhães da Fundação Oswaldo Cruz (CPqAM/FIOCRUZ). O objetivo principal desta pesquisa é obter 

informações sobre as causas genéticas e imunológicas do desenvolvimento da leishmaniose tegumentar em 

alguns indivíduos da comunidade, comparando características encontradas em amostras de sangue de indivíduos 

doentes e não doentes.  

O (A) menor fará parte do grupo de pacientes, que será submetido à coleta de sangue, que será realizada com 

material estéril, descartável, e por profissionais de saúde de reconhecida capacidade para executá-la. Serão 

coletados 22 mL de sangue em três tubos, que correspondem a 2 colheres de sopa e meia. Este volume não causa 

prejuízo à integridade física do menor. Quanto aos riscos, apesar de todas as medidas preventivas e cuidados 

tomados no sentido de proteger os voluntários, o menor poderá sentir algum desconforto ou ardência.  

Este estudo contribuirá para um melhor conhecimento da leishmaniose tegumentar humana e o uso destas 

informações poderá permitir o desenvolvimento de tratamentos e medidas de controle da doença direcionadas às 

populações numa perspectiva futura.  

Garantimos que a privacidade do (da) menor será preservada e os dados pessoais serão confidenciais e mantidos 

sob sigilo, não sendo divulgados em nenhuma hipótese. Antes da participação do menor no referido projeto, o 

senhor tem a total liberdade de pedir qualquer esclarecimento adicional que julgue necessário, que será 

esclarecido por um participante do estudo. O (A) Sr. (a) poderá recusar ou retirar o seu consentimento, em 

qualquer momento da investigação, sem qualquer punição ou prejuízo.  

Solicitamos sua autorização para que a Fundação Oswaldo Cruz (CPqAM/FIOCRUZ-PE) possa utilizar as 

informações obtidas neste estudo em reuniões, congressos e publicações científicas preservando, neste caso, a 

identidade do (a) menor. Permitindo a participação do menor na pesquisa, o Sr. (a) concorda com o estoque 

(Linhagens de células e Banco de DNA) da amostra coletada para posterior estudo. Neste caso, o senhor (a) será 

informado da necessidade de utilizar a amostra em outra pesquisa.  

Este documento será feito em duas vias, ficando uma em posse do participante e a outra com o coordenador da 

pesquisa. 

Em caso de dúvidas ou outras informações posteriores o (a)Sr.(a) poderá entrar em contato com a equipe 

responsável, através dos telefones abaixo e caso exista a necessidade de apresentar recursos ou reclamações em 

relação à pesquisa poderá entrar em contato com o Comitê de Ética do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, 

através do telefone (81) 2101-2639, o qual tomará as medidas cabíveis. 

 

Desejo ser informado se a amostra precisar ser analisada futuramente: (  ) SIM     (  ) NÃO 

 
 
_________________________________________________________             data: 
Nome do menor         
 
_________________________________________________________             data:                      
Assinatura do responsável pelo menor                                             

 

_________________________________________________________             data:                      
Suênia da Cunha Gonçalves de Albuquerque, Biomédica Fone: 8785-2246 

Responsável pela pesquisa 

 

_________________________________________________________             data: 
Milena de Paiva Cavalcanti, PhD        Fone: 2101-2679 
Coordenadora do projeto 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Paciente  
 
Convidamos o Sr. (a) a participar do projeto de pesquisa intitulado “Caracterização da resposta imune celular 

à infecção por L. (V.) braziliensis na presença do SNP 197(G/A) em região promotora do IL-17”, que será 

desenvolvido no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães da Fundação Oswaldo Cruz (CPqAM/FIOCRUZ). O 

objetivo principal desta pesquisa é obter informações sobre as causas genéticas e imunológicas do 

desenvolvimento da leishmaniose tegumentar em alguns indivíduos da comunidade, comparando características 

encontradas em amostras de sangue de indivíduos doentes e não doentes.  

O (A) Sr. (a) fará parte do grupo de pacientes, que será submetido à coleta de sangue, realizada com material 

estéril, descartável, e por profissionais de saúde de reconhecida capacidade para executá-la. Serão coletados 22 

mL de sangue em três tubos, que correspondem a 2 colheres de sopa e meia. Este volume não causa prejuízo à 

sua integridade física. Quanto aos riscos, apesar de todas as medidas preventivas e cuidados tomados no sentido 

de proteger os voluntários, o Sr. (a) poderá sentir algum desconforto ou ardência.  

Este estudo contribuirá para um melhor conhecimento da leishmaniose tegumentar humana e o uso destas 

informações poderá permitir o desenvolvimento de tratamentos e medidas de controle da doença direcionadas às 

populações numa perspectiva futura.  

Garantimos que a privacidade do (da) Sr (a) será preservada e os dados pessoais serão confidenciais e mantidos 

sob sigilo, não sendo divulgados em nenhuma hipótese. Antes da participação no referido projeto, o senhor tem a 

total liberdade de pedir qualquer esclarecimento adicional que julgue necessário, que será esclarecido por um 

participante do estudo. O (A) Sr. (a) poderá recusar ou retirar o seu consentimento, em qualquer momento da 

investigação, sem qualquer punição ou prejuízo.  

Solicitamos sua autorização para que a Fundação Oswaldo Cruz (CPqAM/FIOCRUZ-PE) possa utilizar as 

informações obtidas neste estudo em reuniões, congressos e publicações científicas preservando, neste caso, a 

sua identidade. Aceitando participar da pesquisa, o Sr. (a) concorda com o estoque (Linhagens de células e 

Banco de DNA) da amostra coletada para posterior estudo. Neste caso, o (a) senhor (a) será informado (a) da 

necessidade de utilizar a amostra em outra pesquisa.  

Este documento será feito em duas vias, ficando uma em posse do participante e a outra com o coordenador da 

pesquisa. 

Em caso de dúvidas ou outras informações posteriores o (a)Sr.(a) poderá entrar em contato com a equipe 

responsável, através dos telefones abaixo e caso exista a necessidade de apresentar recursos ou reclamações em 

relação à pesquisa poderá entrar em contato com o Comitê de Ética do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, 

através do telefone (81) 2101-2639, o qual tomará as medidas cabíveis. 

 

Desejo ser informado se a amostra precisar ser analisada futuramente: (  ) SIM     (  ) NÃO 
_________________________________________________________             data: 
Nome do participante do estudo         
 
_______________________________________________________________               data: 
Suênia da Cunha Gonçalves de Albuquerque, Biomédica Fone: 

Responsável pela pesquisa 

 

_________________________________________________________             data: 
Milena de Paiva Cavalcanti, PhD        Fone: 2101-2679 
Coordenadora do projeto 
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TERMO DEASSENTIMENTO DO MENOR 

 

 

 

Eu, _________________________________________________, em acordo com a decisão 

de meus pais e/ou responsáveis aceito participar da pesquisa sobre o sistema de defesa do 

corpo contra a Leishmaniose, e permito que meu sangue seja coletado para análise.   

 

 

 
 

 

 
_________________________________________________________             data:                      
Assinatura do menor                                             

 

_________________________________________________________             data:                      
Suênia da Cunha Gonçalves de Albuquerque, Biomédica Fone: 8785-2246 

Responsável pela pesquisa 

 

_________________________________________________________             data: 
Milena de Paiva Cavalcanti, PhD        Fone: 2101-2679 
Coordenadora do projeto 
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APÊNDICE E – Teste de concentrações do Antígeno Solúvel total de Leishmania (V.) 

braziliensis para estímulo de cultura de células mononucleares do sangue periférico 

 

a) Descrição do teste 

Para padronização das condições de cultivo que foram aplicadas as amostras de 

pacientes, foi realizada uma cinética de tempo e concentração de estímulo antigênico, de 

modo a otimizar a secreção de IL-17 e citocinas pró inflamatórias (IFNγ e TNF) e anti-

inflamatórias (IL-10, IL-6, IL-4, IL-20). Para tanto, as PBMCs de 6 pacientes foram 

estimuladas em meio de cultura com o extrato proteico solúvel de L. (V.) braziliensis(AgST) 

em concentrações de 5 e 10 μg/ml, e mantidas em estufa de CO2 5% a 37ºC por 24, 48, 72, 96 

e 120 horas. Células sem estímulo (SE), mantidas apenas com meio de cultura, foram os 

controles negativos do ensaio. Para avaliar a capacidade estimulatória do antígeno as citocinas 

secretadas no sobrenadante das culturas foram dosadaspela técnica de Cytometric Bead Array 

(CBA), utilizando o kit BD™ CBA Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (Becton Dickinson) e 

leitura no equipamento FACS Calibur (Becton Dickinson), conforme instruções do fabricante. 

Os resultados foram analisados utilizando o software FCAP Array 1.0 (Becton Dickinson). As 

comparações entre as concentrações e tempos foi dada pelo teste de Wilcoxon para amostras 

pareadas, ao nível de significância p<0,05, executado no softwareGraphpadPrism 5.0 

 b) Resultados do teste 

 

 A análise das concentrações de citocina em sobrenadantes focada em IL-17 mostrou 

pico de secreção da citocinaao estímulo de 5µg/mL de AgST, após 72 horas de incubação. 

Nos demais tempos avaliados, as quantidades de IL-17 detectadas nos sobrenadantes de 

culturas com 5 e 10 µg/mL foram discretamente diferentes, levando à não significância 

estatística do teste (p= 0,733) (Figura b.1). A secreção de IL-17 em cultura estimulada com 

5µg/mL de AgST foi sensivelmente maior que no controle negativo (SE), enquanto uma 

maior quantidade de antígeno reduziu sua secreção (p=0,112) (Figura b.2).  
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Figura b.1 - Concentrações de IL-17 em pictogramas por mL detectadas em sobrenadantes de cultura de células 

mononucleares de sangue periférico estimuladas por 5 e 10  µg/mL de antígeno solúvel total (AgST) de L. (V.) 

braziliensis em diferentes tempos de incubação. 

 

Figura b.2 - Concentrações de IL-17 em pictogramas por mL detectadas em sobrenadantes de cultura de células 

mononucleares de sangue periférico estimuladas por 5 e 10  µg/mL de antígeno solúvel total (AgST) de L. (V.) 

braziliensis, e sem estímulo (SE)após 72 horas de incubação.  

 

 

Com base nestas observações, foi padronizada a aplicação de 5µg/mL de AgST de L. 

(V.) braziliensis para estímulo das culturas deste projeto. 

c) Cinética de tempo de cultivo para imunofenotipagem  

Para a definição do tempo de cultivo necessário para diferenciação de células Th17 

sob estímulo com o AgST de L. (V.) braziliensis purificado, foi realizado um experimento 

piloto onde foram utilizadas as PBMCs de 5 indivíduos-controle, não residentes de áreas 

endêmicas e não inclusos na amostragem deste estudo. Este grupo foi composto de 
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3indivíduos do sexo feminino e 2 do sexo masculino, com média de idade de 36,2 ± 11,23 

anos, tendo sido seus genótipos determinados por sequenciamento:2 AG e 3 GG. 

As células estimuladas foram adquiridas no citômetro conforme descrito no item 

6.9.Houve diferenciação celular a partir de 24 horas de incubação, sendo os maiores 

percentuais de células CD4+ IL-17+ detectados em 96 horas em SE e PHA, em 72 horas em 

AgST (Figura c.1). 

Figura c.1-Percentuais de linfócitos CD4+ IL-17+ detectadas por citometria de fluxo em células mononucleares 

de sangue periférico (PBMC) após três tempos de incubação sob estímulos específico e inespecífico. 

 

Legenda: Células cultivadas sem estímulo (SE); células cultivadas sob estímulo inespecífico do mitógeno 

fitohemaglutinina (PHA); células cultivadas com a fração solúvel do extrato proteico total (antígeno solúvel 

total) de L. (V.) braziliensis (AgST). Percentual de CD4+ IL-17+ calculado dentro da população total de 

linfócitos das amostras. 

 

 Sob estímulo específico (AgST de L. (V.) braziliensis) houve maior diferenciação para 

o tipo Th17 após 72 horas de exposição, com influência do tempo estatisticamente 

significativa (p=0,012) entre 24 e 72 horas e não significativa entre 72 e 96 horas. Na 

ausência de estímulo (SE) e sob estímulo inespecífico (PHA) as células não tiveram influencia 

significativa do tempo em sua adaptação para o tipo Th17 (p=0,055 e p=0,840, 

respectivamente). Por meiodestas observações,foi padronizada a incubação por 72 horas para 

a análise da diferenciação de Th17 e secreção de IL-17 em pacientes do estudo conforme seus 

genótipos. 
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ANEXO A - Aprovação pela Comissão Nacional de Ética em Pesquisa 
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ANEXO B - Nota técnica sobre interrupção da distribuição de insumos para IDRM 

 

 


