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RESUMO 

 

As leishmanioses são antropozoonoses consideradas um grande problema de saúde 

pública, podendo causar infecções viscerais, lesões mucocutâneas, cutânea difusa e 

cutânea. No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar Americana (LT) e Visceral (LV) 

atingem todos os estados, e o Maranhão é um dos mais endêmicos, com ampla 

distribuição e concentração de casos. As Leishmanioses são causadas por protozoários 

do gênero Leishmania sp., transmitido através do repasto sanguíneo da fêmea do gênero 

Lutzomyia. A infecção natural por diferentes espécies de Leishmania sp. no mesmo 

indivíduo, especialmente em áreas de sobreposição de espécies, pode ser mais 

prevalente do que previamente relatado. Esse tipo de infecção mista pode afetar o 

diagnóstico e tratamento da doença. Nesse sentindo, a identificação e compreensão dos 

mecanismos imunológicos envolvidos no desenvolvimento das coinfecções, são de 

grande importância para o controle da doença. Dessa forma, esse trabalho teve como 

objetivo investigar a resposta imune em macrófagos coinfectados por Leishmania 

amazonensis e Leishmania chagasi. Para tanto, foi calculada a taxa de infecção de 

macrófagos murinos RAW 264.7 parasitados por uma ou duas espécies de Leishmanias, 

foram realizadas dosagens de peróxido de hidrogênio e óxido nítrico, e quantificação 

das citocinas IL-12, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-γ, MCP-1, através da técnica de CBA-Kit 

(inflammation mouse cytokine Kit). Nossos dados mostraram que a taxa de infecção 

pelo parasito no grupo coinfectado, não foi tão expressiva quanto no grupo da infecção 

simples com L. amazonensis, mas foi observado uma prevalência da L. chagasi na 

infecção mista. O grupo coinfectado apresentou discreta produção de peróxido de 

hidrogênio, porém quando comparada nos períodos de 24h e 48h de infecção, foi 

percebido aumento dessa produção. Não detectamos a produção de óxido nítrico nos 

ensaios. A citocina inflamatória TNF-α e a quimiocina MCP-1, também se mostraram 

aumentadas nesse grupo. Com base nesses dados, podemos concluir que a coinfecção 

por L. amazonensis e L. chagasi, demonstrou uma prevalência desta última embora o 

perfil da resposta destes macrófagos tenha sido semelhante ao quadro de uma infecção 

por L. amazonensis. 

 

Palavra- chave: coinfecção, macrófagos, Leishmania amazonensis, Leishmania 

chagasi 
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ABSTRACT 

Leishmaniasis is an anthropozoonosis considered to be a major public health problem, 

which can cause visceral infections, mucocutaneous lesions, diffuse cutaneous and 

cutaneous lesions. In Brazil, American Tegumentary Leishmaniasis (LT) and Visceral 

(LV) reach all states, and Maranhão is one of the most endemic, with a wide distribution 

and concentration of cases. Leishmaniasis is caused by protozoa of the genus 

Leishmania sp., Transmitted through the blood reptile of the female of the genus 

Lutzomyia. The natural infection by different species of Leishmania sp. in the same 

individual, especially in areas of species overlap, may be more prevalent than 

previously reported. This type of mixed infection can affect the diagnosis and treatment 

of the disease. In this sense, the identification and understanding of the immunological 

mechanisms involved in the development of coinfections are of great importance for the 

control of the disease. Thus, this work aimed to investigate the immune response in 

macrophages coinfected with Leishmania amazonensis and Leishmania chagasi. In 

order to do so, the infection rate of RAW 264.7 murine macrophages parasitized by one 

or two species of Leishmania was calculated, hydrogen peroxide and nitric oxide 

dosages and quantification of IL-12, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-γ, MCP-1, by the CBA-Kit 

(inflammation mouse cytokine Kit) technique. Our data showed that the rate of infection 

by the parasite in the coinfected group was not as significant as in the simple infection 

group with L. amazonensis, but a prevalence of L. chagasi was observed in the mixed 

infection. The coinfected group showed a slight hydrogen peroxide production, but 

when compared in the 24h and 48h periods of infection, it was noticed an increase in 

this production. We did not detect the production of nitric oxide in the tests. The 

inflammatory cytokine TNF-α and the chemokine MCP-1, were also increased in this 

group. Based on these data, we can conclude that the co-infection by L. amazonensis 

and L. chagasi, demonstrated a prevalence of the latter although the response profile of 

these macrophages was similar to that of a L. amazonensis infection. 

 

Key words:  co-infection, macrophages, Leishmania amazonensis, Leishmania chagasi 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Epidemiologia  

 

As leishmanioses correspondem a um complexo conjunto de doenças com 

grande espectro clínico e diversidade epidemiológica, a Organização Mundial da Saúde 

estima 900 000-1.3 milhões de novos casos e 20 000-30 000 mortes ocorrendo 

anualmente, tanto de leishmaniose tegumentar americana (LTA), quanto leishmaniose 

visceral (LV). (WHO, 2017). O Brasil segue o mesmo parâmetro mundial, considerado 

um país endêmico para as leishmanioses segundo a Organização Mundial da Saúde 

(WHO, 2017). 

A Leishmaniose cutânea (LC) é a forma mais difundida da doença, presente em 

mais de 18 países das Américas (PAHO 2014). Anualmente, 700 mil a 1,2 milhões de 

casos de LC se apresentam todo mundo. O Brasil está entre os 10 países que 

representam cerca de 75% dos casos anuais de LC (ALVAR et al. 2012). 

Na América Latina a LV possui ampla distribuição de casos, se estendendo do 

sul do México ao norte da Argentina (LAINSON E RANGEL 2005). Em 2013 foram 

notificados 3.231 casos, sendo 96,5% (3.118 casos) concentrados no Brasil. (WHO, 

2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Distribuição mundial de casos de Leishmaniose Tegumentar: Mapa representando os países em 

cores de acordo com o número de casos clínicos (Adaptado ).Fonte: WHO, 2015. 
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Norte e nordeste são as principais regiões quanto a endemia das duas formas de 

leishmaniose no país, com prevalência de casos nos Estados do Ceará (CALVACANTE 

et al. 2014); Piauí (SANTOS et al. 2015) e Bahia (CARNEIRO et al. 2014), sendo que a 

maioria dos casos acometem principalmente indivíduos com baixa renda e residentes 

em áreas rurais. O Maranhão entre os anos de 1999 a 2005, foi o estado que liderou em 

número de casos confirmados da doença no país. Os Municípios de maiores incidências 

foram São Luís, Caxias, Coelho Neto, Codó, Barra do Corda, Santa Inês e Timon.  Dos 

7.532 casos registrados da doença, de 2002 a 2012 no Estado, 1.111 casos (14,75%) 

foram no Município de São Luís (MOURA et at., 2012). Segundo dados da plataforma 

DATASUS (Departamento de Informática do Sistema Único de Saúde), no período de 

2010 a 2015, foram notificados 944 casos de LV no Município de São Luís.  A média 

no período de 2010 a 2015 do total de casos corresponde a 157,4 casos/ano.  

O estado do Maranhão está na quarta posição quanto ao número de casos de 

LTA com aproximadamente 539 e LV com 1684 casos, segundo o Ministério da Saúde 

 

Figura 2. Distribuição mundial de casos de Leishmaniose Visceral: Mapa representando os países em 

cores de acordo com o número de casos clínicos (Adaptado). Fonte: WHO, 2015. 
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(2017). A presença de vetores, como demonstrado por Silva e colaboradores (2016), que 

capturaram e identificaram várias espécies de flebotomíneos no interior do estado do 

Maranhão e dentre eles, alguns de importância médica como Nyssomyia whitmani vetor 

da Leishmania braziliensis e Leishmania (Viannia) shawi, e Bichromomyia 

flaviscutellata vetor da Leishmania (Leishmania) amazonensis, ambos agentes 

etiológicos causadores da LTA, além do vetor Lutzomyia longipalpis (LUTZ & NEIVA, 

1912) responsável pela transmissão do protozoário Leishmania chagasi (CUNHA; 

CHAGAS, 1937) causador da LV (MS, 2010; MS, 2014), assim como a 

disponibilidades de reservatórios humanos e domésticos,são características favoráveis 

para proliferação da doença no estado. 

 

1.2. Ciclo e transmissão 

 

As leishmanioses são atropozoonoses causadas por protozoários do gênero 

Leishmania, transmitidos através da hematofagia da fêmea do gênero Lutzomyia 

(FIGURA 3A E 3C). A infecção do vetor ocorre quando as fêmeas realizam repasto 

sanguíneo em mamíferos infectados e ingerem macrófagos parasitados (FIGURA 3B). 

No tubo digestivo do vetor estes macrófagos se rompem e liberam os parasitas, que se 

diferenciam em formas promastigotas procíclicas, passam por sucessivas divisões 

binárias e posteriormente outras formas intermediárias se diferenciam em formas 

promastigotas metacíclicas infectantes. Ao realizar um novo repasto sanguíneo, a fêmea 

infectada transmite Leishmania para um novo hospedeiro (SACKS E KAMHAWI 2001, 

BATES et al. 2015).  

Os parasitos do gênero Leishmania pertecem à ordem Kinetoplastida e à família 

Trypanosomatidae(DOFLEIN, 1901). Cerca de 20 espécies são patogênicas ao homem 

e apresentam ciclo de vida heteroxênico (alternância entre hospedeiros vertebrados e 

insetos vetores). As duas principais formas mais estudadas do parasito são a amastigota,  

flagelada e forma intracelular presente no interior de células fagocíticas; e a 

promastigota, forma flagelada e infectante transmitida pelo vetor (ALEMAYEHU & 

ALEMAYEHU, 2017). 

A transmissão da Leishmania é feita por dípteras fêmeas do gênero Lutzomyia 

nas Américas, enquanto que na Europa, Ásia e África é pelo gênero Phlebotomus 

(WHO, 2017). 

https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Franz_J.T._Doflein&action=edit&redlink=1
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Essas doenças possuem diferentes manifestações clínicas, de acordo com a 

espécie de Leishmania envolvida na transmissão (WHO, 2016), que são amplamente 

distribuídas em todo mundo, desde a Ásia até a América.  

Os protozoários se desenvolvem em hospedeiros vertebrados de ambiente 

silvestre ou peridoméstico com alternância em insetos vetores. (SCLEIN, 1993) 

Dentro do tubo digestivo do vetor, as características das promastigotas vão 

modificando desde a fase de nectomona, nas microvilosidades do tubo digestivo, até a 

promastigota metacíclica infectante, livre na hipofaringe, passando por uma fase 

intermediária de haptomona. Este processo é conhecido por metaciclogênese e dura 

aproximadamente de 6 a 10 dias (FIGURA 4) (GARCIA-ALMAGRO 2005). 

As amastigotas são resistentes e capazes de “burlar” a resposta microbicida do 

macrófago para se multiplicar até ocupar grande parte do citoplasma, romper a 

Figura 3. Vetor e parasitos da leishmaniose: A. Lutzomyia longipalpis Fonte (LEME-UFMA); B. 

Leishmania ssp Fonte (LPBM-UFMA) na forma amastigota no interior do macrófago; C. Leishmania 

ssp Fonte (LPBM-UFMA) na forma promastigota com a estrutura flagelar. 
 

 

C 

B A 
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membrana dessa célula e infectar outros macrófagos e outras células do sistema imune. 

Como também, podem infectar uma nova fêmea de flebotomíneo durante o repasto 

sanguíneo (KAYE & SCOTT, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3. Aspectos Imunológicos   

 

O reconhecimento inicial do parasito ocorre pela adesão da Leishmania spp à 

superfície do macrófago, o que é essencial para sua fagocitose. Diferentes moléculas 

presentes na superfície da Leishmania spp, como a glicoproteína 63 (gp63) e o 

lipofosfoglicano (LPG) interagem com receptores nos macrófagos levando a 

internalização do parasito e a partir daí ocorre uma série de reações bioquímicas. As 

formas promastigotas desencadeiam um processo inflamatório local inespecífico, 

constituído inicialmente por células natural killer (NK), polimorfonucleares (neutrófilos 

e eosinófilos), macrófagos e pela ativação do sistema complemento. (AZEREDO-

COUTINHO e MENDONÇA, 2014) 

Figura 4. Ciclo de vida da Leishmania spp. A leishmaniose é transmitida para o hospedeiro vertebrado 

durante o repasto sanguíneo da fêmea do flebotomíneo infectada. A infecção do hospedeiro invertebrado 

ocorre quando este ingere macrófagos infectados com a forma amastigota do parasita. As formas 

amastigotas se diferenciam em promastigotas metacíclicas infectantes. As formas infectantes migram para o 

esôfago, faringe e probóscide que durante o repasto sanguíneo promovem novas infecções de hospedeiros 

vertebrados susceptíveis (adaptado). (Harhay et al., 2011) 
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No que se refere à resposta imune do hospedeiro os estudos (DUQUE & 

DESCOTEAUX, 2015)  têm mostrado que a resistência a leishmaniose está associada à 

produção de citocinas com capacidade de ativar macrófagos, particularmente o IFN- 

(figura 5), cuja produção é garantida pelo desenvolvimento de uma resposta específica 

do tipo Th1, que depende de uma instrução dada pela interação do microrganismo com 

células da resposta imune inata. Assim, em um primeiro contato, as formas 

promastigotas da Leishmania spp interagem com receptores presentes em células da 

resposta imune inata como células dendríticas (DCs) e macrófagos, que liberam IL-12. 

Juntas, a IL- 12 e o IFN-induzem a diferenciação e proliferação de linfócitos CD4+ 

em células Th1. Estas têm importância na qualidade da resposta imune celular 

específica na Leishmaniose, pois regulam a atividade leishmanicida no interior dos 

macrófagos. Os linfócitos T CD4+ são classificados em subpopulações, de acordo com 

o perfil de citocinas secretado. As evidências demonstram que um infiltrado 

inflamatório com predomínio de IFN-γ (interferon-gama), produzido principalmente por 

células Th1, se correlaciona com resistência à infecção (CONCEIÇÃO-SILVA et al., 

2014; GOMES-SILVA et al., 2014). Ao contrário, a prevalência de células Th2 se 

correlaciona à susceptibilidade e incapacidade de controle parasitário (REED & 

SCOTT, 1993;). 
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Figura 5 A fagocitose de parasitas de Leishmania: A fagocitose do parasito por células fagocíticas leva à 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS). As ROS podem induzir a eliminação do parasita, bem 

como ativar o inflamassoma (NLRP3). O fator (ou fatores) que induz a produção de pro-interleucina-1β 

(IL-1β) na pele é atualmente desconhecido. No entanto, a pró-IL-1β é processada pelo inflamassoma na 

pele e sua forma madura pode funcionar de várias maneiras durante a infecção por Leishmania . A IL-1β é 

importante na expansão das células T helper 1 (T H 1) promovendo a produção de IL-12. Além disso, a IL-

1β induz a ativação do óxido nítrico (NO) diretamente, ativando macrófagos, ou indiretamente, 

promovendo T HRespostas do tipo 1 e produção de interferão-γ (IFNγ). Fonte: Nature. 2011 
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O padrão de resposta eficaz que ocorre nos indivíduos com a forma LC é 

caracterizada por uma produção de citocinas pro-inflamatórias, com predomínio de 

IFN-γ, interleucina (IL)- 2 e TNF-α (fator de necrose tumoral alfa) (MENDONÇA et 

al., 1986; SILVEIRA et al. 2009; CONCEIÇÃO-SILVA et al., 2010; SOUZA et al., 

2012). Bem como as citocinas IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e fator transformador de 

crescimento-beta (TGFβ). Resposta inflamatória exagerada pode levar a dano tecidual e 

tem sido associada à imunopatogênese da leishmaniose mucocutânea (RIBEIRO-DE-

JESUS et al., 1998; BACELLAR et al., 2002). Assim, a resposta do tipo 1 equilibrada, 

com produção de citocinas tais como IFN-γ, IL-12 e TNF-α são indispensáveis para o 

controle da infecção por Leishmania spp nos macrófagos ( FIGURA 6) (GREEN et al., 

1990), as principais células hospedeiras para este parasito nos mamíferos (NADERER 

& MCCONVILLE, 2011).  

Alguns efeitos de citocinas são fundamentais para a evolução das lesões de LTA. 

IFN-y leva a estimulação dos macrófagos através da expressão da enzima NOS2 (óxido 

nítrico sintase do tipo 2) e a consequente produção de NO (óxido nítrico) e radicais 

superóxidos que são os principais mediadores da morte do parasito. Kima e Soong 

(2013) demonstraram claramente que a infecção por espécies do subgênero Viannia leva 

a uma ativação significativa de macrófagos nos casos de LCL. Em adição, na forma 

LCL, quando comparadas as concentrações de macrófagos ativados e não ativados, 

verificou-se uma densidade 1,5 vezes maior de macrófagos ativados (CASTRO 

GOMES et al., 2017)  

Por outro lado, uma resposta imune com predomínio de citocinas tais como IL-4, 

IL-5 e IL-10 diminuem a expressão da enzima NOS2 resultando na deficiência de 

estimulação dos macrófagos ao seu estágio parasiticida com consequente proliferação 

parasitária e uma doença grave de difícil tratamento, como no caso da forma cutânea 

difusa (MASPI et al., 2016). 

Os macrófagos, quando estimulados com citocinas como IFN-γ, TNF-α ou até 

mesmo lipopolissacarídeos (LPS), são direcionados à ativação clássica que é 

caracterizada pela secreção de citocinas inflamatórias IL-1β, IL-6, TNF-α, IL-12 e IL-

23 e quimiocinas, como MCP-1 (MILLS, 2015). Células do fenótipo M1 também são 

capazes de produzir espécies reativas de oxigênio (EROs), bem como o óxido nítrico 

(NO) via metabolismo da L-arginina pela enzima iNOS, que culmina na alta atividade 

microbicida, além de serem capazes de promover a diferenciação de linfócitos T naive 

para o perfil Th1 influenciando no controle do parasita (MILLS & KLAUS, 2014). 
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1.4 Formas Clínicas da Leishmaniose Tegumentar Americana e Leishmaniose 

Visceral 

 

 1.4.1. Leishmaniose Cutânea (LC) é causada por cinco espécies de Leishmania: L. 

infantum, L. tropica, L. major, L. aethiopica e L. donovani (TALMI-FRANK ET AL., 

2010). Enquanto na Europa, Ásia e África está associada a L. mexicana, L. braziliensis, 

L. panamensis, L. guyanensis, L. peruviana e L. amazonensis (WHO, 2014), e pode se 

subdividir em: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Lesão típica de leishmaniose cutânea localizada: Úlcera oval de bordas regulares, elevadas e 

fundo granuloso. Fonte:  Laboratório de Pesquisa Clínica e Vigilância em Leishmanioses INI – 

FIOCRUZ  

Figura 6. Macrófagos M1 e M2. Macrófagos infectados por Leishmania  (Mϕ).  Macrófagos M1 ou M2 

estimulam respostas mediada por celular/ CTL( linfocitos T citotóxicos) (tipo Th1) ou mediada por 

anticorpo/ADCC(células dependentes de anticorpos) (Tipo Th2), respectivamente. (A) Resposta M1 

promove a morte do parasita pela produção de reativos de oxigênio e hidrogênio (NO, O2
-
 e H2O2); (B) 

Resposta M2 promove a sobrevivência do parasita pela produção de poliaminas e citocinas anti-

inflamatorias. Fonte: HERNÁNDEZ-RUIZ ,2006 
 

 

B 
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1.4.1.1 Cutânea localizada única (LCL) Forma mais frequente, se caracteriza por 

lesões únicas que se desenvolvem no local da inoculação do parasito muitas vezes da 

espécie L. guyanensis pelo inseto vetor. Geralmente se manifesta como úlcera indolor, 

de bordas infiltradas e centro eritematoso, granuloso, frequentemente acompanhada de 

linfadenite satélite. Caso não tratadas, tendem à cura espontânea em 6% dos casos 

(COTA; SOUSA; FEREGUETTI, 2016), entretanto alguns casos evoluem com lesões 

mucosas concomitantes ou de surgimento posterior (BRASIL, 2017).  

 

1.4.1.2 Cutânea localizada múltipla: Semelhante à forma anterior, é sugerido estar 

relacionada com múltiplas picadas do vetor e as lesões não costumam ser numerosas 

(< 10 lesões). (BRASIL, 2017). 

 

1.4.1.3 Recidiva “cútis”: Esta forma ocorre após cicatrização espontânea ou 

medicamentosa da úlcera, com reativação localizada geralmente na borda da lesão. 

(VERMAET et al.,2012) 

 

1.4.1.4 Cutânea difusa (LCD):  A leishmaniose cutânea difusa está associada na 

maioria das vezes à infecção por L. mexicana e L. amazonensis. Lesões na mucosa 

geralmente não ocorrem sendo caracterizada por ampla distribuição de nódulos, 

pápulas, máculas e infiltração difusa na superfície da pele da face e membros. (WHO, 

2010). A imunossupressão associada à leishmaniose cutânea difusa causada por outras 

espécies de Leishmania pode ocorrer em pacientes coinfectados com HIV ou com 

outras doenças, pessoas com outros tipos de imunossupressão (por exemplo, 

receptores de transplantes) apresentam características atípicas, como ulcerações. 

(VERMAET et al.,2012; BRASIL, 2017). 

 

1.4.2. Leishmaniose Mucosa (LM): É caracterizada por lesões destrutivas, de evolução 

arrastada, em geral nas mucosas do nariz, boca, faringe e/ou laringe, causada pelo 

parasita da espécie Leishmania braziliensis (MOREIRA 1994). A LM pode ocorrer 

vários anos após a cicatrização da lesão cutânea primária (forma mucosa tardia) 

(LAINSON, 1983), embora possa ocorrer de forma isolada ou concomitante às lesões 
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cutâneas adjacentes ou à distância (SILVEIRA et al. 2009). Estima-se que 3 a 5% dos 

casos de LC desenvolvam lesão mucosa (BRASIL, 2017).  

1.4.3. Leishmaniose Cutânea Disseminada (LDi): Causada pelo parasito da espécie 

Leishmania braziliensis Foi primeiramente descrita clinicamente por Costa et al. (1986) 

e imunologicamente descrita por Turetz et al. (2002). Caracteriza-se por um número 

elevado (>10) de lesões cutâneas polimórficas (acneiformes, nodulares, ulceradas, 

papulosas, pustulosas), atingindo partes distintas, não contínuas do corpo, podendo ou 

não ser acompanhada de acometimento de mucosas em percentual variável de casos 

(TURETZ et al., 2002; MACHADO et al., 2011), e correspondendo a 2% dos casos 

(BRASIL, 2017) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.4 Leishmaniose Visceral (LV): A LV é caracterizada em sua forma típica por 

febre, perda de peso, hepatoesplenomegalia e linfadenopatia, associado a achados 

laboratoriais incluindo pancitopenia, leucopenia, hipergamaglobulinemia e 

hipoalbuminemia, com intenso e difundido parasitismo em órgãos como fígado, baço e 

medula óssea. O período de incubação pode variar de dois a quatro meses. A doença 

  

Figura 8.  Lesão típica de leishmaniose cutânea disseminada: Lesões polimórficas tipo placas infiltradas 

ulceradas distribuídas em todo corpo.  Fonte: Laboratório de Pesquisa Clínica e Vigilância em Leishmanioses 

INI – FIOCRUZ  
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pode ter evolução aguda, subaguda ou crônica. Um espectro de manifestações clínicas 

ocorre na LV, que vai desde assintomática ou oligossintomática, com a possibilidade de 

assumir formas graves e letais quando associada ao quadro de má nutrição e infecções 

concomitantes. É causada por Leishmania (L.) donovani nas Índias, tendo como 

reservatório os seres humanos e Leishmania (L.) infantum no Sudeste da Europa, na 

região do Mediterrâneo e nas Américas, incluindo o Brasil, tendo os canídeos como 

reservatórios domésticos (DESJEUX 2004; OLIVEIRA ET AL. 2004; WHO 2014) 

 

 

 

 

 

 

 

 

O estudo de Leishmaniose Visceral (LV) em pacientes com o Vírus da 

Imunodeficiência Humana/ AIDS (HIV) tem grande relevância, visto que, comporta-se 

como uma infecção oportunista e demonstra substancial modificação no seu quadro 

clínico-evolutivo e nos índices de mortalidade em pacientes infectados pelo HIV. A 

relação entre vírus e protozoários na determinação da patogênese da coinfecção parece 

ser secundária à interação molecular dos dois agentes e à indução da resposta imune do 

hospedeiro por cada um desses com HIV/AIDS. (RABELLO, 2003) 

A LV associada à infecção HIV habitualmente se manifesta em doentes com 

imunossupressão avançada. Em estudos anteriores, a quantificação do número de 

linfócitos CD4 nos coinfectados apresentou comprometimento moderado da imunidade 

celular, o número de linfócitos CD8 estava normal e a relação CD4/CD8 apresentou-se 

abaixo do normal. (IMPERATRIZ, 2012). 

 

Figura 9. Pacientes com leishmaniose visceral: Paciente apresentando hepatoesplenomegalia e 

icterícia. Fonte: Ministério da Saúde, 2014   
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Dos 199 pacientes vivendo com HIV/AIDS, quatro (2,01%) apresentaram 

coinfecção Leishmania-HIV, destes, três pacientes apresentaram coinfecção mista 

Leishmania (V.) sp e Leishmania (L.) amazonensis, causadora de LTA, e um apresentou 

coinfecção com a Leishmania (L.) chagasi, causadora de LV, não sendo, entretanto, 

significativa a diferença entre estas frequências (IMPERATRIZ, 2012). 

 

1.5. Infecções e Coinfecções  

 

A infecção natural por diferentes espécies de Leishmania no mesmo indivíduo, 

especialmente em áreas de sobreposição de espécies, pode ser mais prevalente do que 

previamente relatado (BABIKER, 2014).  

Esse tipo de infecção pode afeta curso clinico diagnóstico e tratamento da 

doença, bem como casos de resistência de muitos pacientes, com elevado potencial de 

evolução para formas mais graves se não for diagnosticada e nem tratada corretamente 

(CELESTE, 2017). 

Poucos estudos foram relatados sobre a infecção naturalmente mista com 

diferentes espécies ou cepas de Leishmania em pacientes imunocompetentes e o grau de 

detecção laboratorial de um fenômeno dessa natureza ainda não está claro (BABIKER 

et al., 2013) 

Casos de coinfecção com duas espécies de Leishmania em diferentes países já 

foram relatados em seres humanos. No Brasil, as espécies L. braziliensis e L. 

amazonensis foram encontradas em lesões diferentes de um paciente (SILVEIRA et al. 

1984) e em outro relato, L. braziliensis e L. donovani encontradas em lesão cutânea e 

medula óssea respectivamente (OLIVEIRA NETO et al., 1986); no Quênia, um paciente 

diagnosticado com LV apresentou L. donovani e L. major na cultura de aspirado do 

baço (MEBRAHTU et al., 1991); em amostras de aspirado de linfonodos, quatro casos 

de coinfecção foram relatados em pacientes diagnosticados com LV, um paciente com 

L. donovani e L. aethiopica, e três com L. donovani e L. major no Sudão (IBRAHIM et 

al., 1994); no Iraque, L. donovani e L. major encontradas em medula óssea e lesão 

cutânea respectivamente (AL-DIWANY et al., 1995);  

Além desses registros mais antigos, em trabalhos mais recentes já foram 

encontradas várias evidências de coinfecção, como na Bolívia em que um paciente com 

leishmaniose cutânea difusa apresentou L. amazonensis e L. infantum na mesma lesão, 
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explicando assim as características atípicas encontradas nas lesões cutâneas 

(MARTINEZ et al., 2002); infecção mista com duas cepas de L. infantum em amostras 

de medula óssea, que foi responsável por falha terapêutica na Grécia (ANTONIOU ET 

AL., 2004); no Irã foi encontrada L. tropica em lesão oral e L. major em lesão nasal 

(SHIRIAN et al., 2012); três pacientes do Sudão, diagnosticados com leishmaniose 

cutânea e sem sintomas de LV, apresentaram L. donovani e L. major em amostras de 

aspirado de lesão ulcerada localizada (BABIKER et al.,2014).  

Foram relatados também alguns casos naturais de coinfecção em cães no Brasil. 

Madeira et al. (2005, 2006), relataram casos de cães com L. braziliensis encontrada em 

lesão cutânea e L. infantum no sangue, linfonodos e baço, no estado do Rio de Janeiro. 

Infecção mista com L. infantum em amostras de medula óssea e L. braziliensis em lesão 

no focinho e na pele da orelha, em Minas Gerais (QUARESMA et al., 2011); no Rio de 

Janeiro, L. braziliensis em lesão cutânea no focinho e L. infantum em fragmento do 

baço (SILVA et al. 2011) e L. braziliensis em lesão cutânea e L. infantum em 

fragmentos do baço e linfonodos (PIRES et al. 2014).  

Soares et al. (2013) relataram em Minas Gerais o primeiro caso no mundo de 

infecção mista em cavalos (Equus caballus) naturalmente infectados por L. infantum e 

L. braziliensis encontradas tanto em amostras de aspirado de medula óssea como 

também em biópsia de lesões ulceradas. Mostrando também a capacidade de 

visceralização de L. braziliensis. 

No Brasil, as espécies de Leishmania responsáveis pelas formas tegumentar e 

visceral da doença possuem ampla distribuição geográfica, principalmente L. 

brasiliensis, L. amazonensis e L. infantum. Existem áreas de sobreposição onde ocorrem 

casos autóctones tanto de LV causada por L. infantum quanto de LT causada por L. 

amazonensis, como por exemplo, a região Norte (Pará), região Nordeste (Bahia, 

Maranhão e Ceará), região Sudeste (Minas Gerais) e Centro-Oeste (Mato Grosso e Mato 

Grosso do Sul) (BRASIL, 2017).  

Em áreas de sobreposição de LV e LT o controle torna-se bem complexo, pois, 

no Brasil, a prevenção e vigilância são totalmente distintas para as duas formas clínicas, 

e devem se basear em métodos de diagnóstico parasitológico em conjunto com a 

identificação da espécie de Leishmania envolvida, nesse sentindo a detecção e 

compreensão dessas coinfecções é de grande importância (MADEIRA et al., 2006; 

SILVA et al. 2011; PIRES 2014), para o controle da doença atualmente.  
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O espectro clínico da leishmaniose exibida no hospedeiro nas infecções L. 

chagasi ou L. amazonensis, nos levar a pensar que tanto características e fatores do 

hospedeiro e do parasita estão envolvidos na viabilidade clínica da doença. Estudos que 

levem a compreensão do comportamento dessas espécies são de grande importância 

devido a essa diversidade clínica-epidemiológica em nosso país. (DAVID &CRAFT, 

2009).  Atualmente vários trabalhos vêm mostrando comportamentos viscerais em 

espécies de L. amazonensis que comumente desenvolvem características cutâneas da 

doença, levando a pensar em possível coinfecção com outras espécies de Leishmania 

especialmente L. chagasi Essas hipóteses levantam uma série de questões em relação às 

espécies causadoras da Leishmaniose Visceral e Leishmaniose Tegumentar, 

principalmente em áreas de sobreposição da ocorrência de L. chagasi e de L. 

amazonensis, que são espécies com ampla distribuição geográfica no Brasil 

(ANTONIOU et al. 2004). 

Diante do exposto, desenvolvemos os seguintes questionamentos que nortearam 

esse trabalho: nos casos de coinfecção experimental com essas duas espécies, qual delas 

ou qual perfil de infecção será predominante? Se as duas espécies poderiam ser 

encontradas nas células do sistema mononuclear fagocítico concomitantemente, quais 

das cepas teriam maior taxa de infectividade e como as mesmas modificam a resposta 

imune durante a infecção in vitro? 
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2.OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Investigar a resposta imune em macrófagos coinfectados por Leishmania 

amazonensis e Leishmania chagasi. 

 

2.2. Objetivo Especifico 

 

 Avaliar taxa de coinfecção por L. amazonensis e L. chagasi em células RAW 

264.7 

 Quantificar a produção de óxido nítrico e peróxido de hidrogênio por 

macrófagos infectados com uma ou mais espécies de Leishmanias 

 Comparar e identificar as formas amastigotas das espécies Leishmania (L.) 

amazonensis e Leishmania (L.) chagasi no interior dos macrófagos 

 Quantificar as citocinas presentes no sobrenadante da cultura, por citometria de 

fluxo (CBA –cytometric beads array) 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Cultura de células RAW 264.7 

 

As células da linhagem RAW 264.7 foram mantidas em meio RPMI 

suplementado com 10% de soro fetal bovino em estufa de CO2 a 37 °C. As células 

foram coradas com cristal violeta para contagem em câmara de Neubauer com auxílio 

de microscópio óptico de luz comum, e ajustada na concentração de 1x10
5
células/poço. 

 

3.2. Parasito 

 

As formas promastigotas de cepas L. amazonensis (MHOM/BR/1987/BA-125), 

marcadas com proteína verde florescente (GFP) e L. chagasi (MHOM/BR/1970/BH-46) 

foram cultivadas em meio Schneider suplementado com Soro Fetal Bovino a 10% e 

acondicionadas em câmara de demanda bioquímica de oxigênio a 27°C, e 

posteriormente foi feito a contagem em câmara de Neubauer e o ajuste na concentração 

de 1x10
6 
Leishmania/poço. 

 

3.3. Infecção dos macrófagos com Leishmania 

 

A suspensão de célula RAW 264.7 foi colocada em placa de 24 poços, com 

lamínula redonda, a uma concentração de 1x10
5
células/ml por poço em um volume final 

de 500 µl, e foram mantidas por 2 horas em de CO2 a 37 ºC, para sua aderência na 

placa.  Passada às 2 horas a placa foi lavada com Tampão fosfato Salino (PBS) para 

retirada das células não aderidas. Então foi adicionado meio com as duas espécies L. 

amazonensis e L. chagasi nos grupos coinfectados e apenas uma das espécies nos 

grupos controles, em uma proporção de 1 macrófago /10 Leishmania, mantendo-as em 

cultura por 4 horas em estufa de CO2 a 37 ºC. Após esse período, as placas foram 

lavadas com PBS para retirada do sobrenadante e realizado a contagem dos parasitos 

não fagocitados, através da câmara de Neubauer. Posteriormente as placas foram 

colocadas novamente em estufa de CO2 a 37ºC e mantidas em cultura em dois tempos, 

24 e 48 horas, passado esse tempo às lamínulas foram retiradas para análise no 

microscópio de fluorescência, e contagem das amastigotas.   
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3.4. Confecções das lâminas e análise no microscópio de florescência 

 

As lamínulas foram retiradas da placa de cultura, lavadas com água destilada, e 

posteriormente foram coradas com Giemsa 10%, por 10 minutos. Após 24hs, foi 

adicionado o glicerol à 50% nas lamínulas que foram seladas nas lâminas. 

As lâminas foram analisadas em microscópio óptico de fluorescência (invertido 

NIKON
®

, modelo eclipse Ti-U) e do programa NIS-Elements advanced research 

(Nikon Corporation
®
, Japão) com sobreposição de imagens em campo claro e escuro. 

Esta sobreposição é realizada para diferenciar as espécies de Leishmania nas lâminas de 

coinfecção. A espécie L. amazonensis (GFP) quando estimulada no filtro Emission 

Green Fluorescent Protein (EGFP), esta proteína é excitada e visualizada em campo 

escuro. Enquanto que,  L. chagasi não marcada é visualizada em campo claro. 

Foram quantificados 100 macrófagos (infectado e não infectados) por lamínula e 

as amastigotas nos macrófagos infectados. E calculada a taxa de infecção (LIMA 

JUNIOR et al., 2014), segundo equação abaixo: 

                                            
                     

                    
 

3.5.  Dosagem de NO 

 

Após os tempos de 24 e 48 horas, 50µL do sobrenadante foi retirado para 

realizar a dosagem de NO através da adição de 50µL do Reagente de Griess. A leitura 

foi feita em espectrofotômetro a 540nm (DING, 1988). 

 

3.6. Dosagem de Peróxido 

 

Após as 24 e 48hs de infecção foi retirado o sobrenadante da placa e adicionado 

o PBS. A placa foi centrifugada e o sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspenso 

em PBS, e foi adicionado o DHR (100nM); posteriormente incubada em estufa a 37°C, 

por 10 minutos, após o tempo de reação com o DHR, adicionou-se o estimulo do PMA 

(50 nM) nos poços pré- definidos e foram incubadas novamente por 60 min a 37 °C. A 

suspensão celular foi então lavada com PBS, centrifugada a 4
o
C, e resuspensa em 

200µL de PBS e as células foram lida em citômetro de fluxo. A leitura foi feita no canal 
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FL-1 ou Green, com os parâmetros de complexidade (SSC) e tamanho celular (FSC) 

definindo o gate de aquisição das células. (CHEN & JUNGER, 2012) 

 

3.7. Dosagem de citocinas 

 

Para a quantificação das citocinas IL-12, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ e MCP-1 foi 

utilizada a técnica de Cytometric Bead Array (CBA), o ensaio citométrico de esferas 

ordenadas. Todos os reagentes utilizados foram provenientes do Mouse Inflammation 

Kit, obtidos da Becton Dickinson Biosciences (San Jose, CA, USA). 

Foi transferido 25ul do sobrenadante da cultura de 24 e 48hs para a placa de 96 

poços de fundo U. Em seguida foi adicionado 25µL de cada reagente “cytokine beads” 

para marcar a produção de cada citocina e 25 µL de anticorpo conjugado ao 

fluorocromo PE. Os tubos foram homogeneizados e incubados à temperatura ambiente 

por 2 horas protegidos da luz. Após o período de incubação, as amostras forma 

ressuspensas com 200 µL de solução tampão. A placa foi centrifugada por 10 minutos à 

1500 rpm e o sobrenadante descartado. As amostras foram então ressuspensas em 200 

µL de solução tampão para leitura no citômetro de fluxo FACScalibur (Becton 

Dickinson, San Jose, CA, USA). Após a leitura dos padrões e das amostras, os dados 

foram analisados no software FCAP ARRAY Versão 3.0 (Becton Dickinson, San Jose, 

CA, USA), onde os valores foram expressos em pg/mL para cada citocina. 

3.8. Análise Estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas usando o software GraphPadPrism 6.0 

(GraphPad Software Inc.), utilizando o teste normalidade Komogorov-Smirnov seguido 

do teste ANOVA, para variáveis paramétricas ou seguido do teste de Kruskal-Wallis, 

para variáveis não-parametricas. Em todos os casos os resultados foram considerados 

significantes quando, p< 0,05. Os dados obtidos foram expressos como média + desvio 

padrão.   
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4. RESULTADOS 

 4.1. Taxa de infecção  

 

Foi observado que tanto no período de 24h quanto de 48h, a taxa de infecção do 

grupo coinfectado com duas espécies de Leishmania, foi baixa em comparação a 

infecção somente por L. amazonensis ou L. chagasi. No grupo L. amazonensis a taxa de 

infecção foi maior nos dois períodos avaliados.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 Número de amastigota na infecção. Macrófagos (RAW 264.7) coinfectados por Leishmania 

amazonensis e Leishmania chagasi. Os macrófagos RAW 264.7 (1x10
5
/poço) foram infectados com a 

forma promastigota de L. amazonensis e L. chagasi (1x10
6
/poço) durante dois períodos. (A) Número de 

amastigotas no interior do macrófago no período de 24h. (B) Número de amastigotas no interior do 

macrófago período de 48h. Os dados estão expressos em média ± desvio padrão, onde * indica p < 0,05 

diferença entre os grupos. 

 

Figura 10. Taxa de infecção. Os macrófagos RAW 264.7 (1x10
5
/poço) foram infectados com a forma 

promastigota de L. amazonensis e/ou L. chagasi (1x10
6
/poço) durante dois períodos. (A) Taxa de infecção por 

24 horas. (B) Taxa de infecção por 48 horas. ** Os dados estão expressos em média ± desvio padrão, onde * 

p < 0,05, ** p< 0,005, *** p<0,0001 diferença entre os grupos. 

  

A B 

 

A 
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4.2. Imagem de macrófagos (RAW 264.7) infectados e coinfectados com 

promastigotas  de  L. amazonensis (GFP) e L.chagasi.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Porcentagem de promastigota não internalizadas. Macrófagos (RAW 264.7) coinfectados 

por Leishmania amazonensis e Leishmania chagasi.  Os macrófagos RAW 264.7 (1x10
5
/poço) foram 

infectados com a forma promastigota de L. amazonensis e L. chagasi (1x10
6
/poço). Foi retirado o 

sobrenadante após 4h, para a verificação do promastigota não internalizadas, no período de 24h e foi 

retirado o sobrenadante após 24h, para a verificação do promastigota não internalizadas no período de 48h, 

e foi realizada a contagem. Os dados estão expressos em média ± desvio padrão, onde  * p < 0,05, ** p< 

0,005, *** p<0,0001 diferença entre os grupos. 

 

Figura 13. Imagem de macrófagos (RAW 264.7) infectados e coinfectados por promastigota de Leishmania 

amazonensis(GFP) e Leishmania chagasi no período de 24h: Macrófagos (RAW 264.7) infectados e coinfectados por 

L. amazonensis e L. chagasi.  Os macrófagos RAW 264.7 (1x10
5
/poço) foram infectados com a forma promastigota de L. 

amazonensis e L. chagasi (1x10
6
/poço). As lamínulas foram retiradas da placa de 24 poços, coradas com Giemsa e 

visualizadas através do MICROSCÓPIO DE FLUORESCÊNCIA NIKON ECLIPSE TI. (A) Macrófagos (RAW 264.7) 

sem infecção; (B) Macrófagos (RAW 264.7) infectados por L. chagasi; (C) Macrófagos (RAW 264.7) infectados por L. 

amazonensis; (D) Macrófagos (RAW 264.7) coinfectados por L. amazonensis(GFP) e L. chagasi. Escala 25µm.  
   

 

A B 

C D 
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4.2. Produção de Óxido Nítrico e Peróxido de Hidrogênio (H2O2)  

 

A produção de óxido nítrico não foi detectada no sobrenadante das culturas. 

Porém quando avaliado a produção de peróxido de hidrogênio no período de 24h e 48h 

o grupo coinfectado teve produção menor, comparado ao grupo L. amazonensis e L. 

chagasi. Analisando os grupos em relação ao período (Figura 13c) o grupo coinfectado 

aumentou a produção em 48h, ocorrendo o mesmo com o grupo L. chagasi.  

 

 

 

Figura 14. Imagem de macrófagos (RAW 264.7) infectados e coinfectados por promastigota de Leishmania 

amazonensis (GFP) e Leishmania chagasi no período de 48h: Macrófagos (RAW 264.7) infectados e 

coinfectados por L. amazonensis e L. chagasi.  Os macrófagos RAW 264.7 (1x10
5
/poço) foram infectados com a 

forma promastigota de L. amazonensis e L. chagasi (1x10
6
/poço). As lamínulas foram retiradas da placa de 24, 

coradas com Giemsa e visualizadas através do MICROSCÓPIO DE FLUORESCÊNCIA NIKON ECLIPSE TI. (A) 

Macrófagos (RAW 264.7) sem infecção; (B) Macrófagos (RAW 264.7) infectados por L. chagasi; (C) Macrófagos 

(RAW 264.7) infectados por L. amazonensis (GFP); (D) Macrófagos (RAW 264.7) coinfectados por L. 

amazonensis (GFP)e L. chagasi. Escala 25µm.  

A B 

C D 
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4.3. Quantificação de citocinas 

 

Quanto à quantificação das citocinas, foram detectadas de forma significativas 

no ensaio, apenas a produção de TNF-α no período de 24h assim como no de 48h no 

grupo coinfectado, que foi maior quando comparada ao grupo L. chagasi, 

comportamento semelhante ao grupo L. amazonensis. A produção de MCP-1 foi 

expressiva no grupo coinfectado, no período de 24h assim como no grupo L. 

amazonensis. No período de 48h todos os grupos demonstram elevada produção da 

citocina.  

Figura 15. Produção de Peróxido de hidrogênio (H2O2). Os macrófagos RAW 264.7 (1x10
5
/poço) foram 

infectados com a forma promastigota de L. amazonensis e/ou L. chagasi (1x10
6
/poço). Em seguida foram 

marcados via DHR para avaliação da produção de H2O2. (A) Produção de H2O2 no período de 24h. (B) 

Produção de H2O2 no período de 48h. (C) Produção de H2O2 correlacionando os dois períodos. Os dados estão 

expressos em média ± desvio padrão, onde * indica p < 0,05 diferença entre os grupos. 

C 

  

A 
B 
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Figura 16. Quantificação de Citocinas TNF-α. Os macrófagos RAW 264.7 (1x10
5
/poço) foram infectados 

com a forma promastigota de L. amazonensis e/ou L. chagasi (1x10
6
/poço) em dois períodos. O 

sobrenadante da cultura foi utilizado para quantificação de citocinas pela técnica de CBA. (A) 

Quantificação TNF-α em 24h. (B) Quantificação de TNF-α em 48h. (C) Quantificação de TNF-α 

correlacionado nos dois períodos. Os dados estão expressos em média ± desvio padrão, onde *  p < 0,05, ** 

p< 0,005, *** p<0,0001 diferença entre os grupos. 
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Figura 16. Quantificação de Citocinas MCP-1. Os macrófagos RAW 264.7 (1x10
5
/poço) foram infectados 

com a forma promastigota de L. amazonensis e/ou L. chagasi (1x10
6
/poço) em dois períodos. O sobrenadante 

da cultura foi utilizado para quantificação de citocinas via técnica de CBA (A) Quantificação MCP-1 em 24h. 

(B) Quantificação de MCP-1 em 48h. (C) Quantificação de MCP-1 correlacionado nos dois períodos Os 

dados estão expressos em média ± desvio padrão, onde * indica p < 0,05 diferença entre os grupos. 

 

 

C 
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5. DISCUSSÃO  

 

A ocorrência e frequência de infecção natural com mais de uma espécie de 

Leishmania, especialmente onde focos em que duas espécies se sobrepõem, acredita-se 

ser mais prevalente do que relatado na literatura científica. A infecção por espécies L. 

chagasi e L. amazonensis como citado anteriormente, apresenta diversidade quanto à 

manifestação clínica, por conta do parasito, bem como do hospedeiro envolvido, e estes 

fatores estão diretamente ligados a variabilidade de quadros encontrados da doença, 

principalmente em áreas endêmicas (BABIKER, 2014). 

O trabalho de AL-DIWANY e colaboradores (1995) foi um dos primeiros a 

descrever casos de coinfecção de LT e LV causadas pelas espécies L. major e L. 

donovani no Iraque, sendo essa sobreposição prevalente em várias regiões deste país.  

Em teste in vivo, realizado em hamster (Mesocricetus auratus) foi observado que 

em macrófagos coinfectados com L. amazonensis e L. infantum, a espécie L. 

amazonensis foi uma das responsáveis por esplenomegalia precoce e lesões de pele no 

local do inóculo e nas lesões disseminadas, demonstrando uma possível viceralização da 

L. amazonensis. (CELESTE, 2015).  

Nesta pesquisa, foi analisada a coinfecção diretamente em macrófagos murinos 

por L. amazonensis e L. chagasi, de forma que fosse possível ter um perfil da resposta 

imunológica diante dessa situação. Observamos que na avaliação da taxa de infecção, o 

grupo coinfectado não apresentou uma taxa expressiva quando comparado aos grupos 

com infecções única de espécie, como o grupo L. amazonensis que apresentou uma taxa 

de infecção maior, nos períodos de 24h e 48h. Embora, quando esse período se estendeu 

para 48h, o grupo coinfecção tenha se mostrado aumento na taxa de infecção, 

possivelmente em decorrência da semelhante proliferação das espécies isoladas.    

Alguns trabalhos como Tolezano et al., 2007; Dias et al., 2011; Hoffmann et al., 

2012, têm demonstrado o desenvolvimento de LV causada por L. amazonensis 

acometendo cães de área urbana nos estados de São Paulo, Minas Gerais e Paraná. Foi 

relatado que 68 animais com suspeita clínica de LV, todos positivos na sorologia e, com 

o isolamento de Leishmania a partir de medula óssea, foram encontrados por PCR-

RFLP 39% de animais infectados por L. amazonensis e 61% infectados por L. infantum. 

Essa porcentagem elevada de animais infectados por L. amazonensis ficou acima do 

esperado, principalmente por ter sido identificada a partir de amostras isoladas de 

medula óssea, indicando visceralização (FONSECA et al., 2011).  
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No cultivo em laboratório de mais de uma espécie de Leishmania, trabalhos 

anteriores demonstraram que as espécies dominantes tendem a inibir o crescimento da 

outra, dificultando a detecção e compreensão do fenômeno da infecção mista. 

(BABIKER, 2014). 

Casos de culturas mistas com espécies diferentes sugerem que a eliminação de 

uma espécie provavelmente ocorra porque elas são propensas a apresentarem 

crescimentos diferentes, ocasionando a seleção rápida. Assim, no momento em que um 

isolado se adapta à cultura e cresce em quantidade suficiente para permitir a 

caracterização, uma espécie originalmente presente pode se perder. Este pode ser um 

processo rápido, indicando que as infecções mistas naturais in vivo podem não ser 

detectadas devido à seleção em procedimentos de isolamento e caracterização. 

(ABREU-SILVA et al. 2004). 

Se observarmos a taxa de infecção mista, é importante notar que L. chagasi se 

mostrou com maior infectividade, tanto no período de 24h, quanto de 48h, entretanto o 

grupo L. amazonensis isolado no período de 48h mostrou um aumento evidente da 

infecção, supondo que exista uma competição, que inicialmente L. chagasi se sobressai. 

A suposta competição presente no grupo coinfectado pode definir possivelmente a 

visceralização  in vivo da espécie L. amazonensis como um mecanismo adaptativo.  

Outros autores observaram in vivo coinfecção em uma mesma lesão e 

consideram que as características atípicas nas lesões da pele estejam relacionadas com a 

infecção mista. Acredita-se que a maior gravidade na coinfecção possa estar relacionada 

a diversos fatores como: o inóculo que foi dobrado, levando a uma exacerbação da 

doença com comprometimento sistêmico e maior disseminação; a presença de duas 

cepas virulentas que causam uma diversidade de manifestações clínicas em seus 

hospedeiros, além de ambas serem espécies viscerotrópicas. Além disso, a presença 

destas espécies em órgãos como o baço pode ser causador de uma imunossupressão no 

hospedeiro, levando à replicação descontrolada do parasito, comprometendo a função 

efetora dos macrófagos e tornando a doença mais grave, juntamente com o fato de ser 

utilizado um modelo experimental altamente susceptível a estas espécies (MARTINEZ 

ET AL. 2002). 

Na presente pesquisa, foi verificada também, a produção de peróxido de 

hidrogênio nos macrófagos, através da marcação por DHR, onde os dados 

demonstraram produção no grupo de infecção única tanto de L. chagasi, quanto de L. 

amazonensis, nos dois períodos (24h e 48h). Entretanto, no grupo da coinfecção, no 
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período de 24 h a produção não foi expressiva, se comparada ao período de 48h, onde o 

grupo coinfectado demonstrou um aumento da produção de H2O2... (Figura 11c). Esse 

aumento de H2O2 na coinfecção possivelmente deve estar ligada sobretudo a esta maior 

produção causada pela L. chagasi, que na infecção única mostrou comportamento 

semelhante. 

Os macrófagos quando infectados por parasitos, se destacam pela variedade de 

mecanismos microbicidas para controlar e eliminar o agente intracelular, dentre estes 

destacamos a produção de óxido nítrico e peróxido de hidrogênio que são considerados 

principais mediadores leishmanicidas (BOGDAN, 2015). 

O peróxido de hidrogênio (H2O2) é um metabólito de oxigênio extremamente 

deletério devido a sua participação na reação que produz o radical OH (FERREIRA E 

MATSUBARA, 1997) e é formado a partir da dismutação do z ‘O2, uma reação 

catalisada pela enzima dismutase de superóxido (SOD) (ASSCHE et al, 2011) 

Durante o reconhecimento por receptores de membrana e consequente fagocitose 

do parasito, o “burst oxidativo” via NADPH oxidase é iniciado. Este mecanismo é de 

suma importância na geração de espécies reativas de oxigênio (EROS), onde destaca-se 

o peróxido de hidrogênio (H2O2) que atua em componentes celulares do parasito, como 

proteínas e lipídios, além de causar aumento da permeabilidade da membrana e danos 

ao DNA que culmina na morte da Leishmania (SCOTT & NOVAIS, 2016).  

O objetivo da agressão oxidativa do hospedeiro é eliminar a intrusão parasitária, 

mas sua produção persistente também pode levar a danos nos órgãos ou 

tecidos. Espécies reativas de oxigênio (O 2 
-
 , H 2 O 2 , etc.) são potencialmente 

prejudiciais quando trazem modificação funcional e estrutural de proteínas, a 

peroxidação lipídica, que altera ainda mais a arquitetura ordenada das células. Esses 

radicais também ajudam na ativação da resposta inflamatória regulando tirosina e 

proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) e ativação de fatores transcricionais 

como NF-κB, AP-1, que levam à produção de citocinas inflamatórias e 

antiinflamatórias.( SRIVASTAVA, 2012)
 

Nesse sentido, a produção exagerada de H2O2 não é saudável para a célula, uma 

vez que a produção equilibrada possibilita maior reação da célula contra o patógeno, 

como sugerido diante dos resultados desta pesquisa. 

Concentrações elevadas de H2O2 produzidos na fase de proliferação de L. 

amazonensis, podem estar indicando que esta molécula é importante para o parasita 

crescer. Atualmente, é aceito que os organismos não apenas se adaptaram para lidar com 
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espécies oxidantes, mas também desenvolveram mecanismos para fazer uso desses radicais 

livres (DRÖGE, 2002) 

 

O fato é que o perfil imunológico do hospedeiro interfere fortemente na 

resistência ou suscetibilidade à infecção. O equilíbrio entre a ativação de linfócitos e 

macrófagos leva ao controle da infecção e o desequilíbrio frequentemente determina a 

taxa de sobrevivência dos parasitos dentro dos macrófagos (LIU e UZONNA, 2012; 

MENEZES et al., 2015). 

Já foi mostrado que o aumento da produção de citocinas como IL-6 e TNF-α 

durante a infecção por espécies de Leishmania sp. é induzido via degradação da GP63, 

sendo esta uma das moléculas relacionadas a virulência, muito abundante na superfície 

celular do parasito (OLIVIER et al., 2012). Essas citocinas desempenham função no 

recrutamento, assim como a quimiocina MCP-1, e na ativação celular de fagócitos para 

o sítio inflamatório, o que pode favorecer a infecção de novas células na fase aguda 

principalmente em modelos in vivo (DUQUE & DESCOTEAUX, 2015).  

Quando avaliamos a quantificação de citocinas anti e pró-inflamatórias, damos 

destaque a produção de TNF-α, onde foi observada produção acentuada nos grupos 

coinfectado e L. amazonensis, em comparação com o grupo L. chagasi, tanto no período 

de 24h, quanto no de 48h. Já o MCP-1 foi verificado também uma produção expressiva 

no grupo coinfectado e no grupo L. amazonensis no período de 24h. E no período de 

48h, a produção desta citocina  foi elevada em todos os grupos, mas sem diferença 

estatística entre eles.   

Trabalhos anteriores avaliando perfil da leishmaniose visceral, realizado com 

sobrenadante de culturas in vitro de macrófagos oriundos dos linfonodos de cães 

infectados pelo parasito, mostrou baixa atividade de arginase, enquanto que 

prostaglandina em maior concentração, sugerem a predominância de macrófagos M1 na 

resposta imune e consequentemente o aumento da citocina inflamatória TNF-α 

(VENTURIN et al., 2016) 

Com relação ao perfil de reposta para L. amazonensis, responsável pela 

Leishmaniose Cutânea (LC), apresenta-se de forma mais complexa, visto ser um perfil 

mediado por linfócitos Th1/Th2 diferindo das espécies presentes na Eurásia e África, o 

que dificulta os estudos para tratamento e controle da LC (BOGGIATTO et al., 2009). 

O controle da infecção por L. amazonensis ainda é muito controverso, pois assim como 

em humanos, camundongos infectados por este parasito apresentam uma resposta 



43 
 

atenuada e mista, onde vale ressaltar que estes perfis de resposta mediados por células T 

estão diretamente relacionados a polarização de macrófagos para perfis “clássicos” 

(M1) ou “alternativos” (M2), respectivamente ( SOOG, 2012) (MILLS & LEY, 2014). 

Macrófagos infectados com L. amazonensis, mesmo na presença de IFN-γ e 

TNF, não conseguem eliminar os parasitos. Isso acontece, provavelmente, pois no caso 

dessa espécie há formação do vacúolo parasitóforo, o que pode comprometer a ação 

leishmanicida do NO e das espécies reativas de oxigênio (ROS). Recentemente, relatou-

se que a infecção por L. amazonensis dificulta a migração de células dendríticas do sítio 

de infecção para os linfonodos drenantes. Esses modelos de suscetibilidade estão 

ligados a uma baixa quantidade de citocinas como IFN-γ, IL-10 e IL-17, sendo que esse 

cenário inicial pode ser crucial para a sobrevivência do parasito e para a manutenção da 

carga parasitária (HERMIDA, 2014) 

Já MCP-1, por exercer um efeito quimioatraente sobre populações de linfócitos 

T CD4+, em altas concentrações pode ativar mecanismos que eliminam espécies de 

Leishmania, como eliminação parasitária em macrófagos humanos infectados por L. 

infantum, pela indução de reativos intermediários do oxigênio ou via a produção de 

óxido nítrico, pelo macrófago ativado ( DEY et al. 2007). 

Observou-se que o comportamento das espécies na coinfecção in vitro se 

mostrou complexo, visto que in vivo pode ser bastante diferente, mesmo se falando em 

um ambiente controlado, contudo os resultados até aqui mostraram que a relação das 

espécies na infecção mista possivelmente seja de competição, embora o perfil da 

resposta destes macrófagos tenha sido semelhante ao de infecção simples por L. 

amazonensis. Dessa forma, se faz necessárias análises posteriores para elucidar 

possíveis dúvidas em relação ao contexto de coinfecção de duas espécies de 

Leishmania.   
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CONCLUSÃO  

 

 Na coinfecção a espécie que se mostrou mais prevalente inicialmente foi L. 

chagasi, entretanto supõem-se que houve um comportamento competitivo entre 

as espécies. 

 

 A capacidade infectiva de L. amazonensis mostrou ser maior quando avaliada 

individualmente, enquanto a produção de TNF-α, citocina inflamatória, mostrou-

se expressiva neste grupo e no grupo coinfectado nos dois período avaliados.  

 

 O perfil da resposta imune das células coinfectadas se mostrou complexo, uma 

vez que notou-se maior taxa de infecção de L. chagasi, com características de 

respostas semelhante a infecção por L. amazonensis 
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