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Resumo 
 

A leishmaniose é uma doença antropozoonótica causada pelo protozoário do 

gênero Leishmania. Ele apresenta três formas clínicas, conhecidas como 

leishmaniose visceral, leishmaniose cutânea e leishmaniose mucocutânea. A 

leishmaniose visceral afeta dois milhões de indivíduos anualmente no mundo. Os 

fatores genéticos envolvidos na interação hospedeiro-parasita foram associados ao 

desfecho clínico da doença. Este estudo investigou pela primeira vez a associação de 

polimorfismos nos genes candidatos IL10, NOD2 e TLR1 com leishmaniose visceral na 

população brasileira. Para isso, escolhemos três marcadores anteriormente 

associados a infecções causadas por parasitas intracelulares na população brasileira. 

Nós genotipificamos 135 pacientes e 380 controles saudáveis. A presença do alelo G 

do rs4833095 no gene TLR1 foi fortemente associada à susceptibilidade a esta 

doença: análise do alelo G (OR 2.04; IC 1.22-3.39; p-value 0.0061); Análise do 

genótipo GG (OR 3,87; 95%IC 1,85-8,08, p-valor 0,0003); Análise de portadores de G 

(OR 2,5; 95%IC 1,33-5,00; valor p 0,0047). Para o gene NOD2, também encontramos 

uma associação para o genótipo AA (OR 2.07 95%IC 1.05-4.05, p-value 0.0335) do 

polimorfismo rs8057341. Finalmente, poderíamos confirmar a associação do 

marcador rs1800871 na região promotora do gene IL10 com susceptibilidade à 

leishmaniose visceral, para o genótipo TT (OR 2,34; 95%IC 1,11-4,94 p-value 0,0245). 

Conclusão. Nossos dados demonstram pela primeira vez a associação desses genes 

candidatos com leishmaniose visceral na população brasileira, colocando esses 

marcadores como candidatos fortes na composição de futuros painéis genéticos para 

prever o risco de infecções na população brasileira e para estudos de meta-análise 

em visceral leishmaniose. 
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Abstract 
Leishmaniasis is an antropozoonotic disease caused by the protozoan of the 

genus Leishmania. It presents three clinical forms, known as visceral leishmaniasis, 

cutaneous leishmaniasis and mucocutaneous leishmaniasis. Visceral leishmaniasis 

affects two million individuals annually in the worldwide. Genetic factors involved in 

the host-parasite interplay have been associated with the clinical outcome of the 

disease. This study investigated for the first time the association of polymorphisms 

at the candidate genes IL10, NOD2 and TLR1 with visceral leishmaniasis in Brazilian 

population. For that, we have chosen three markers previously associated to infec- 

tions caused by intracellular parasites in Brazilian population. We have genotyped 

135 patients and 380 healthy controls. The presence of G allele of the rs4833095 at 

TLR1 gene was strongly associated with susceptibility to this disease: G allele analysis 

(OR 2.04; CI 1.22-3.39; p-value 0.0061); GG genotype analysis (OR 3.87; IC95 1.85- 

8.08; p-value 0.0003); G carriers analysis (OR 2.5; CI95 1.33-5.00; p-value 0.0047). For 

NOD2 gene we also found an association for AA genotype (OR 2.07 IC95 1.05- 4.05; 

p-value 0.0335) of the polymorphism rs8057341. Finally, we could confirmed the 

association of marker rs1800871 in the promoter region of the IL10 gene with 

susceptibility to visceral leishmaniasis, for TT genotype (OR 2.34; CI95 1.11-4.94 p- 

value0.0245) Conclusion. Our data demonstrate for the first time the association of 

these candidate genes with visceral leishmaniasis in Brazilian population, placing 

these markers as strong candidates in the composition of future genetic panels to 

predict risk of infections in Brazilian population, and for meta-analysis studies in vis- 

ceral leishmaniasis. 
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1. Introdução 
 

1.1 Aspectos gerais. 
 

As leishmanioses são antropozoonoses que fazem parte do grupo das doen- 

ças negligenciadas. São causadas por diversas espécies de protozoários do gênero 

Leishmania spp, transmitidos através da picada do inseto vetor flebotomíneo do gê- 

nero Lutyzomyia1. São doenças de importância na saúde pública pela diversidade de 

sintomas clínicos que apresentam, com aumento dos números de casos na última 

década devido a co-infecção por HIV, afetando áreas antes livres da doença e reati- 

vação de focos endêmicos2. 

As leishmanioses são prevalentes em cerca de 100 países, com mais de 12 

milhões de pessoas infectadas e 350 milhões vivendo em áreas de risco2. Aproxima- 

damente 2 milhões de novos casos ocorrem anualmente, e apenas 600.000 deste 

total são reportados2. As leishmanioses são classificadas como leishmaniose visceral 

americana, leishmaniose tegumentar americana e leishmaniose mucocutânea. Cerca 

de 90% dos casos de leishmaniose visceral são concentrados em países como Ban- 

gladesh, Brasil, Etiópia, Índia, Nepal e Sudão enquanto que cerca de um milhão de 

casos de leishmaniose tegumentar ocorrem principalmente no Paquistão, Peru, Ará- 

bia Saudita, Tunísia e Brasil1. Estes países são considerados focos endêmicos para as 

leishmanioses principalmente devido as condições socioecômicas, pouco investi- 

mento nas estratégias para eliminação dos vetores, condições socioambientais, tra- 

tamentos e ausência de testes sensíveis e específicos para a detecção da leishmania3. 

A doença possui dois ciclos: o ciclo selvagem que envolve animais silvestres 

como raposas (Vetulus pseudalopex) e gambás (Didelphis albiventris), e o ciclo 

doméstico, que inclui o cão (Canis familiaris)4. Estas três espécies são consideradas 

reservatórios dos agentes etiológicos das leishmanioses, e o homem se torna 

hospedeiro acidental ao se envolver em locais denominados de focos zoonoticos, 

principalmente em áreas de riscos5. 
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1.2 Agente etiológico das leishmanioses 

Existem mais de 400 espécies do inseto vetor Lutyzomia, e cerca de 40 

destas já foram associados a transmissão das leishmanioses3,6. O principal vetor da 

leishmaniose visceral americana é o flebotomíneo Lutyzomyia longipalpis7 que 

transmite o agente etiológico Leishmania infantum8,9, encontrado principalmente 

na América Latina6. No entanto, outras espécies já foram identificadas como possí- 

veis vetores e reservatórios de L. infantum, como o Lutyzomia cruzi, Lutzomyia 

evansi, Lutyzomyia forattini e Lutyzomia migonei, porém, dados mais robustos são 

necessários para a comprovação do envolvimento destes com a transmissão da do- 

ença10-13. 

Os protozoários causadores da leishmaniose visceral americana possuem 

ampla distribuição geográfica, e são pertencentes ao complexo Leishmania donovani 

que inclui a Leishmania donovani (Sudão, Etiópia, Índia, Ásia e África) e Leishmania 

infantum (Mediterrâneo e América do Sul)14. 

Na América do Sul, a etiologia desta doença era atribuída a Leishmania infan- 

tum e a Leishmania chagasi. Muitos autores acreditavam que os primeiros casos de 

leishmaniose visceral no continente americano eram atribuídos a Leishmania cha- 

gasi, encontrada em animais silvestres, enquanto a Leishmania infantum, agente 

causador da doença no Velho Mundo, teria sido introduzida nas américas com a co- 

lonização espanhola e portuguesa14.Estudos posteriores de biologia molecular com- 

provaram similaridade na sequência genômica entre estas espécies e recomendaram 

a revisão da taxonomia de Leishmania chagasi, propondo que esta seja considerada 

como subespécie da Leishmania infantum, ou ainda a mesma espécie14. 

 
A leishmaniose tegumentar é causada pelos protozoários Leishmania 

(Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Viannia) 

guyanensi12 transmitidos por espécies de flebotomíneos como Lutyzomia withmani, 

Lutyzomia wellcomei e Lutzymoia intermedia15-17. 
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1.3 Patógeno e ciclo evolutivo. 
 

A Leishmania sp., é um parasita intracelular presente principalmente em 

áreas tropicais e subtropicais, apresentando duas formas morfológicas e fisiológicas: 

forma amastigota, variando entre 3 a 5 μm, encontrada no hospedeiro mamífero e 

responsável pelas formas clínicas da doença; forma promastigota que tem cerca de 

5 a 15 μm, e é encontrada no hospedeiro invertebrado18. O período de incubação no 

homem é bastante variável, de 10 dias a 24 meses19. 

O ciclo se inicia com a inoculação das formas amastigotas, pelo inseto durante 

o repasto sanguíneo no hospedeiro vertebrado. No inseto, o pH elevado e a tempe- 

ratura favorecem a mudança das formas amastigotas em promastigotas procíclicas 

com flagelo20. Estas migram até o intestino alcançando a válvula estomodal, uma 

junção entre o intestino e o canal alimentar, e se diferenciam em formas promasti- 

gotas metacíclicas apresentando um flagelo curto, podendo escapar do lúmen do 

intestino. Estas formas então migram para o intestino anterior, onde a colonização 

do estômago e glândulas será essencial para a transmissão efetiva20.. 

Durante o repasto sanguíneo no hospedeiro mamífero, o inseto regurgita as 

formas promastigotas metacíclicas, que são fagocitadas pelas células de defesa na 

pele21. Uma vez nos fagolisossomos dos macrófagos, as formas promastigotas se di- 

ferenciam em formas amastigotas infectantes e sua propagação para outros macró- 

fagos ocorre após a lise da célula hospedeira, podendo então haver disseminação 

para linfonodos e fígado22. As formas amastigotas internalizadas podem persistir in- 

tracelularmente e ser reativadas anos após a primeira infecção23. 
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1.4 Leishmaniose visceral americana. 
 

A leishmaniose visceral americana é a forma mais grave da doença, e 

apresenta uma taxa de fatalidade de 90% quando não tratada corretamente, sendo 

considerada a segunda maior causa de morte por parasitoses5. 

Segundo a OMS, mais do que 90% dos casos de leishmaniose visceral ocorrem 

em sete países: Brasil, Etiópia, Índia, Somália, Sudão e Sudão do Sul1. Anualmente, 

ocorrem 50.000 a 90.000 novos casos mundiais, e o número global de mortes por 

esta doença varia de 20.000 a 50.000 por ano. O Brasil apresentou um total de 92.225 

casos nos anos de 1990 a 2016, com 3.955 óbitos no período de 2000 a 2016¹. As 

faixas etárias mais atingidas são crianças com menos de 15 anos e idosos acima de 

60 anos24 associada à má nutrição e habitações precárias, que favorece a adaptação 

do Lutyzomia longipalpis no ambiente25. 

Cerca de 40 espécies do gênero Lutyzomyia eram comumente encontrados 

em áreas rurais nos anos 8026. Essas condições favoreceram o aumento da doença 

no Brasil, que hoje é responsável por 90% dos casos de leishmaniose visceral 

americana em toda a América Latina27. 

Os primeiros casos no Brasil ocorreram nos anos 80 em cidades do Nordeste 

e em algumas regiões do Pará e Minas Gerais, principalmente nas áreas rurais28. A 

doença avançou para o Norte, Centro-Oeste e Sudeste devido à imigração dos mo- 

radores das áreas rurais para a urbana nos últimos 30 anos3. 

Atualmente, a leishmaniose visceral americana ocorre em 21 estados brasi- 

leiros, distribuídos nas cinco regiões do Brasil3. No estado de São Paulo, a incidência 

dos casos aumentou devido ao fluxo de pessoas e mercadorias pela rodovia Noro- 

este, que liga este estado ao Mato Grosso do Sul29. 

Vale ressaltar que Marzorchi et al. 2009 sugeriram que a cidade do Rio de 

Janeiro também é um possível centro de transmissão para o Estado de São Paulo 

através do Vale do Paraíba, que tem um clima favorável à sobrevivência do Luty- 

zomyia spp. 
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Outra hipótese é que a transmissão nesses estados tenha ocorrido através da 

rodovia Presidente Dutra e da Estrada de Ferro Central do Brasil, por conectarem Rio 

de Janeiro e São Paulo30. 

Os primeiros casos de São Paulo foram importados de outras regiões 

brasileiras em 1998, porém, os primeiros casos autóctones surgiram em Araçatuba 

em 1999. Foi registrada a detecção do Lutyzomia longipalpis na zona urbana em 

1997, seguido da detecção dos casos caninos em 1998 e o primeiro caso humano em 

199931. Ocorreu então a expansão para os municípios de Marília, Presidente 

Prudente, Bauru e São José do Rio Preto28. 

Entre os anos de 1999 e 2013, foram notificados 2.324 casos de leishmaniose 

visceral americana, com uma prevalência de 2,8 casos por 100 mil habitantes e 200 

óbitos no estado de São Paulo, concentrados em cinco regiões de saúde com 80 

municípios afetados32. Entre 2010 e 2015 ocorreram 954 casos humanos e 81 mortes 

por leishmaniose visceral americana no estado de São Paulo33. 

A cidade de Bauru é considerada uma das cidades mais endêmicas do interior 

de São Paulo, com a primeira transmissão antropozoonótica em 200234. As cidades 

de Araçatuba e Bauru se tornaram o epicentro da disseminação de leishmaniose 

visceral americana pelo Estado de São Paulo, por serem centros regionais com 

grande fluxo de pessoas ligadas ao trânsito da rodovia Marechal Rondon, reforçando 

a importância da cidade na expansão da doença para outras regiões e para estudos 

epidemiológicos19,32. 

O aumento da transmissão da leishmaniose visceral americana acompanhou 

a expansão demográfica da microrregião de Bauru. Apesar do controle e prevenção 

realizados pela vigilância epidemiológica, diversos fatores têm sido descritos que 

favorecem a sobrevivência do flebotomíneo na cidade de Bauru, como clima variável, 

umidade relativa e a precipitação pluviométrica35. 

Outra situação que favorece o agravo da doença na cidade de Bauru é o 

tempo médio de 28 dias entre o diagnóstico da doença e a introdução do 

medicamento34. Segundo Anversa et al. 2015, no período de 2004 a 2012, que foram 

os anos considerados com maiores índices epidemiológicos da doença em Bauru, 381 

casos ocorreram na cidade, e 31 óbitos19. 
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No triênio de 2013 a 2015 foram registrados 79 casos34. A maior prevalência 

foi no gênero masculino e em crianças menores de 10 anos, principalmente devido à 

má nutrição, tornando-os mais propensos a desenvolver infecções19. 

A maioria dos casos ocorreram em indivíduos que moram em bairros com 

condições sanitárias precárias e pouco acesso ao sistema de saúde19. 

As co-infecções foram frequentes entre os casos de leishmaniose visceral 

americana da região de Bauru no período de 2003 a 2012, sendo que 9,1% 

apresentavam co-infecção pelo HIV19. 

1.5 Sintomatologia e diagnóstico. 
 

Após a inoculação do parasita no hospedeiro, a doença pode ser inicialmente 

assintomática, podendo progredir para a leishmaniose tegumentar acometendo a 

pele e as mucosas, ou para a leishmaniose visceral americana com 

comprometimento de órgãos5. 

Os desfechos clínicos dependem da espécie do protozoário e da resposta do 

hospedeiro1. A leishmaniose visceral americana apresenta sintomas mais graves 

onde os parasitas infectam macrófagos no fígado, baço, linfonodos e intestino. Uma 

fração dos casos tratados pode resultar na leishmaniose dérmica pós-calazar, com 

formação de máculas, pápulas e nódulos pelo tronco, braços e face36-38. 

A suspeição clínica inicial da leishmaniose visceral americana ocorre quando 

o paciente apresenta sintomas como esplenomegalia, hepatoesplenomegalia, 

linfadenopatias, anemias, perda de peso e febre5. Exames laboratoriais também 

podem auxiliar no diagnóstico, pois os pacientes comumente apresentam 

trombocitopenia, leucopenia, hipoalbuminemia e hipergamaglobulinemia. Outros 

sintomas já foram descritos, como neuropatias periféricas com biópsias de nervo 

apresentando degeneração axônica e desmielinização39.A variabilidade de sintomas 

clínicos que as leishmanioses apresentam dificulta um diagnóstico diferencial e, 

consequentemente, a introdução de uma terapia mais adequada. Devido a essa 

variabilidade, muitas vezes os sintomas são confundidos com Doença de Chagas e 

Hanseníase40. 
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O padrão ouro no diagnóstico laboratorial das leishmanioses é a 

demonstração do parasita em espécimes clínicos para a visualização das formas 

amastigotas em aspirados de linfonodos e medula óssea, biópsia de fígado ou sangue 

periférico41,42. 

Métodos de imunodiagnóstico também estão disponíveis como a imunofluo- 

rescência indireta (IFAT) e o ensaio de hemaglutinação indireta (IHA)43. Dentre estes, 

o teste de ELISA é o mais utilizado, com uso de antígenos recombinantes rk39 e rkL08 

da leishmania, e apresenta alta sensibilidade e especificidade40,44. 

Técnicas moleculares para a detecção de ácidos nucleicos do parasita têm se 

tornado ferramentas complementares importantes no diagnóstico laboratorial das 

leishmanioses. Métodos de nexted-PCR e PCR quantitativo já estão sendo aplicados 

na rotina como um complemento as outras técnicas29,45. 

Outras técnicas moleculares como o NASBA (nucleic acid sequence-based 

assay), que é baseado na detecção da região 18S rRNA da leishmania, e LAMP (loop- 

mediated isothermal amplification) também têm sido utilizadas para a detecção do 

DNA ou RNA da leishmania29,46. 

O risco dos pacientes com HIV desenvolverem leishmaniose aumenta 2.300 vezes 

em áreas endêmicas47. Nessa casuística, observa-se maior incidência em pessoas de 

sexo masculino, na faixa etária entre 29 e 49 anos48. As apresentações clínicas de 

pacientes com leishmaniose visceral americana co-infectados com HIV pouco 

diferem dos pacientes que apresentam apenas a leishmaniose visceral americana, 

facilitando o diagnóstico48. No entanto, pacientes co-infectados com HIV podem 

apresentar alterações nos rins e no trato gastrointestinal, o que pode dificultar o uso 

da terapia específica e aumentar a mortalidade por leishmaniose entre estes 

pacientes49. Com frequência estes pacientes também apresentam infecções 

oportunistas como toxoplasmose e criptococose50. 

A presença destes patógenos na mesma célula hospedeira (macrófago) tem 

grande efeito na função macrofágica e na multiplicação de ambos51, onde a 

leishmania induz a replicação do HIV-1, e o vírus media a replicação parasitária47.A 

co-infecção por HIV nos pacientes com leishmaniose visceral americana tem sido 

reportada em mais de 25 países desde os anos 80, com 35% dos casos ocorrendo na 

Etiópia e no Sudão52,53. 
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Na América Latina, o Brasil é o pais que apresenta o maior número de casos 

de leishmaniose visceral americana com co-infecção por HIV, aumentando de 0,7% 

em 2001 para 8,5% em 201248,54. 

Entre 2001 e 2011, 272 mortes por esta co-infecção foram registradas no 

Brasil55. O aumento desta co-infecção tem sido associado com a migração de pessoas 

infectadas por HIV para áreas rurais com maior prevalência de leishmaniose visceral 

americana56,57. 

Testes sorológicos para leishmaniose apresentam menor acurácia em 

indivíduos infectados por HIV57,58, e testes moleculares são mais indicados nestes 

casos por detectar diretamente o DNA do parasita. Porém, estes não são viáveis em 

países mais pobres, devido ao alto custo, tornando-se necessário os procedimentos 

mais invasivos como aspirado de medula óssea47. 

1.6 Tratamento. 
 

Há poucas drogas disponíveis para o tratamento das leishmanioses. O 

tratamento é prologando e leva a cura, porém, apresenta elevada toxicidade66 e alto 

custo. A OMS prevê investimento de US$ 100 milhões por ano neste tratamento 

entre 2015 e 2030¹. 

Os antimoniais pentavalentes stiboglucanato de sódio e antimoniato de N- 

metil glucamina são utilizados como primeira escolha no tratamento da leishmaniose 

visceral americana, embora os mecanismos de ação ainda não sejam completamente 

entendidos e seu uso seja contraindicado em casos de pacientes com doenças graves, 

maiores de 45 anos e pacientes co-infectados com HIV59. A administração desse 

medicamento é intravenosa, e devido sua alta toxicidade, é necessário a internação 

do paciente59. Além disso, casos de resistência medicamentosa já têm sido descritos 

para essas drogas60. Assim, o desenvolvimento de novas drogas para o tratamento 

desta doença vêm se tornando um objetivo da ciência. 

A anfotericina B convencional e suas formulações lipídicas vêm sendo usadas 

como segunda escolha no tratamento das leishmanioses, exibindo taxa de cura de 

90 a 95%60. É indicada nos casos de toxicidade ou resposta insatisfatória aos 

antimoniais, e é a primeira escolha para tratar pacientes grávidas e casos terminais47. 
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Formulações da anfotericina B, como o desoxicolato de anfotericina B e a 

anfotericina B lipossomal, apresentaram menor toxicidade quando aplicadas em 

baixas doses60,61. A combinação da anfotericina B lipossomal com o miltefosine para 

o tratamento em pacientes co-infectados com HIV foi eficaz, podendo ser uma opção 

de tratamento62. No Brasil, o Ministério da Saúde limitou o uso da anfotericina B 

lipossomal para crianças, idosos, pacientes com co-infecção por HIV e pacientes com 

problemas renais, hepáticos ou cardíacos, por apresentarem maior risco de 

mortalidade63. 

A imunodeficiência causada pelo HIV aumenta a toxicidade às drogas em 

casos de co-infecção, ocasionando alta taxa de mortalidade. O Ministério da Saúde 

revisou guias terapêuticos em 2013 e recomendou que para os pacientes com HIV 

seja utilizado anfotericina lipossomal, que apresenta taxa de cura de 90%47,62. 

A fim de reduzir toxicidade e evitar resistência, associações de drogas têm 

sido testadas. Uma combinação entre estibogluconato de sódio e paramomicina 

mostrou eficácia no tratamento de pacientes com leishmaniose visceral americana 

na Índia62,64. As associações entre miltefosina e anfotericina B e miltefosina e 

paramomicina também foram testadas em pacientes indianos, mas sem evidências 

quanto à eficácia64. 

Um estudo clínico de fase três foi conduzido no Sudão e no Kenya para 

verificar a eficácia das combinações anfotericina B e stiboglucanato de sódio, e 

anfotericina B e miltefosina. A taxa de cura nestes pacientes foi de 87% para a 

primeira combinação, e de 77% para a segunda65. Um regime de 17 dias utilizando 

stiboglucanato de sódio em combinação com paramomicina demonstrou eficácia de 

91% no tratamento para a leishmaniose visceral americana, sendo recomendado 

como tratamento de primeira escolha em países como Sudão, Kenya, Uganda, Etiópia 

e Somália66. 

Uma proposta promissora é o desenvolvimento de vacinas terapêuticas com 

o objetivo de melhorar a resposta imunológica dos indivíduos já infectados pela 

leishmania. A combinação de cepas autoclavadas de L. major com BCG e 

estiboglucanato de sódio foi testada em pacientes com leishmaniose dérmica pós- 

calazar, e demonstrou eficiência na cura de lesões, com aumento na produção de 

IFN-γ67. 
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1.7 Imunologia 

1.7.1 Imunidade Inata 
 

O estabelecimento de uma infecção com progressão para a doença é 

dependente de vários fatores como a cepa do parasita, características do vetor e a 

resposta imunológica do hospedeiro68. 

A resposta imunológica do hospedeiro se inicia com o reconhecimento dos 

padrões moleculares associados a patógenos (PAMPS – pathogen associated 

molecular patterns) pelos receptores de reconhecimento padrão (PRRs), como os 

receptores do tipo toll like (TLRs), e os receptores do tipo NOD (nod-like receptors) 

presentes nas células dendríticas e macrófagos69. Na leishmaniose, receptores TLR2, 

TLR3, TLR7 e TLR9 interagem com moléculas expressas na superfície do parasita 

ativando a resposta inflamatória e controle do parasita pela resposta imune inata70, 

71. A interação do LPG (lipofosfoglicano) com o TLR2 induz a produção de TNF, IL-12 

e espécies reativas do oxigênio, ocasionando uma resposta imune protetiva e a 

eliminação da leishmania nos macrófagos infectados71,72. 

A família dos receptores NOD-like (NLR) é composta por NOD-1 e NOD-2. O 

NOD-2 (nucleotide binding oligomerization domain containing 2) é responsável por 

controlar a imunidade contra patógenos intracelulares e extracelulares, podendo 

expressos em células dendríticas e outras células fagocitárias. Este receptor induz a 

ativação do NF-Kβ (nuclear factor-kappa) que estimula a produção de citocinas pró- 

inflamatórias como a IL-1β, IL-6 e IL-23 e induz a diferenciação para o perfil de 

resposta Th1773,74. 

Os neutrófilos são as primeiras células de defesa do hospedeiro a migrarem 

para o sítio de infecção e atuam no reconhecimento do patógeno, fagocitando as 

formas promastigotas inoculadas e causando a morte do parasita intracelular75,76. 

Após a fagocitose ocorre a fusão do fagossomo com os grânulos intracelulares 

dos neutrófilos, formando o fagolisossomo. O parasita é então exposto a enzimas 

hidrolíticas, peptídeos antimicrobianos e espécies reativas do oxigênio77. 
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Os grânulos também possuem componentes citotóxicos, como a 

mieloperoxidase (MPO), ocasionando a morte intracelular do parasita77. Rousseau et 

al. 2001 demonstraram in vivo que os grânulos azurofílicos dos neutrófilos auxiliam 

na eliminação das formas promastigotas de L. infantum78. 

 

Os neutrófilos também possuem um mecanismo para a eliminação das 

formas promastigotas conhecido como NETose, ou redes extracelulares dos 

neutrófilos (NETs- neutrophils extracellular traps), que são fibras de redes 

extracelulares liberadas quando os neutrófilos entram em contato com os 

microrganismos, estimuladas por citocinas pró-inflamatórias como a IL-8 e INF-γ79. A 

formação das NETs induz o controle da carga parasitaria, já que sua função é 

degradar os fatores de virulência, impedindo o escape do parasita e facilitando a 

fagocitose80. 

 
 

1.7.2 Imunidade Adaptativa 
 

Os macrófagos, células alvo da leishmania, modulam a resposta imune 

mediada pelas células T para conter a multiplicação de agentes infecciosos. Após a 

fagocitose, os macrófagos processam e apresentam os antígenos do parasita, ligados 

ao complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe II, aos linfócitos T 

CD4+. Este grupo de linfócitos são subdivididos em perfis que diferem quanto ao 

padrão de citocinas que produzem quando estimulados81. As células de perfil Th1 são 

as componentes chaves da imunidade celular, por induzirem a produção de citocinas 

eficientes contra a infecção por parasitas intracelulares. As principais citocinas 

envolvidas neste perfil são a IL-2, IL-12, IFN-y e TNF81. O perfil Th2 está associado à 

produção de citocinas como IL-4, IL-5 e citocinas inibitórias como a IL-10 e TGF-β, cuja 

função é suprimir a resposta Th181. As citocinas do perfil Th2 estimulam linfócitos B, 

induzindo a resposta humoral mediada por anticorpos82. 

A IL-4 está relacionada com a síntese de IgE e IgG, e níveis altos destes 

anticorpos já foram detectados em pacientes com leishmaniose, o que pode ser útil 

no diagnóstico. Porém, esses anticorpos parecem não ter um papel muito evidente 

na doença83,84. 
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Na leishmaniose visceral americana o estabelecimento da doença depende 

do balanço entre os perfis Th1 e Th2. Para uma resposta eficaz contra o patógeno 

ocorre a produção da citocina IL-12 que tem sido apontada como um dos principais 

componentes da fase inicial da infecção por leishmania85,86. Subsequentemente, a IL-

12 estimula o desenvolvimento do perfil Th1, que resulta na produção de citocinas 

como IFN-γ e TNF, que auxiliam na defesa contra o patógeno81. 

A produção de IFN-γ ativa as propriedades citotóxicas dos macrófagos, 

produzindo óxido nítrico e resultando na morte intracelular do parasita e a resolução 

da infecção81. 

A fim de controlar a resposta imune, citocinas regulatórias, como IL-10 e TGF- 

β, são produzidas85. A IL-10 é uma citocina secretada por células Th2 que modula a 

resposta Th1, suprimindo a expressão de genes que induzem a produção de IFN-γ e 

TNF86,87, contribuindo para a sobrevivência da leishmania nas células e podendo 

ocasionar a progressão da doença. 

Apesar de estar claro o efeito inibitório de IL-10 sob a produção de IFN-γ, 

concentrações elevadas destas duas citocinas já foram encontradas em pacientes 

com a doença ativa. Isso suscitou estudos na tentativa de entender qual o 

envolvimento destas duas citocinas na patogênese da doença88. Níveis altos de INF- 

y e IL-10 foram detectados em células de medula óssea e linfonodos infectados, com 

redução da IL-10 após a resolução da doença com o uso da terapia88,89. Um estudo 

realizado na Índia bloqueou os efeitos da IL-10 em culturas de células de aspirados 

esplênicos de indivíduos com leishmaniose visceral americana. Esse bloqueio 

favoreceu a produção de INF-γ e TNF e o controle da doença, sugerindo que a IL-10 

pode ser um alvo para a terapia da leishmaniose visceral americana90. 

O TGF-β tem propriedade supressiva que afeta o desfecho de doenças 

infecciosas crônicas, facilitando o escape de parasitas91,e já foi associado com a 

progressão da leishmaniose visceral americana105. Níveis elevados de TGF-β já foram 

encontrados em cultura de células de fígado de camundongos infectados por L. 

donovani ou L. chagasi92. 
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Na leishmaniose visceral americana, as células T CD4+ de perfil Th17 também 

já foram associadas com a resistência do hospedeiro frente à infecção por L. 

infantum93, devido à produção da citocina pró-inflamatória IL-17, que possui 

atividade leishmanicida sobre os macrófagos infectados93. A resistência à infecção 

devido a produção desta citocina tem sido observava in vivo no granuloma hepático 

de camundongos infectados por L. donovani. Estes camundongos produziram níveis 

exacerbados de IL-17, que resultou na diminuição da carga parasitária94,95. 

Culturas de células do sangue periférico infectadas por L. donovani 

produziram citocinas como a IL-23 e a IL-1β e induziram a diferenciação do perfil 

Th17, que deve complementar o perfil Th1 na proteção contra a leishmaniose 

visceral americana96. A IL-17 também potencializa a produção de óxido nítrico em 

macrófagos infectados por L. infantum96. 

A hipótese de que o NOD-2 atua como regulador da IL-23 e inibe o perfil Th17 

tem sido levantada97. Nesse sentido, foi observado que camundongos nocautes para 

o gene NOD2 infectados por L. infantum produzem níveis mais altos de IL-17. No 

entanto, elevada carga parasitária também foi observada nestes animais, o que foi 

associada à reposta Th1 ineficiente com baixa produção de IFN-y e IL-12. Já nos 

camundongos selvagens foi observado que a infecção estimula a sinalização do NOD- 

2 em células dendríticas com a produção de IL-12, dando início a resposta Th1, 

evidenciando o balanço entre os dois perfis de resposta na infecção pela 

leishmania98. 

 

 
1.8 Mecanismo de evasão do parasita. 

 
Nos neutrófilos, já foi demonstrado que o LPS presente nas cepas de L. 

donovani induz resistência a atividade microbicida das NETS99. Essa resistência auxilia 

na sobrevivência das formas promastigotas, ocasionando a apoptose dos neutrófilos. 

Deste modo, os neutrófilos são fagocitados pelos macrófagos, transferindo as formas 

promastigotas viáveis, num processo denominado “Cavalo de Tróia”100. 
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Esse processo pode ser considerado um mecanismo de escape de L. 

donovani101, já que os macrófagos são as últimas células hospedeiras da leishmania, 

onde ocorre a diferenciação das formas promastigotas em amastigotas infectantes, 

que irão disseminar102. 

Todas as espécies patogênicas de leishmania possuem habilidades para a re- 

plicação nos vacúolos dos fagolisossomos usando mecanismos de escape103. 

A leishmania possui fatores de virulência, como as moléculas de superfície 

metaloproteinase (GP63) e o lipofosfolipideoglicano (LPG), cuja expressão favorece 

o escape do parasita contra a lise do sistema complemento e inibem a produção de 

óxido nítrico pelos macrófagos em resposta ao estímulo de INF-y104. Devido a esse 

papel, estas moléculas, encontradas nas formas promastigotas e amastigotas, têm 

sido bastantes estudadas105. 

 
 

1.9 Susceptibilidade genética à doenças infeciosas. 
 

Os primeiros estudos sobre doenças infecciosas consideravam que para a sua 

ocorrência era necessária apenas a exposição ao patógeno106. As primeiras 

evidências contrárias a esta hipótese ocorreram em 1870, quando Pasteur observou 

a heterogeneidade de sintomas clínicos entre os indivíduos de populações expostas 

ao mesmo agente infeccioso107. A partir disto, investigações em doenças infecciosas, 

como malária, começaram a busca por componentes genéticos envolvidos no 

estabelecimento destas doenças108. Desde então ficou evidente que a exposição ao 

patógeno é necessária, mas não suficiente para levar ao estabelecimento da doença. 

Além do patógeno, fatores relacionados ao ambiente e ao hospedeiro exercem 

importante papel no estabelecimento de doenças infecciosas, que é hoje é 

considerada uma doença de caráter complexo108. 

Os estudos que buscam o esclarecimento sobre o papel da genética humana 

em doenças podem ter abordagem de genética clássica ou de genética molecular. Os 

desenhos de estudos de genética clássica são baseados em análises de segregação 

complexa, estudos com gêmeos, ou estudos de adoção. 
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Os estudos com gêmeos demonstraram o papel da genética do hospedeiro 

na susceptibilidade para doenças infecciosas como hanseníase, tuberculose e 

poliomielite, ao comparar o background genético de pares de gêmeos monozigóticos 

e dizigóticos afetados110-112. 

Os estudos de genética molecular permitem a aplicação de estratégias 

variadas para a localização de genes e marcadores associados com doenças. Os 

estudos de ligação são realizados com pedigrees com membros afetados, e avaliam 

a segregação de marcadores moleculares de acordo com a doença. O resultado em 

um estudo de ligação é dado em LOD score. Regiões com o LOD score acima de três 

podem ser consideradas regiões cromossômicas que contém marcadores para a 

doença112. 

Outra alternativa, são os estudos de associação, que podem ser baseados em 

população ou em família. Nos estudos baseados em famílias verifica-se a transmissão 

alélica de pais heterozigotos para filhos afetados, através do teste de desequilíbrio 

de transmissão (TDT)128. Os estudos em populações são subdivididos em caso-con- 

trole e coorte. Os estudos de caso-controle são retrospectivos, e comparam a fre- 

quência de marcadores moleculares em indivíduos saudáveis (controles) e indivíduos 

com história da doença (casos)112. 

Os estudos de caso controle devem ser extremamente cuidadosos na escolha 

de controles para evitar vieses ou variáveis de confundimento. No caso de doenças 

infecciosas, é imprescindível que os controles tenham exposição ao agente infecci- 

oso similar aos casos113. 

Uma das abordagens mais utilizadas em epidemiologia genética é a busca por 

associações em genes candidatos, escolhidos devido ao papel funcional que exercem 

na doença ou pelos resultados de estudos em larga escala. Em outra vertente estão 

os estudos do tipo genome wide113. 

O sequenciamento do genoma e o avanço das técnicas de genotipagem 

permitiram o rastreamento de variações genéticas por todo o genoma humano, 

facilitando a descoberta de novos genes e polimorfismos envolvidos na 

susceptibilidade às doenças113. 
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Os polimorfismos podem ser classificados como microssatélites, contendo 

repetições de sequências de dois a cinco nucleotídeos, denominados small tandem 

repeats ("STR"); minissatélites, que apresentam variações de repetições de 

sequências maiores de nucleotídeos, conhecidos como variable number of tanden 

repeats (“VNTR”). No entanto, os polimorfismos mais frequentes e mais estudados 

são os de base única (SNPs), que são mutações bialélicas pontuais com frequência 

maior que 1% na população em geral113. 

Quando ocorrem em regiões codificantes do gene, os SNPs podem ser 

sinônimos, sem causar mudança na sequência de aminoácidos, ou não sinônimos 

(missense), ocasionando alteração na sequência de aminoácidos, podendo acarretar 

em alteração funcional da proteína114. Estas variações podem ocorrer também em 

regiões regulatórias do gene, como Íntrons e regiões promotoras ou 3’UTR, alterando 

a quantidade a estabilidade ou o tipo do transcrito115-117. 

 

 
1.10 Genética humana na leishmaniose visceral americana. 

 
A complexidade dos fenótipos clínicos das leishmanioses sugere o 

envolvimento de múltiplos genes influenciando a susceptibilidade para a doença66. 

O primeiro estudo genético em leishmaniose visceral americana ocorreu após 

um surto em duas tribos no Sudão. Inicialmente foi realizado um estudo de ligação 

em 63 famílias, totalizando 169 crianças com leishmaniose visceral americana na vila 

Aringa, que mostrou um pico de ligação na banda cromossômica 22q12118. Após isso, 

foi realizada uma busca por genes candidatos nesse locus nesta mesma população. 

Devido ao seu papel funcional, o gene do receptor de IL-2 (IL2RB), localizado na 

região, foi estudado. Foi demonstrada associação entre o SNP não sinônimo no gene 

IL2RB e a leishmaniose visceral americana. No entanto, estes dados não foram 

testados em outras populações para validar o papel deste polimorfismo na 

doença119. 

Na tribo Masalit, no Sudão, um estudo com genes candidatos foi realizado 

investigando os receptores de interferon gama (IFNGR1), na região 6q23–q24, e de IL-

4 (ILR4RP2 e IL4RP1), na região 5q23.3-q3. Estes três genes foram associados com a 

susceptibilidade para a leishmaniose visceral americana120. 
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Um estudo de ligação na tribo Masalit também foi realizado e identificou 

picos de ligação nas regiões 1p22 e 6q27120. Apesar de pertencerem à mesma 

população ancestral, as tribos Masalit e Aringa demonstraram loci diferentes de 

susceptibilidade, o que foi atribuído aos casamentos consanguíneos frequentes 

nestas tribos121. 

Após estes primeiros estudos, outros vêm sendo desenvolvidos com objetivos 

de esclarecer a influência da genética na resposta do hospedeiro e no desfecho 

clínico das leishmanioses. As tabelas 1 e 2 abaixo compilam genes e regiões 

cromossômicas já envolvidas com as leishmanioses na literatura. 

Tabela 1 Principais genes associados à leishmaniose cutânea em estudos caso-controle. 

Gene 
Fenótipo Estatística População Referências 

Candidato 

MIF LC OR 1.79 (p=0,008) Brasil Covas et al. 2013 

TNF LC OR 3.10 (p=0.002) Brasil Covas et al. 2013 

IL6 LMC OR 2.55 (p=0,005) Brasil Castelluci et al. 2006 
TNF LMC RR=7,5; p<0.001) Venezuela Cabrera et al. 1995 

HLA-DRB LCL 0R 2.92 (p=0,004) México Olivio-Diaz et al. 2003 
TL4 LC OR 8.03 (p=0,006) Irã Ajdary et al. 2011 
IL4 LCL OR 2.02 (p=0,002) Irã Kamali-Sarvestani et al. 2006 

IFNG LCL OR 5.74 (p=0,002) Irã Kamali-Sarvestani et al. 2006 
TGF LC OR 1.50 (p=0,005) Brasil Castellucci et al. 2012 

IL1B LCL OR 3.23 (p=0.0167) México Fernández-Figueiroa et al. 2002 
TOLLIP LC OR 1.7 p=1.9x(10-8) Brasil Araújo et al. 2016 

LMC – Leishmaniose mucocutânea OR – Odds Ratio RR – Risco Relativo LC – Leishmaniose 
cutânea LCL – Leishmaniose cutânea localizados. 

 
 

Tabela 2 Principais genes e regiões candidatas relacionados à leishmaniose visceral 
americana 

 

Região Candidata Desenho Tipo de estudo Análise estatística População Referências 

22q12 Familiar Ligação LOD SCORE 3.50 Sudão Bucheton et al. 2007 

IL-12 Familiar Associação p=0.043 Sudão Bucheton et al. 2007b 

IL-10 CC Associação OR 10.21 (p=0,0002) Irã Hajilooi et al. 2010 

INFG CC Associação OR 3.67 (p=0.045) Sudão Salhi et al. 2008 

TGFB1 CC Associação OR 1.94 (P=0.003) Brasil Jeronimo et al. 2007 

LECT2 CC Associação OR 2.25 (P=0.005) Brasil Jeronimo 2007. 

IFGN Familiar Ligação LOD 0.548 p=0.0007 Sudão Mohamed et al. 2003 

IL4 Familiar Ligação LOD 1.263 (p=0.008) Sudão Mohamed et al. 2003 

DLL1 Familiar Associação OR 3,25 (p=0,001) Sudão Fakíola et al. 2011 

IL18 CC Associação OR 1.40 (p=0,002) Índia Kumar et al. 2014 
TGFB1 CC Associação OR 1.9 (p=0,012) Brasil Frade et al. 2011 

IL-8 CC Associação p=0.002 Irã Hajilooi et al.2015 

 
CC – Caso controle; OR – odds ratio 
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Estudos de genome wide de ligação no Sudão revelaram picos para a doença 

nas regiões cromossômicas 22q12, 2q23-24, 2q35, 1p22 e 6q27120,121. Com o 

propósito de investigar se estas regiões também estariam associadas com a doença 

na população brasileira, estudos com a mesma abordagem foram realizados em 

famílias da cidade de Natal e São Luís, e evidenciaram picos nas regiões 6q27 e 17q 

11.1-q21.3122. 

 
A região 17q11.1-q21.3 alberga genes envolvidos na susceptibilidade a 

doenças infecciosas como hanseníase (CCL4 e CCL18) e tuberculose (D17S250 e 

D17S1795)123. Assim, um estudo de associação familiar foi realizado em Belém com o 

propósito de testar genes candidatos nestas regiões123. Neste estudo, os genes CCL1 

e CCL6 apresentaram marcadores de susceptibilidade para a leishmaniose visceral 

americana123. 

 
Com o intuito de investigar o pico de ligação para a doença na região 6q27, 

um estudo de associação familiar testou genes nesta região em famílias do Brasil e 

do Sudão. Na população sudanesa os genes PHF10, C6orf70, DLL1, PSMB1, e TBP foram 

associados com a susceptibilidade a leishmaniose visceral americana. Na população 

brasileira, apenas o gene DLL1 apresentou associação, o que torna este gene um 

forte candidato por ter sido validado em duas populações124. 

 
Um estudo de associação do tipo genome wide (GWAS - genome wide 

association study) foi realizado com duas amostras caso-controle da Índia e duas 

amostras de base familiar do Brasil. Dados consistentes de associação foram obtidos 

para o loci HLA-DRB1-HLA-DQA1124, este estudo não confirmou as associações de 

outros genes com a doença, previamente descritas. Na população brasileira, ainda 

foram testados 23 SNPs distribuídos em genes distintos nas regiões 5q23.3 (IRF1, IL5, 

IL13 e IL4) e na região 5q31.1 (IL9, LECT2 e TGFB1)135. Estas duas regiões foram 

escolhidas por albergar genes associados à susceptibilidade para 

esquistossomose136, e previamente associados à leishmaniose visceral americana na 

população do Sudão120. 
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Este estudo verificou que os marcadores rs207808, no gene IL4, e rs30740, 

entre os genes TGFB e LECT2, estavam em desequilíbrio de ligação e associados com 

a susceptibilidade para a leishmaniose visceral americana na população brasileira137. 

 
1.11 Escolha dos genes candidatos 

 NOD2

O polimorfismo rs8057341 no gene NOD2 vem sendo associado com a 

susceptibilidade à hanseníase e a tuberculose em diferentes populações138-140. 

Apesar de ainda não estar claro o papel do NOD2 na leishmaniose visceral americana, 

esse gene é um candidato na participação do controle do desfecho desta doença, 

devido o seu papel inibidor de citocinas IL-23, suprimindo a diferenciação das células 

Th17 pró-inflamatórias que já foram previamente associadas a susceptibilidade a 

leishmaniose visceral americana94,95,98. 

 
 TLR1

O gene TLR1 já foi associado com várias doenças infecciosas como a hanseníase, 

tuberculose e malária141-143. 

O receptor TLR-1 tua em sinergismo com o TLR-2, e este receptor contribui para 

o desenvolvimento da resposta imune na leishmaniose, e variantes no gene TLR2 já 

foram associadas a susceptibilidade para a doença144. Deste modo, o gene TLR1 é um 

gene candidato a ser testado em estudos de associação em leishmaniose visceral 

americana. 

 
Estudos mostraram a associação dos polimorfismos I602S (rs5743618) e N248S 

(rs4833095), neste gene com hanseníase144,145,146. Wong et al. realizaram um estudo 

de caso-controle baseado em população para hanseníase utilizando um microarranjo 

interrogando variantes em 2.092 genes por todo o genoma. Neste estudo o dado de 

associação para o polimorfismo rs5743618 foi replicado o que reforça a posição do 

gene TLR1 como um forte candidato para associação com doenças causadas por 

parasitas intracelulares147. Assim, o estudo dessas variantes deve ser uma 

oportunidade para elucidar melhor o papel do gene TLR1 na leishmaniose visceral 

americana. 
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 IL10

Estudos têm verificado que o polimorfismo rs1800871 na região promotora do gene 

IL10 controla a produção desta citocina em diferentes estímulos infecciosos148-150. O 

genótipo heterozigoto deste polimorfismo já foi associado com susceptibilidade para a 

leishmaniose visceral americana na população iraniana131. Os efeitos funcionais deste 

polimorfismo já foram avaliados na leishmaniose cutânea através da cultura de células 

do sangue periférico estimuladas por L. brasilienzis, onde o genótipo CC e o alelo C 

foram associados com elevados níveis de IL-10, aumentando o risco de 

desenvolvimento de lesões cutâneas. Este estudo confirmou in vitro que este SNP 

controla a produção de IL-10, o que torna este gene um excelente candidato para 

estudos genéticos desta doença em outras populações132. 

 
 

2. OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo Geral 
 

Investigar o papel de polimorfismos dos genes candidatos NOD2, IL10 e TLR1 na leish- 

maniose visceral americana por meio de estudo de associação do tipo-caso controle na 

população da região de Bauru, Estado de São Paulo. 

 
2.2 Objetivos Específicos 

1. Criar um banco de dados e de DNA genômico de pacientes com leishmani- 

ose visceral americana para estudos de associação em epidemiologia gené- 

tica com a população da região de Bauru. 

2. Testar a associação com a leishmaniose visceral americana, usando o banco 

criado, para os seguintes marcadores: 

 rs8057341 no gene NOD2 

 rs4833095 no gene TLR1 

 rs1800871 no gene IL10 
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Highlights: Polymorphisms at candidate genes TLR1, NOD2 and IL10 are for the first 

time associated with susceptibility to visceral leishmaniasis in Brazilian population. 
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Abstract 
 

Leishmaniasis is an antropozoonotic disease caused by the protozoan of the 

genus Leishmania. It presents three clinical forms, known as visceral leishmaniasis, 

mucocutaneous leishmaniasis and cutaneous leishmaniasis. Visceral leishmaniasis 

affects two million individuals annually in the worldwide. Genetic factors involved in 

the host-parasite interplay have been associated with the clinical outcome of the 

disease. This study investigated for the first time the association of polymorphisms 

at the candidate genes IL10, NOD2 and TLR1 with visceral leishmaniasis in Brazilian 

population. For that, we have chosen three markers previously associated to infec- 

tions caused by intracellular parasites in Brazilian population. We have genotyped 

135 patients and 380 healthy controls. The presence of G allele of the rs4833095 at 

TLR1 gene was strongly associated with susceptibility to this disease: G allele analysis 

(OR 2.04; CI 1.22-3.39; p-value 0.0061); GG genotype analysis (OR 3.87; IC95 1.85- 

8.08; p-value 0.0003); G carriers analysis (OR 2.5; CI95 1.33-5.00; p-value 0.0047). For 

NOD2 gene we also found an association for AA genotype (OR 2.07 IC95 1.05- 4.05; 

p-value 0.0335) of the polymorphism rs8057341. Finally, we could confirmed the 

association of marker rs1800871 in the promoter region of the IL10 gene with 

susceptibility to visceral leishmaniasis, for TT genotype (OR 2.34; CI95 1.11-4.94 p- 

value0.0245) Conclusion. Our data demonstrate for the first time the association of 

these candidate genes with visceral leishmaniasis in Brazilian population, placing 

these markers as strong candidates in the composition of future genetic panels to 

predict risk of infections in Brazilian population, and for meta-analysis studies in vis- 

ceral leishmaniasis. 
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1. Background 
 

Visceral leishmaniasis or calazar is a neglected disease of public health im- 

portance due to the variability of clinical manifestations, and is considered the sec- 

ond major cause of parasitic death worldwide1.Leishmaniasis is caused by protozoan 

parasites of Leishmania donovani complex, and transmitted to humans through the 

bite of the female sand fly Lutzomyia longipalpis. It is estimated that more than two 

million people develop the disease annually and 350 million are at risk. Brazil is one 

of the six countries that concentrates 90% of new cases annually1. The disease affects 

mainly children and elderly. Nutritional status, socioeconomic conditions and HIV 

coinfection are also factors associated with the disease outcome2,3,4. The patient may 

initially be asymptomatic or develop into clinical symptoms such as splenomegaly, 

hepatosplenomegaly, lymphadenopathy and weight loss5,6. These symptoms can be 

confused with other endemic diseases, making it difficult to introduce adequate 

therapy and increasing the fatality rate, which reaches 90% when left untreated.6 

Clinical manifestations in visceral leishmaniasis depends on an effective cellular 

immune response, where the Th1 profile is associated to cure, while the Th2 profile 

is associated to disease progression7,8. This ability to develop different clinical phe- 

notypes has been associated with the genetic background of the host, which has in- 

cited the search for genetic polymorphisms as risk markers for disease9. Genomic 

scan linkage studies found peaks for visceral leishmaniasis at 17q11-q2 and 6q27 

chromossoal regions10-12. Some candidate genes present replicated and validated 

association data such as DLL112, IL1013,14, INFG15,16, IL1817 and IL415. Further studies 

have also shown association data for polymorphisms at HLA-DR1B18, HLA-DQA118, 

LECT219, TGFB119 genes. 

IL-10 has been extensively studied in visceral leishmaniasis, since it presents ex- 

acerbated levels in patients with active disease, wich decreases after the therapy20. 

Studies have shown that rs1800871 polymorphism at the promoter region of the IL10 

gene controls the production of this cytokine14,21. 

The heterozygote genotype was associated to susceptibility for visceral leish- 

maniasis in the Sudanese population14. Functional studies focusing on this polymor- 



25  

phism report that individuals with CC genotype produce higher levels of IL-10 in cul- 

tured cells stimulated with Leishmania brasilienzis, reinforcing the importance of this 

marker in the outcome of leishmaniasis.13. 

Toll-like (TLRs) and nod-like (NLRs) receptors are part of the so-called pattern 

recognition receptors (PRRs) that act by recognizing pathogen-associated molecular 

pattern (PAMPs) at the early stages of infection 22. In visceral leishmaniasis, variants 

at TLR2 gene have already been associated with susceptibility to the diseases23,24. As 

TLR-2 acts in synergism with TRL-1, and genetic variants of TLR1 have already been 

associated to several diseases caused by intracellular pathogens, such as leprosy, tu- 

berculosis and malaria, TLR1 is a candidate gene for association with leishmaniasis25- 

27. 

The NOD-2 receptor is part of the NLRs group and induces the production of 

cytokines such as IL-23, leading to the differentiation of Th17 profile CD4 + T cells 

that have already been associated with an effective host response against L. infection 

Infantum28-31. The hypothesis that NOD-2 acts as a regulator of IL-23 and inhibition 

of the Th17 profile is also described in Crohn’s disease32. Thus, this receptor is 

important for regulating the balance between IL-23 and IL-17 citokynes, which should 

certainly influence the outcome of leishmania infection28,29. The marker rs8057341 

at NOD2 gene has already been associated with protection for leprosy in Brazil33. 

Considering the functional importance of NOD-2 in visceral leishmaniasis, this marker 

should be representative of the possible association of this gene with leishmaniasis 

in our population. 

So, in the present study, we investigated the association between 

polymorphisms at NOD2 (rs8057341), TLR1 (rs4833095) and IL10 (rs1800871) 

candidate genes and the risk of visceral leishmaniasis in a case-control design from 

Brazilian population. 
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2. Materials and Methods 

2.1 Subjects and study design 

 
This study enclosed a 515 individuals living in the city of Bauru, State of São Paulo, 

Brazil, compromising 135 cases of visceral leishmaniasis and 380 healthy controls. 

The group of cases included 45 females and 90 males. The cases were selected from 

the State Hospital of Bauru, with confirmed clinical diagnosis for visceral leishmani- 

asis from 2004 to 2017. For control group 252 females and 128 males were selected. 

The controls were selected from blood donors of the Hemonúcleo of the Base Hos- 

pital of Bauru, with no case history for visceral leishmaniasis. Controls were selected 

from the same geographical area as the cases. The mean age of cases was 30 years 

old and 36 years old for controls. 

Regarding ethnicity, each subject was classified as Black, Caucasoid or Mestizo. 

Controls were classified into 240 Caucasoid, 104 Mestizos and 28 Blacks, while cases 

were classified into 82 Caucasoid and 53 Blacks. The ethnic group of the cases were 

classified according to the medical records of the State Hospital of Bauru. 

The investigation of HIV coinfection in the group of cases pointed out that 78 

were negative, 26 positive and 31 had no test. 

All participants were included in the study after signing the Informed Consent 

Term. Informed consent was obtained from parents of children under 18 years old. 

This work was approved by the Ethics Committee of the Lauro de Souza Lima Institute 

(Number 1.258.479) 

2.2 SNPs Selection 

 
These markers were selected based on previous association data for 

infectious diseases caused by intracellular pathogens in Brazilian population, 

which suggest that they are informative of the association of these candidate 

genes with diseases for this population. 

To verify the association between NOD2 gene and visceral leishmaniasis, 

the rs8057341 marker was selected since AA genotype was associated to leprosy 

resistance in Brazilian population33. 

At TLR1 candidate gene we selected rs4833095 polymorphism since the GG 

genotype was associated to leprosy susceptibility in Brazilian population26. 
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The rs1800871 marker in the promoter region of the IL10 gene has already 

been associated with leprosy and tuberculosis susceptibility in Brazilian population21. 

Of note, this polymorphism was already associated to visceral leishmaniasis in 

Sudanese population14. 

2.3 DNA extraction and genotyping of SNPs 
 

Genomic DNA was extracted from peripheral blood leukocytes samples from 

both cases and controls using the salting out method34. 

Of the 135 cases, a total of 80 DNA samples were obtained from bone marrow 

puncture material archived in paraffin blocks , from the Service of Pathology of the 

State Hospital of Bauru. For these samples, we used the kit QIAamp® DNA FFPE Tissue 

(Qiagen, Hilden, Germany). 

Genotyping was made by allelic discrimination using Taqman assays (Applied 

Byosystem, Foster City, CA, USA) on ViiA7 equipment and StepOnePlus equipment 

(Applied Byosystem, Foster City, CA, USA) according to the manufacturer’s 

instructions. 

2.4 Statistical Analysis 

 
Genotype, allelic and carrier frequencies obtained for cases and control 

groups were analyzed using logistic regression model to calculate odds ratios (OR), 

confidence interval 95% and p-values. Analyses with adjustment for gender, ethnicity 

and HIV-coinfection as covariates were also performed in all analyzes. 

In order to verify the interference of HIV coinfection on our results, the anal- 

yses were also done excluding the coinfected patients. 

Genotype frequencies were used for the chi-square test to evaluate these 

distributions regarding Hardy-Weinberg (HW) equilibrium. 

The analyses were performed using the R statistical software for Windows 

(version 2.14.0), adopting p-value ≤ 0.05 as the statistical significance level. 
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2. RESULTS 

3.1 Allele G of the rs4833095 at TLR1 is associated with susceptibility to visceral 

leishmaniasis in Brazilian patients. 

Our data point to a strong association between the presence of G allele for 

rs4833095 SNP at TLR1 and susceptibility to visceral leishmaniasis. To test this we 

have genotyped 376 controls and 118 patients. 

 
The GG genotype was associated with susceptibility to the disease in the un- 

adjusted analyzes (OR 3.12; 95%CI 1.68-5.78; p-value 0.0003) and after adjustments 

(OR 3.43; 95%CI 1.74-6.78; p-value 0.0004). The AG genotype results also point to 

association of susceptibility before (OR 1.84; 95%CI 1.01-3.34; p-value 0.0448) and 

after (OR 1.98; 95%CI 1.04-3.75; p-value 0.0354) adjustments. Comparing allele fre- 

quencies, G allele confirmed this association with susceptibility without (OR 1.82; 

95%CI 1.18-2.78; p-0.0059) and with adjustments (OR 1.89; 95%CI 1.18-3.04; p-value 

0.0080). In the same sense, we observed that G allele carrier present susceptibility 

to visceral leishmaniasis in the analyses with no adjustment for covariates (OR 2.30; 

95%CI 1.31-4.03; p-value 0.0036). When adjustments for the covariates were made, 

the association of susceptibility remained present (OR 2.45; 95%CI 1.34-4.48; p-value 

0.0033). 

To test the interference of HIV coinfection on results we excluded coinfected 

patients from our analyses. Of note, all associations were maintained for the G allele 

in the unadjusted analyzes (OR 1.89; 95%IC 1.18-3.03; p-value 0.0076) and in ana- 

lyzes with adjustment for sex and ethnicity (OR 2.04; 95IC% 1.22-3.39; p-value 

0.0061). The association of susceptibility was also maintained for the GG genotype in the 

unadjusted analyzes (OR 3.33; 95IC% 1.68-6.60; p-value 0.0006) and in analyzes with 

adjustment for sex and ethnicity (OR 3.87; 95IC% 1.85-8.08 p-value 0.003). In the same 

sense, the carriers of the G allele maintained the association in the analyzes without adjust- 

ment (OR 2.38; 95IC% 1.27-4.46; p-value 0.0067) and for the unadjusted analyzes (OR 

2.5 95I% 1.33-5.00; p-value 0.0047 ) 

The frequencies and association data obtained for this polymorphism are de- 

scribed in Table 1. 
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3.2. AA genotype of the rs8057341 at NOD2 gene is associated with susceptibility 

to visceral leishmaniasis in Brazilian patients. 

For the marker rs8057431 at NOD2, 372 controls and 103 patients were gen- 

otyped. The AA genotype was associated with susceptibility to visceral leishmaniasis 

(OR 2.49; 95%CI 1.38-4.49; p-value 0.024). The same association was observed when 

the analyses were adjusted for covariates sex and ethnicity (OR 2.23; 95%CI 1.15- 

4.30; p-value 0.0169). 

In the analyses excluding HIV coinfection the AA genotype for rs8057341 re- 

mained associated to visceral leishmaniasis (OR 2.07; 95%CI 1.05-4.05; p-value 0.033) 

in the analyzes without adjustment for the covariates. The result lost signifi- cance 

when adjustments were made for gender and ethnicity (OR 2.07 IC95% 1.05- 4.05; p-

value 0.0335) 

The frequencies and association data obtained for this polymorphism are de- 

scribed in Table 2. 

 
 
 
 

 
3.3 TT genotype of rs1800871 IL10 is associated with susceptibility to visceral leish- 

maniasis in Brazilian patients. 

To test rs1800871 in the promoter region of IL10 gene, 374 controls and 90 

cases were genotyped. The TT genotype showed an association with susceptibility to 

visceral leishmaniasis (OR 2.79; 95%CI 1.45-5.37; p-value 0.002). After adjustments 

the association was also observed (OR 2.43; 95% CI 1.14-5.14; p-value 0.02). An as- 

sociation to susceptibility was also observed for T allele (OR 1.65; 95%CI 1.03-2.64; 

p-value 0,034), which was not maintained after adjustments. In the analyses to ex- 

clude the interference of HIV coinfection the TT genotype association remained in 

the analyzes without adjustment (OR 2.34; 95%CI 1.11-4.94; p-value 0,024). The sig- 

nificance was not observed when performed adjustments for covariates (OR 2.07; 

95IC% 0.90-4.78; p-value 0.0862). 

The frequencies and data obtained for this marker are described in Table 3. 

Of note, all the genotype distributions was in the Hardy-Weinberg equilibrium. 
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3. DISCUSSION 
 

Complex segregation analysis in Brazilian pedigrees and linkage studies have 

pointed the importance of genetic components dictating the leishmaniasis visceral, 

encouraging studies to dissect the human genome searching for variants involved in 

this risk10,11,15. Herein, from a candidate gene approach, we demonstrated, for the 

first time, associations between TLR1 and NOD2 variants and visceral leishmaniasis 

in Brazilian population. We also validated for Brazilian population the association re- 

ported to rs1800871 marker, in the promoter region of the IL10 gene, and this dis- 

ease in Iran population. These genes have already been associated to a myriad of 

infectious diseases, such as leprosy, tuberculosis and malaria33, 40. 

The role of TLRs in visceral leishmaniasis has been studied to better understand 

the clinical outcome of the disease. The TLR-2, TLR-4 and TRL-9 receptors participate 

in the recognition of different species of leishmania35,36. One study on vaccine in cu- 

taneous leishmaniasis showed protection against infection by L. panamensis con- 

ferred by the activation of the heterodymer TLR-1/TLR-2, which could not be ob- 

served for the L. infantum37. The Arg735Gln polymorphism in the TLR2 gene was as- 

sociated with susceptibility to visceral leishmaniasis24. In addition, the non-synony- 

mous rs4833095 at TLR1 gene was already associated with leprosy susceptibility in 

Brazilian population26. Based on these functional and genetic studies, we tested the 

rs4833095 polymorphism in the TLR1 gene and we found that the presence of G al- 

lele is associated to an important increasement in the risk of visceral leishmaniasis in 

the population tested. 

After excluding HIV coinfected cases, all results observed for the G allele were 

maintained, reinforcing the strong association between rs4833095 in the TLR1 gene 

and visceral leishmaniasis as independent of HIV. Willie et al. 2014 have described 

an association of susceptibility between the rs5743551 and rs5743618 markers in the 

TLR1 gene and HIV infection in North American individuals38. The SNP rs5743551 is in 

linkage disequilibrium with the non-synonymous markers rs5743618 and rs4833095. 

The SNP rs573551 is in an intron, therefore, the effects may be a reflec- tion of the 

linkage disequilibrium with rs4833095. 
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Analysis of the haplotype formed by rs573551 and rs4833095 SNPs showed 

association of susceptibility to sepsis and interference in the level of cytokines in pa- 

tients with leprosy39,40. Studies have shown that the marker rs4833095 induces a low 

production of TNF and IL-10 cytokines when stimulated with Mycobacterium 

leprae26. These data confirm the importance of rs4833095 SNP in infectious diseases. 

Our data reinforce this importance and the rs4833095 marker as informative for the 

association of this gene with diseases caused by intracellular parasites in Brazilian 

population. This is the first study showing the association of the TLR1 gene with vis- 

ceral leishmaniasis, and functional studies are needed to verify the role of this poly- 

morphism in controlling the immune response against L. infantum infection. 

Our study reported the association between the AA genotype of the rs8057341 

in the NOD2 gene and visceral leishmaniasis. The role of NOD-2 has been described 

in visceral leishmaniasis regulating Th1 and Th17 responses in dendritic cells31,32. The 

hypothesis that NOD-2 acts as a regulator of IL-23 and inhibition of the Th17 profile 

is also described in Chron’s disease33. Mice infected with Leishmania infantum had 

increasement in signaling of NOD-2 in dendritic cells, producing IL-12 cytokine and 

initiating the Th1 response. However, this mechanism is a negative regulator in the 

synthesis of IL-23, inhibiting the differentiation of Th17 that has a role of potentiating 

the production of nitric oxide by infected macrophages. On the other hand, knockout 

mice for NOD2 show failure of IL-12 signaling resulting in inefficient Th1 response 

and persistence of parasites 30-32. 

The association of NOD2 gene with diseases caused by intracellular parasites was 

first evidenced for tuberculosis41. In the Brazilian population, the marker rs8057341 

was associated with leprosy resistance, and these data were replicated for several 

populations33,42, which reinforces the role of this variant as an informative marker 

for NOD2 gene associations with infectious diseases. 

When we excluded patients coinfected with HIV, the AA genotype at rs8057341 

remained associated with susceptibility to visceral leishmaniasis. No genetic study 

has demonstrated association of markers in the NOD2 gene and HIV status, and there 

are few studies demonstrating the role of NOD-2 in HIV virus recognition. Cardinaud 

et al. 2017 demonstrated that stimulating NOD-2 production reduced virus replica- 

tion in dendritic cell cultures by producing specific T lymphocytes against the HIV 

virus43. 
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Herein, we found that the TT genotype of the rs1800871 in the promoter 

region of the IL10 is associated with susceptibility to visceral leishmaniasis . The same 

allele was associated with leprosy susceptibility in Brazilian population21. This poly- 

morphism has already been associated to several infectious diseases, such as cuta- 

neous leishmaniasis, leprosy and tuberculosis13,22. In the population of Iran, the CT 

genotype of this marker was associated with susceptibility to visceral leishmaniasis, 

while the TT genotype was associated with protection14 . A functional study with the 

Brazilian population showed that the T allele carriers produce lower levels of IL-10 in 

cultures of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) stimulated with Mycobacte- 

rium leprae, proving the importance of this marker16. 

When we excluded patients coinfected with HIV, the TT genotype remained 

associated with susceptibility to visceral leishmaniasis. However, the association data 

were more subtle. A stratified analysis should be performed to a better inter- 

pretation regarding the role of this marker in the coinfection in our population, which 

is one limitation of this study, since we could not perform these analyses due to the 

low number of samples. The marker rs1800871 has been associated with suscepti- 

bility to the progression to AIDS in patients infected with HIV. A study with HIV-in- 

fected European American patients confirmed that the haplotype formed by 

rs1800896, rs1800872 and rs1800871, and these markers, can affect the ability of 

produce IL-10, resulting in disease progression44. 

The association of rs1800896 and rs1800872 also in the IL10 promoter region 

and HIV status has been demonstrated in several populations in Europe, India and 

Brazil, reinforcing the importance of this region for the progression of the disease44. 

Since the marker rs1800871 has been associated with both diseases isolated, this 

marker may be informative for future studies to understand the influence of genetics 

on the pathogenesis of coinfection. 

We have demonstrated for the first time the association between TLR1 and 

NOD2 genes with visceral leishmaniasis in the Brazilian population, as well as we rep- 

licated the association data for the SNP rs1800871 in the IL10 gene in this population. 

These data support the importance of these genes for infectious diseases caused by 

intracellular parasites, as well as reinforce the role of these markers in the Brazilian 

population, placing them as strong candidates in the composition of future genetic 

panels to predict risk of infections, and for meta-analysis studies in visceral leishman- 

iasis. 



33  

ACKNOWLEDGE 

We would like to thank all the patients who participated in this study. To the financial 

support of CAPES. To the technical team of Patology Service of the Lauro de Souza 

Lima Institute and State Hospital of Bauru. 

 

 

REFERENCES 

1. World Health Organization [Internet]. Leishmaniasis. [Citado em 09 de 

janeiro de 2017] Disponível em: http://www.who.int/leishmaniasis/en/. 

2. Lindoso JA, Cota GF, da Cruz AM, Goto H, Maia-Elkhoury AN, Romero GA, 

et al. Visceral leishmaniasis and HIV coinfection in Latin America. PLoS 

Negl Trop Dis. 2014 Sep 18;8(9):e3136. doi:10.1371/jour- 

nal.pntd.0003136. eCollection 2014 Sep. Review. PubMed 

PMID:25233461; PubMed Central PMCID: PMC4169383. 

3. Gama ME, Gomes CM, Silveira FT, Laurenti MD, Gonçalves Eda G, Silva 

AR,Corbett CE. Severe visceral leishmaniasis in children: the relationship 

between cytokine patterns and clinical features. Rev Soc Bras Med Trop. 

2013Nov-Dec;46(6):741-5. doi: 10.1590/0037-8682-0203-2013. PubMed 

PMID: 24474016. 

4. Palumbo E. Visceral leishmaniasis in children: a review. Minerva Pediatr. 

2010 Aug;62(4):389-95. Review. PubMed PMID: 20940672. 

5. Desjeux P. Leishmaniasis: current situation and new perspectives. Comp 

ImmunolMicrobiol Infect Dis. 2004 Sep;27(5):305-18. Review. PubMed 

PMID: 15225981. 

6. Chappuis F, Sundar S, Hailu A, Ghalib H, Rijal S, Peeling RW, Alvar J,Boelaert 

M. Visceral leishmaniasis: what are the needs for diagnosis, treatmen- 

tand control? Nat Rev Microbiol. 2007 Nov;5(11):873-82. Review. Pub- 

Med PMID:17938629. 

7. Kumar R, Nylén S. Immunobiology of visceral leishmaniasis. Frontiers in 

Immunology. 2012;3:251. doi:10.3389/fimmu.2012.00251. 

http://www.who.int/leishmaniasis/en/


34  

8. Alexander J, Bryson K. T helper (h)1/Th2 and Leishmania: paradox rather 

than paradigm. Immunol Lett. 2005 Jun 15;99(1):17-23. Epub 2005 Feb 

17. Review. PubMedPMID: 15894106.Pacheco AG, Moraes MO. Genetic 

polymorphisms of infectious diseases in case-control studies. Dis Mark- 

ers. 2009;27(3-4):173–86. 

9. Pacheco AG, Moraes MO. Genetic polymorphisms of infectious diseases in 
case-control studies. Dis Markers. 2009;27(3):173-86. doi: 
10.3233/DMA-2009-0654. Review. PubMed PMID: 19893211; PubMed 
Central PMCID: PMC3835071. 

 

 
10. Jamieson SE, Miller EN, Peacock CS, Fakiola M, Wilson ME, Bales-Holst A et 

al. Genome-wide scan for visceral leishmaniasis susceptibility genes in 

Brazil. Genes Immun. 2007 Jan;8(1):84-90.Epub 2006 Nov 23. PubMed 

PMID: 17122780; PubMed Central PMCID: PMC2495017. 

11. Miller EN, Fadl M, Mohamed HS, et al. Y Chromosome Lineage- and Vil- 

lage-Specific Genes on Chromosomes 1p22 and 6q27 Control Visceral 

Leishmaniasis in Sudan. Mountain J, ed. PLoS Genetics. 2007;3(5):e71. 

doi:10.1371/journal.pgen.0030071. 

12. Fakiola M, Miller EN, Fadl M, et al. Genetic and Functional Evidence Im- 

plicating DLL1 as the Gene That Influences Susceptibility to Visceral Leish- 

maniasis at Chromosome 6q27. The Journal of Infectious Diseases. 

2011;204(3):467-477. doi:10.1093/infdis/jir284. 

13. Salhi A, Rodrigues V Jr, Santoro F, Dessein H, Romano A, Castellano LR 

Immunological and genetic evidence for a crucial role of IL-10 in cutane- 

ouslesions in humans infected with Leishmania braziliensis. J Immunol. 

2008 May1;180(9):6139-48. PubMed PMID: 18424735. 

14. Hajilooi M, Ahmadi A, Lotfi P, Matini M, Jafari D, Bazmani A et al. Is the 

polymorphism at position -1082 of IL-10 gene associated with visceral 

leishmaniasis? Iran J Public Health. 2014 Aug;43(8):1107-12. PubMed 

PMID:25927040; PubMed Central PMCID: PMC4411907. 



35  

15. Mohamed HS, Ibrahim ME, Miller EN, Peacock CS, Khalil EA, Cordell HJ, et 

al. Blackwell JM. Genetic susceptibility to visceral leishmaniasis in The Su- 

dan: linkage and association with IL4 and IFNGR1. GenesImmun. 2003 

Jul;4(5):351-5. PubMed PMID: 12847550. 

16. SalhI MA, Ibrahim ME, Blackwell JM, et al. IFNG and IFNGR1 gene polymor- 

phisms and susceptibility to post kala-azar dermal leishmaniasis in Sudan. 

Genes and immunity. 2007;8(1):75-78. doi:10.1038/sj.gene.6364353. 

17. Kumar D, Tiwary P, Chakravarty J, Sundar S. Association of interleukin-18 

gene polymorphism with susceptibility to visceral leishmaniasis in en- 

demic area of Bihar, an Indian population. Scientific World Journal. 

2014;2014:852104. doi:10.1155/2014/852104. Epub 2014 Oct 22. Pub- 

Med PMID: 25405235; PubMed CentralPMCID: PMC4227453. 

18. Jeronimo SM, Holst AK, Jamieson SE, Francis R, Martins DR, Bezerra FL et al. 

Genes at human chromosome 5q31.1 regulate delayed-type hyper- 

sensitivity responses associated with Leishmania chagasi infection. Genes 

Immun. 2007 Oct;8(7):539-51. Epub 2007 Aug 23. PubMedPMID: 

17713557; PubMed Central PMCID: PMC2435172. 

19. Frade AF, Oliveira LC, Costa DL, Costa CH, Aquino D, Van Weyenbergh J et 

al. TGFB1 and IL8 gene polymorphisms and susceptibility to visceral leish- 

maniasis. Infect Genet Evol. 2011Jul;11(5):912-6. doi: 10.1016/j.mee- 

gid.2011.02.014. Epub 2011 Mar 2. PubMed PMID:21376140. 

20. Caldas A, Favali C, Aquino D, Vinhas V, van Weyenbergh J, Brodskyn C, Costa 

J,Barral-Netto M, Barral A. Balance of IL-10 and interferon-gamma 

plasma levels inhuman visceral leishmaniasis: implications in the patho- 

genesis. BMC Infect Dis.2005 Dec 19;5:113. PubMed PMID: 16364177; 

PubMed Central PMCID: PMC1343567. 

21. Pereira AC, Brito-de-Souza VN, Cardoso CC, Dias-Baptista IM, Parelli FP et al. 

Genetic, epidemiological and biological analysis of interleukin-10 pro- 

moter single-nucleotide polymorphisms suggests a definitive role for - 

819C/T in leprosy susceptibility. Genes Immun. 2009 Mar;10(2):174-80. 

doi: 10.1038/gene.2008.97. Epub 2008 Dec 25. PubMed PMID: 

19110537. 



36  

22. Abbas A. Imunologia Básica. 3ed. São Paulo. Elsevier. 2009. 

 
23. Sacramento LA, da Costa JL, de Lima MHF, et al. Toll-Like Receptor 2 Is Required 

for Inflammatory Process Development during Leishmania infantum Infection. 

Frontiers in Microbiology. 2017;8:262. doi:10.3389/fmicb.2017.00262. 

24. Ejghal R, Hida M, Bennani ML, Meziane M, Aurag R, Lemrani M. The TLR2 

and TLR4 gene polymorphisms in Moroccan visceral leishmaniasis pa- 

tients. Acta Trop. 2016;158:77–82. 

25. Schurz H, Daya M, Möller M, Hoal EG, Salie M. TLR1, 2, 4, 6 and 9 Variants 

Associated with Tuberculosis Susceptibility: A Systematic Review 

andMeta-Analysis. PLoS One. 2015 Oct 2;10(10):e0139711. 

doi:10.1371/journal.pone.0139711. e Collection 2015. Review. PubMed 

PMID: 26430737;PubMed Central PMCID: PMC4592262. 

26. Marques C de S, Brito-de-Souza VN, Guerreiro LT, Martins JH, Amaral EP, 

Cardoso CC et al. Toll-like receptor 1 N248S single-nucleotide polymor- 

phism is associated with leprosy risk and regulates immune activation 

during mycobacterial infection. J Infect Dis. 2013 Jul;208(1):120-9. doi: 

10.1093/infdis/jit133. Epub2013 Apr 1. PubMed PMID: 23547143. 

27. Hahn WO, Harju-Baker S, Erdman LK, Krudsood S, Kain KC, Wurfel MM, 

Liles WC. A common TLR1 polymorphism is associated with higher para- 

sitaemia in a Southeast Asian population with Plasmodium falciparum 

malaria. Malar J. 2016 Jan 6;15:12.doi: 10.1186/s12936-015-1071-y. Pub- 

Med PMID: 26738805; PubMed Central PMCID:PMC4704253. 

28. Sheel M, Beattie L, Frame TC, de Labastida Rivera F, Faleiro RJ et al. IL- 

17A-Producing γδ T Cells Suppress Early Control of Parasite Growth by- 

Monocytes in the Liver. J Immunol. 2015 Dec 15;195(12):5707-17. 

doi:10.4049/jimmunol.1501046. Epub 2015 Nov 4. PubMed PMID: 

26538396. 



37  

29. Quirino GF, Nascimento MS, Davoli-Ferreira M, Sacramento LA, Lima MH, 

Almeida RP, et al. Interleukin-27 (IL-27) Mediates Susceptibility toVis- 

ceral Leishmaniasis by Suppressing the IL-17-Neutrophil Response. Infect 

Immun. 2016 Jul 21;84(8):2289-98. doi: 10.1128/IAI.00283-16. Print 2016 

Aug.PubMed PMID: 27245409; PubMed Central PMCID: PMC4962641 

30. Nascimento MS, Ferreira MD, Quirino GF, Maruyama SR, Krishnaswamy 

JK et al. NOD2-RIP2-Mediated Signaling Helps Shape Adaptive Immunity 

in Visceral Leishmaniasis. J Infect Dis. 2016 Dec 1;214(11):1647-1657. 

Epub 2016 Sep20. PubMed PMID: 27651416. 

31. Nascimento MS, Carregaro V, Lima-Júnior DS, Costa DL, Ryffel B, Duthie 

M S et al. Interleukin 17A acts synergistically with interferon γ to promote 

protection against Leishmania infantum infection. JInfect Dis. 2015 Mar 

15;211(6):1015-26. doi: 10.1093/infdis/jiu531. Epub 2014 Oct1. PubMed 

PMID: 25274569. 

32. Brain O, Owens BM, Pichulik T, Allan P, Khatamzas E, Leslie A et al. The in- 

tracellular sensor NOD2 induces microRNA-29 expression in human den- 

dritic cells to limitIL-23 release. Immunity. 2013 Sep 19;39(3):521-36. 

doi:10.1016/j.immuni.2013.08.035. PubMed PMID: 24054330. 

33. Sales-Marques C, Salomão H, Fava VM, Alvarado-Arnez LE, Amaral EP, 

Cardoso CC et al. NOD2 and CCDC122-LACC1 genes are associated with 

leprosy susceptibility in Brazilians. Hum Genet. 2014Dec;133(12):1525- 

32. doi: 10.1007/s00439-014-1502-9. Epub 2014 Nov 4. PubMedPMID: 

25367361 

34. Miller SA, Dykes DD, Polesky HF. A simple salting out procedure for ex- 

tracting DNA from human nucleated cells. Nucleic Acids Research. 

1988;16(3):1215. 

35. Faria MS, Reis FCG, Lima APCA. Toll-like receptors in Leishmania infec- 

tions: Guardians or promoters? J Parasitol Res. 2012;2012. 



38  

36. Murray HW, Zhang Y, Zhang Y, Raman VS, Reed SG, Ma X. Regulatory ac- 

tions of Toll-like receptor 2 (TLR2) and TLR4 in Leishmania donovani in- 

fection in the liver. Infect Immun. 2013 Jul;81(7):2318-26. doi: 

10.1128/IAI.01468-12. Epub 2013Apr 15. PubMed PMID: 23589575; Pub- 

Med Central PMCID: PMC3697629. 

37. Jayakumar A, Castilho TM, Park E, Goldsmith-Pestana K, Blackwell 

JM,McMahon-Pratt D. TLR1/2 activation during heterologous prime- 

boost vaccination(DNA-MVA) enhances CD8+ T Cell responses providing 

protection against Leishmania (Viannia). PLoS Negl Trop Dis. 2011 

Jun;5(6):e1204. doi:10.1371/journal.pntd.0001204. Epub 2011 Jun 14. 

PubMed PMID: 21695103; PubMedCentral PMCID: PMC3114751. 

38. Willie B, Hall N, Stein C, et al. Association of toll-like receptor polymor- 

phisms with HIV status in North Americans. Genes and immunity. 

2014;15(8):569-577. doi:10.1038/gene.2014.54. 

39. Santana NL, Rêgo JL, Oliveira JM, Almeida LF, Braz M, Machado LM et al. 

Polymorphisms in genes TLR1, 2 and 4 are associated with differential 

cytokine and chemokine serum production in patients with leprosy. Mem 

Inst Oswaldo Cruz. 2017 Apr;112(4):260-268. doi: 10.1590/0074- 

02760160366.Epub 2017 Mar 2. PubMed PMID: 28327786; PubMed 

Central PMCID: PMC5354609. 

40. Hahn WO, Harju-Baker S, Erdman LK, Krudsood S, Kain KC, Wurfel MM, 

Liles WC. A common TLR1 polymorphism is associated with higher 

parasitaemia in a Southeast Asian population with Plasmodium 

falciparum malaria. Malar J. 2016 Jan 6;15:12. doi: 10.1186/s12936-015- 

1071-y. PubMed PMID: 26738805; PubMed Central PMCID: 

PMC4704253. 

41. Wang C, Chen Z-L, Pan Z-F, et al. NOD2 Polymorphisms and Pulmonary 

Tuberculosis Susceptibility: A Systematic Review and Meta-Analysis. 

International Journal of Biological Sciences. 2014;10(1):103-108. 

doi:10.7150/ijbs.7585. 

42. Berrington WR, Macdonald M, Khadge S, et al. Common polymorphisms 

in the NOD2 gene region are associated with leprosy and its reactive 

states. The Journal of infectious diseases. 2010;201(9):1422-1435. 

doi:10.1086/651559. 



39  

43. Cardinaud S, Urrutia A, Rouers A, Coulon PG, Kervevan J, Richetta C et al.Tri- 

ggering of TLR-3, -4, NOD2, and DC-SIGN reduces viral replication and in- 

creases T-cell activation capacity of HIV-infected human dendritic cells. 

Eur J Immunol. 2017 May;47(5):818-829. doi: 10.1002/eji.201646603. 

Epub 2017 Apr 13. PubMed PMID: 28266028. 

44. Oleksyk TK, Shrestha S, Truelove AL, Goedert JJ, Donfield SM, Phair J et al.. 

Extended IL10 haplotypes and their association with HIV progression to 

AIDS. Genes Immun. 2009 Jun;10(4):309-22. doi: 10.1038/gene.2009.9. 

Epub 2009 Mar 19. PubMed PMID: 19295541; PubMed Central PMCID: 

PMC3664918. 



40  

TABLES 

Table 1. Allelic, genotypic and carrier frequencies of TLR1 gene polymorphism (rs4833095) 

in 118 cases and 376 controls. HIV coinfection excluded analysis in a 93 cases with visceral 

leishmaniasis in samples from Bauru-SP. 

 
 

SNP   All cases.  
 

rs4833095 Control Case OR (95% CI) p-value OR (95% CI) p-valuea 

A 0.51 0.36 * * 

G 0.49 0.64 1.82 (1.18-2.78) 0.0059 1.89 (1.18-3.04) 0.0080 

AA 105 (0.28) 17 (0.14) * * 

AG 174 (0.46) 52 (0.44) 1.84 (1.01-3.35) 0.0448 1.98 (1.04-3.75) 0.0354 

GG 97 (0.26) 49 (0.42) 3.12 (1.68-5.78) 0.0003 3.43 (1.74-6.78) 0.0004 

G carrier   2.30 (1.31-4.03) 0.0036 2.45 (1.34-4.48) 0.0033 

 n=376 n=118   

 
 

SNP   HIV coinfection excluded.  
 

rs4833095 Controls Case OR (95% CI) p-value OR (95% CI) p-valuea 

A 0.51 0.35 * * 

G 0.49 0.65 1.89 (1.18-3.03) 0.0076 2.04 (1.22-3.39) 0.0061 

AA 105 (0.28) 13 (0.14) * * 

AG 174 (0.46) 40 (0.43) 1.8 (0.94-3.63) 0.0707 1.97 (0.97-3.99) 0.0570 

GG 97 (0.26) 40 (0.43) 3.33 (1.68-6.60) 0.0006 3.87 (1.85-8.08) 0.0003 

G carrier   2.38 (1.27-4.46) 0.0067 2.5 (1.33-5.00) 0.0047 

 n=376 n=93   

 

Abbreviation: OR - odds ratio; CI - confidence interval of 95%. 
a Logistic regression analyzes, OR and p-value were adjusted for covariates sex and ethnic- 

ity. 
*Indicates the baseline for comparison. 
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Table 2. Allelic, genotypic and carrier frequencies of NOD2 gene polymorphism (rs8057341) 

in 103 cases and 372 controls. HIV coinfection excluded analysis in a 81 cases with visceral 

leishmaniasis in samples from Bauru-SP. 
 

 

SNP   All cases.  

rs8057341 Control Case OR (95% CI) p-value OR (95% CI) p-valuea 

A 0.32 0.42 1.54 (0.99-2.41) 0.0541 1.49 (0.90-2.44) 0.1151 

G 0.68 0.59 * * 

AA 44 (0.12) 26 (0.25) 2.49 (1.38-4.49) 0.0024 2.23 (1.15-4.30) 0.0169 

AG 151 (0.41) 36 (0.35) 1.00 (0.61-1.64) 0.9851 1.00 (0.58-1.74) 0.9766 

GG 177 (0.48) 41 (0.40) * * 

A carrier   1.33 (0.86-2.08) 0.1938 1.30 (0.80-2.14) 0.2823 

 n=372 n=103   

 
 

SNP   HIV coinfection excluded.  

rs8057341 Controls Case OR (95% CI) p-value OR (95% CI) p-valuea 

A 0.32 0.4 1.41 (0.86-2.32) 0.1683 1.28 (0.75-2.19) 0.3527 

G 0.68 0.6 * * 

AA 44 (0.12) 17 (0.21) 2.07 (1.05-4.05) 0.0335 1.67 (0.81-3.46) 0.1613 

AG 151 (0.41) 31 (0.38) 1.01 (0.64-1.88) 0.7247 1.06 (0.59-1.88) 0.8630 

GG 177 (0.48) 33 (0.41) * * 

A carrier   1.32 (0.81-2.15) 0.2642 1.21 (0.72-2.06) 0.4604 

 n=372 n=81   

Abbreviation: OR - odds ratio; CI - confidence interval of 95%. 
a Logistic regression analyzes, OR and p-value were adjusted for covariates sex and ethnic- 

ity. 
*Indicates the baseline for comparison. 
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Table 3. Allelic, genotypic and carrier frequencies of IL10 gene polymorphism (rs1800871) in 

90 cases and 374 controls. HIV coinfection excluded analysis in 69 cases with visceral leish- 

maniasis in samples from Bauru-SP 
 

SNP   All cases.  
 

rs1800871 Control Case OR (95% CI) p-value OR (95% CI) p-valuea 

C 0.66 0.54 * * 

T 0.34 0.46 1.65 (1.03-2.64) 0.0341 1.55 (0.82-2.61) 0.0960 

CC 166 (0.44) 29 (0.32) * * 

CT 165 (0.44) 40 (0.44) 1.38 (0.82-2.34) 0.2207 1.42 (0.80-2.52) 0.2243 

TT 43 (0.11) 21 (0.23) 2.79 (1.45-5.37) 0.0021 2.43 (1.14-5.14) 0.0203 

T carrier   1.5 (0.92-2.74) 0.0900 1.49 (0.83-2.68) 0.1737 

 n=374 n=90   

 
 
 

 

SNP   HIV coinfection excluded.  
 

rs1800871 Controls Case OR (95% CI) p-value OR (95% CI) p-valuea 

C 0.66 0.57 * * 

T 0.34 0.43 1.52 (0.90-2.56) 0.1142 1.42 (0.80-2.52) 0.2221 

CC 166 (0.44) 23 (0.33) * * 

CT 165 (0.44) 32 (0.46) 1.39 (0.78-2.49) 0.2537 1.34 (0.72-2.51) 0.3432 

TT 43 (0.11) 14 (0.20) 2.34 (1.11-4.94) 0.0245 2.07 (0.90-4.78) 0.0862 

T carrier   1.59 (0.92-2.74) 0.0900 1.49 (0.83-2.68) 0.1737 

 n=374 n=69   

Abbreviation: OR - odds ratio; CI - confidence interval of 95%. 
a Logistic regression analyzes, OR and p-value were adjusted for covariates sex and ethnic- 

ity. 

*Indicates the baseline for comparison 
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