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I.RESUMO

ESTUDO DE VIAS DE REGULAÇÃO DA RESPOSTA INFLAMATÓRIA 
EM PACIENTES COM LEISHMANIOSE CUTÂNEA CAUSADA POR L. 
braziliensis. 

Pacientes com leishmaniose cutânea (LC) apresentam resposta 
inflamatória exacerbada associada a danos teciduais e desenvolvimento 
de úlceras. Nos últimos anos, foram observadas taxas mais elevadas de 
falha terapêutica ao antimoniato pentavalente, mas a razão subjacente 
permanece pouco compreendida. Nossa hipótese é que pacientes com 
LC apresentem uma diminuição dos mecanismos regulatórios, permitindo 
assim que a inflamação perdure e a úlcera se desenvolva. Os objetivos 
do presente estudo foi avaliar o papel da sinalização Notch, ativação do 
PPAR-y pela pioglitazona e as funções da PGE2 na resposta inflamatória 
de pacientes com LC causada por L. braziliensis. Nós inicialmente 
descobrimos que a sinalização via receptor Notch 1 protege os pacientes 
com LC contra a resposta inflamatória patológica, enquanto o composto 
JLK6, um inibidor seletivo da gama-secretase que não interfere na 
sinalização de Notch, demonstrou diminuir a resposta inflamatória in vitro, 
sem alterar a carga parasitária nos monócitos após 72 horas. 
Posteriormente, mostramos que ativação do PPAR-γ pela pioglitazona, 
alterou o perfil dos monócitos para M2, diminuiu a resposta inflamatória 
sem afetar a morte da L. braziliensis por monócitos de pacientes com LC. 
Por fim, descobrimos que o aumento da COX-2/PGE2 está associado à 
gravidade da doença e à falha terapêutica na LC. Além disso, a 
neutralização da COX-2 pelo NS398, um AINE seletivo, aumentou a 
capacidade dos macrófagos em matar a L. braziliensis, diminuindo assim 
a produção de citocinas inflamatórias. Juntos esses achados revelam as 
vantagens de inibir o complexo gamma-secretase com o composto JLK6 
sem interferir na sinalização Notch, ativar o PPAR-y com a pioglitazona e 
inibir a síntese de PGE2 por meio da neutralização da COX-2 
com composto NS398. Tornando esses três compostos fortes 
candidatos à terapia adjuvante da LC. 

Palavras chave: Leishmaniose cutânea; L. braziliensis; inflamação; falha 
terapêutica; Notch; Pioglitazona; PGE2; PPAR-γ 
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II. OBJETIVOS

II.1 GERAL

Identificar possíveis vias de regulação da resposta inflamatória em

pacientes com leishmaniose cutânea causada por L. braziliensis.

II.2 ESPECÍFICOS

1. Avaliar a influência da sinalização Notch na regulação da resposta

inflamatória de pacientes com leishmaniose cutânea. 

2. Avaliar o papel da Pioglitazona na regulação da resposta

inflamatória de pacientes com leishmaniose cutânea via sinalização do 

PPAR-y. 

3. Avaliar o papel da PGE2 na sobrevivência da L. braziliensis e

resposta inflamatória de pacientes com leishmaniose cutânea 
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III. INTRODUÇÃO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doença

infecciosa causada por protozoários do gênero Leishmania, transmitida 

ao homem através da picada de flebótomos fêmeas do gênero Lutzumya 

infectados com este parasito, sendo caracterizada pelo surgimento de 

lesões ulcerativas que acometem a pele e as mucosas (Desjeux, 1996). 

Números alarmantes de LTA tem foram observados no último ano no 

Brasil, onde cerca de 12.878 casos de LTA foram notificados, sendo que 

dentre as macrorregião do país, a região Nordeste apresentou o segundo 

maior número de notificações (2.965 casos) e o estado da Bahia foi o 

segundo estado com o maior número de casos desta região (801 casos) 

(Brasil, 2022). Dentre as espécies transmissoras da LTA no Brasil, 

destaca-se a Leishmania (Viannia) braziliensis como principal agente 

etiológico, além disso, a região de Corte de Pedra, localizada no sudeste do 

estado da Bahia tem sido considerada uma área endêmica para 

transmissão desta espécie (Brasil, 2017; Jirmanus et al., 2012). 

 A infecção por L. braziliensis, pode causar um amplo espectro de 

manifestações clínicas inflamatórias e na região de Corte de Pedra são 

observadas três formas clínicas: A leishmaniose cutânea, caracterizada 

por uma ou mais lesões ulceradas com bordas elevadas e fundo 

granulomatoso; A leishmaniose mucosa onde é observado o 

comprometimento da mucosa nasal e orofaríngea, o que pode favorecer 

o surgimento de problemas respiratórios bacterianas secundárias; A

leishmaniose disseminada, caracterizada por múltiplas lesões papulosas, 

acneiformes e ulceradas localizadas ao longo do corpo. 
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 (Llanos Cuentas et al., 1984; Castés et al., 1984; Costa et al., 1986; 

Bittencourt e Barral, 1991; Carvalho et al., 1994; Lessa et al., 2002; 

Turetz et al., 2002; Guimarães, et al., 2008 Brasil, 2017). Embora, a LM 

seja considerada a forma mais agressiva e a LD uma forma 

emergente da LTA, a LC é a forma mais comum da doença 

representando cerca de 90% dos casos da LTA na Bahia (Jirmanus et 

al., 2012; Brasil, 2017; SINAN, 2023). Além disso, cerca de 

50-70% dos pacientes com LC, apresentam insucesso a terapia com 

antimoniato pentavalente, o que torna essa forma clínica alvo de 

interesse de estudo (Unger et al., 2009; Machado et al., 2010; 

Ponte-Sucre et al., 2017; Lago et al., 2018).  

 As lesões de pacientes com LC são compostas predominantemente 

por linfócitos, macrófagos, plasmócitos, poucos parasitos e um intenso 

processo inflamatório com elevados níveis de citocinas inflamatórias, 

como TNF, IL-1β e IL-6 (Llanos Cuentas et al, 1984; Bittencourt e Barral 

1991; Saldanha et al., 2017; Carvalho et al., 2019; Passos et al., 2015; 

Campos et al., 2020). Embora, a resposta inflamatória seja necessária 

para o controle e eliminação do parasito, a produção exagerada e mal 

modulada de mediadores inflamatórios causa danos nos tecidos, 

contribuindo para surgimento de úlceras cutâneas e falha terapêutica 

(Ribeiro-de-Jesus et al, 1998; Antonelli et al, 2005; Giudice et al, 2012; 

Carvalho et al., 2012; Passos et al., 2015; Santos et al, 2018; Amorim et 

al, 2019). Portanto, uma maior compreensão da imunopatologia da LC 

é de suma importância para que novos tratamentos possam ser 

desenvolvidos. 
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 Durante a LC é observada uma forte resposta Th1 que está associada 

a defesa contra o parasito (Follador et al., 2002; Santos Cda et al., 2013), 

porém evidências substanciais têm demonstrado que as células T CD8 e 

NK são uma das principais células que conduzem na imunopatologia no 

local da lesão. A resposta citotóxica gerada através da produção de 

granzima B por células T CD8 e NK, além de causar danos no tecido, 

induzem a resposta inflamatória por fagócitos mononucleares (Faria et al., 

2009; Santos Cda et al., 2013; Novais et al., 2013; Cardoso et al., 2014; 

Novais et al., 2017; Amorim et al., 2019; Campos et al., 2020). Os 

fagócitos mononucleares, por sua vez, são uma importante linha de 

defesa contra a Leishmania na LC, devido a sua capacidade em produzir 

espécies reativas de oxigênio (ERO) que são nocivas ao parasito (Giudice 

et al., 2012; Carneiro et al., 2016). Contudo essas células produzem altos 

níveis de citocinas inflamatórias como TNF e IL-1β que estão associadas 

com a gravidade da doença e  p rog ressão  da  doença  (Passos et 

al., 2015; Santos et al., 2018; Franca et al., 2021). É importante ressaltar 

que em humanos, nem TNF e nem a IL-1β demonstraram participar da 

morte do parasito, tornando a regulação negativa dessas citocinas uma 

abordagem atraente para a terapia adjuvante da LC. Outro fato importante 

é que os mecanismos que regulam a resposta inflamatória parecem estar 

diminuídos na LC, sendo observados baixos níveis de IL-10, uma 

importante citocina regulatória (Bacellar et al., 2002). Desta forma é de 

extrema importância a descoberta de moléculas e mecanismos que 

regulem a resposta inflamatória sem afetar a capacidade dos 

fagócitos mononucleares em destruir a Leishmania. 
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 A via de sinalização mediada por receptores Notch controla 

uma série de funções celulares em mamíferos, incluindo destino 

celular, produção de citocinas, ativação e proliferação celular 

(Washburn et al., 1997; Robey et al., 1996; Amsen et al., 2004; 

Tanigaki et al., 2004). A sinalização Notch ocorre através da ligação de 

ligantes do tipo Delta ou Jagged aos receptores Notch que são então 

clivados pelo complexo gama-secretase, após clivado, o domínio 

intracelular Notch (NICD) transloca-se para o núcleo celular onde 

se liga ao ativador transcricional mastermind e outros coativadores, 

ativando a transcrição de genes alvo da sinalização Notch, 

a exemplo dos genes HES e HEY (Andersson et al., 2011). A contribuição 

da sinalização Notch para a ativação de células mononucleares e de 

células T, bem como para a secreção de citocinas já é bem 

conhecida (Washburn et al., 1997; Robey et al., 1996; Weijzen et al., 

2002; Amsen et al., 2004; Tanigaki et al., 2004; Palaga et al., 

2008; Song et al., 2008; Monsalve et al., 2009). Interessantemente, 

pacientes com LC que tiveram uma má resposta ao tratamento 

padrão, exibiram uma elevada expressão receptores do tipo Notch 

e ligantes Delta no local das lesões (Rodrigues et al., 2011). Este 

fato, chama a atenção para uma possível participação dessa 

sinalização na resposta inflamatória de pacientes com LC.

 Enquanto a interação célula-célula é necessária para a sinalização 

Notch, moléculas sintéticas e oriundas do metabolismo lipídico 

desempenham um importante papel na regulação da resposta inflamatória, 

resistência ou susceptibilidade a infecção por Leishmania (Lonardoni et al., 

1994; Morato et al., 2014; Brito et al., 2014; Novais et al., 2017; Malta-

Santos et al., 2017; Bonyek-Silva at al., 2020).
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 Neste contexto, drogas antidiabéticas demonstraram serem capazes 

de regular a resposta inflamatória induzida pela Leishmania (Lima et al, 

2017; Carvalho et al., 2020). Rosiglitazona e Pioglitazona são drogas da 

família das tiazolidinedionas (TZDs) que funcionam como sensibilizadores 

da insulina em tecidos periféricos e hepáticos, além de participarem da 

regulação da reposta imune por meio da sinalização do receptor gama 

ativado por proliferador de peroxossoma gama (PPAR-γ). O PPAR-γ é um 

receptor nuclear expresso em vários tipos de células da resposta imune 

(Ex.: monócitos, macrófagos, células dendríticas e linfócitos), e são 

capazes de regular fatores de transcrição, tais como o fator nuclear kappa 

B (NF-κB), através do mecanismo denominado trans-repressão 

dependente de ligante (Aronoff et al, 2000; Ricote 2007; Bouhlel et al, 

2007; Wang et al, 2014; Zhu et al, 2016). 

 Apesar de já terem sido mostradas as contribuições da 

Rosiglitazona na modulação negativa da produção de citocinas 

inflamatórias induzidas por lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania, (Lima et 

al., 2017), o uso desta droga in vivo apresentou efeitos adversos no 

sistema cardiovascular, o que implicou em processo de suspensão e 

revisão (Xu et al., 2021). Neste contexto, a pioglitazone tornou-se uma 

alternativa terapêutica neste período. No entanto, nenhum estudo foi 

conduzido para compreender os efeitos da ativação do PPAR-γ pela 

pioglitazona e seus possíveis efeitos anti-inflamatórios, principalmente na 

LC humana.  

 Recentemente foi demonstrado que o aumento da carga parasitária 

no local da lesão de pacientes com LC está associada à produção 

descontrolada de uma variedade de moléculas inflamatórias que 

contribuem para o dano tecidual e falha terapêutica (Amorim et al., 2019). 
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Desta maneira, uma maior atenção, no entanto, tem sido 

dada as moléculas que favoreçam a sobrevivência ou morte 

do parasito.   

 A PGE2 é um eicosanoide inflamatório derivado do 

metabolismo do ácido araquidônico (AA) pelas duas isoformas 

da ciclooxigenase, a isoforma constitutiva COX-1 e a 

isoforma induzida COX-2. A atividade da PGE2 na resposta 

imune inata é criticamente dependente da sua interação com 

um dos seus quatro receptores prostanóides que estão 

acoplados à proteína G (EP1-4). A ativação do receptor 

EP1 pela PGE2 aumenta o acúmulo intracelular de cálcio, 

enquanto a ativação dos  receptores EP2 e EP4 induz a 

produção de adenilato ciclase e cAMP, por sua vez, a 

ativação do EP3 diminui a formação de cAMP (Hata e 

Breyer 2004; Sugimoto e Narumiya 2007; Kalinski, 2012). 

Curiosamente, o aumento de PGE2 e cAMP induziu à ativação de 

proteínas quinases e diminuição da produção de ERO por 

fagócitos mononucleares,  a favorecendo a persistência e sobrevivência 

dos patógenos (Serezani et al., 2007; Saha et al., 2014). Apesar de já 

ter sido mostrado um importante papel da PGE2 na sobrevivência de 

diversas espécies de Leishmania, ainda não está claro o papel dessa 

molécula na LC causada por L. braziliensis.
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IV. METODOLOGIA

Este manuscrito foi construído com base na normatização de teses do 

Programa de Pós-graduação em Ciências da Saúde da Universidade 

Federal da Bahia - PPgCS/UFBA que encontra-se no Anexo I.
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ABSTRACT
Cutaneous leishmaniasis (CL) patients present an exacerbated inflammatory response associated with tissue damage and
ulcer development. Increasing numbers of patients have exhibited treatment failure, which remains not well understood.
We hypothesized that adjuvant anti-inflammatory therapy would benefit CL patients. The aim of the present study was
to investigate the contribution of Notch signalling and gamma-secretase activity to the inflammatory response observed
in CL patients. Notch signalling is a molecular signalling pathway conserved among animal species. Gamma-secretase
forms a complex of proteins that, among other pathways, modulates Notch signalling and immune response. We
found that Notch 1 cell receptor signalling protects against the pathologic inflammatory response, and JLK6, a
gamma-secretase inhibitor that does not interfere with Notch signalling, was shown to decrease the in-vitro
inflammatory response in CL. Our data suggest that JLK6 may serve as an adjuvant treatment for CL patients.
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Introduction

Leishmania braziliensis infection may lead to the
development of cutaneous leishmaniasis (CL), the
most prevalent clinical form of tegumentary leishma-
niasis. CL lesions are characterized by an intense
inflammatory infiltrate, high levels of pro-inflamma-
tory cytokines TNF and IL-1β, and few parasites [1–
6]. The exacerbated inflammatory response observed
in these individuals is associated with ulcer develop-
ment and disease progression [2,3,5,7]. Therapeutic
failure in CL remains high, spanning from 30% to
70%, depending on the medication used for treatment
and phase of the disease [8–11]. Thus, the search for
novel adjuvant therapies, e.g. drugs that decrease
inflammation without interfering in parasitic burden,
is crucial.

The contribution of cytokines TNF and IL-1β in tis-
sue damage arising from tegumentary leishmaniasis
has been well-described [4,5,12,13]. The use of Pen-
toxifylline, a drug that decreases TNF production, as
adjuvant therapy for mucosal leishmaniasis patients,
the most severe form of tegumentary leishmaniasis,
was observed to reduce time to healing and treatment
relapse [14]. Recently, studies have documented the

association of high levels of IL-1β with CL severity,
and reported decreased levels upon cure [5,12,15,16].
Importantly, in humans, neither TNF nor IL-1β have
been shown to participate in parasite killing, making
the down-regulation of these cytokines an attractive
approach for adjuvant therapy in tegumantary leish-
maniasis, especially considering high reported rates
of therapeutic failure [5].

The well-conserved signalling pathway mediated by
Notch receptors controls a range of cell functions in
mammalians, including cell fate, cytokine production,
cell activation and proliferation [17–20]. Notch signal-
ling takes place through the binding of ligands, Delta-
like or Jagged, to Notch receptors, which are then
cleaved by the gamma-secretase protease complex.
The Notch intracellular domain (NICD) translocates
to the nucleus, binds to the mastermind transcrip-
tional activator and other co-activators, and induces
the transcription of Notch target genes [21]. Interest-
ingly, some gamma-secretase inhibitors, such as JLK6,
were not found to influence Notch signalling, unveil-
ing a non-canonical Notch signalling pathway not
dependent on gamma-secretase activity [22]. The
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contribution of Notch signalling to mononuclear and
T cell activation, as well as cytokine secretion, is well
known [17–20,23–26]. Using an L. major-resistant
mouse model of CL, it was documented that Notch
1 and 2 signalling is essential for IFN-γ secretion by
CD4+ T cells in addition to parasite killing; however,
the influence of this signalling on the secretion of proi-
nflammatory cytokines was not investigated [27]. The
expression of Notch receptors and Delta-like ligands
was increased in CL lesions, particularly in patients
that responded poorly to treatment, suggesting a role
for Notch signalling in the promotion of an inflamma-
tory response against CL [28]. To date, no functional
analysis has been performed in human CL in an
attempt to address the contribution of Notch signal-
ling or gamma-secretase activity with respect to proi-
nflammatory cytokine production, disease expression
and parasite killing. To investigate this, we recruited
CL patients and performed in vitro functional studies.
Our results show that the expression of presinilin, a
protein present in the gamma-secretase complex,
was increased in CL lesions, and that the in vitro
blockade of gamma-secretase activity decreased the
inflammatory response without interfering in the
parasite burden of mononuclear phagocytes.

Materials and methods

Subjects

This cross-sectional study was approved by the Insti-
tutional Review Board of the Professor Edgard Santos
University Hospital Complex (HUPES-UFBA) (proto-
col no. 25/12) and the Brazilian Commission of Ethics
in Research (612.907). All subjects provided written
informed consent. This study was conducted in
accordance with the Declaration of Helsinki and sub-
sequent revisions. A total of 36 CL patients were
recruited from an area endemic for leishmaniasis –
Corte de Pedra, Bahia-Brazil. All patients included
had no mucosal disease or diabetes mellitus. Pregnant
women, patients older than 60 and younger than 18
years old were also excluded. Diagnostic criteria con-
sisted of the presence of an ulcerated skin lesion, with
no evidence of mucosal involvement, and the detec-
tion of L. braziliensis DNA by PCR. The control
group consisted of 5 healthy subjects (HS), living in
a non-endemic area of the same state, without any
reported exposure to Leishmania. All CL patients
underwent clinical evaluations prior to beginning
treatment.

RNA Sequencing

Unbiased RNA sequencing was performed on CL
lesion and healthy subjects skin by our group, as pre-
viously described [29]. Raw sequence data is available

on the Gene Expression Omnibus (GEO, accession #
GSE127831).

Parasite cultures

An isolate of L. braziliensis (MHOM/BR/LTCP11245)
was obtained from a skin lesion of a CL patient and
identified as L. braziliensis by multilocus enzyme elec-
trophoresis [30]. Following isolation, parasites were
cryopreserved in frozen nitrogen until use. The para-
sites selected for this study were not previously pas-
saged in liquid culture medium. After selection,
parasites were expanded in Schneider’s medium
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO) supplemented with
20% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 1%
L-Glutamine, penicillin (100 U/mL) and streptomycin
(100 µg/mL) (Thermo fisher scientific, NY, USA).

Soluble Leishmania Antigen (SLA)

SLA was prepared from an isolate of L. braziliensis as
previously described [31]. Briefly, promastigotes were
re-suspended in lysing solution (Tris, HCL, EDTA
and leupeptin), immersed in liquid nitrogen, and sub-
sequently thawed at 37°C. After the freeze–thaw pro-
cedure, parasites were sonicated and then
centrifuged at 14,000 × g. The supernatant was filtered
and assayed for protein concentrations, tested for
endotoxins using the Limulus amebocyte lysate test
(Thermo fisher scientific, NY, USA), and used at a
concentration of 5 μg/ml.

Peripheral blood mononuclear cell cultures and
biopsies

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were iso-
lated from heparinized venous blood by Ficoll-Paque
(GE Healthcare, Chicago, IL) gradient centrifugation
(1450 RPM). After washing in saline, cell concen-
trations were adjusted to 3 × 106 cells in 1 ml of
RPMI-1640 (Thermo fisher scientific, NY, USA) sup-
plemented with 10% FBS (Thermo fisher scientific,
NY, USA), penicillin (100 U/mL) and streptomycin
(100 µg/mL) (Thermo fisher scientific, NY, USA).
PBMCs were dispensed into 24-well plates and incu-
bated at 37°C under 5% CO2 for 72 h in the presence
or absence of SLA (5 µg/ml), anti-Notch-1 (20 μg/ml)
(Thermo fisher scientific, NY, USA), anti-Notch-3
(20 μg/ml), DAPT (20 μM) and JLK6 (20 μM) (R&D
Systems, Minneapolis, MS, USA). To determine cellu-
lar toxicity of gamma-secretase inhibitors (DAPT or
JLK6), we performed a cell viability assay, MTT, and
the concentration of 20 μM showed not to be toxic
to PBMC.

Biopsies from L. braziliensis-infected patients and
HS were performed using a 4-mm punch and cultured
in complete RPMI media at 37°C, 5% CO2 for 72 h in
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the presence or absence of JLK6 (20 μM) (R&D Sys-
tems, Minneapolis, MS, USA). Supernatants were col-
lected from PBMC and biopsy cultures and stored at
−70°C until the time of cytokine quantification by
ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MS, USA), in
accordance with manufacturer instructions. Non-
stimulated cells did not produce relevant amounts of
cytokines. Results are expressed in pg/ml.

Monocyte cultures

Monocytes were purified from PBMCs by negative
selection using MACS columns (Miltenyi Biotec, CA,
USA). Monocyte were prepared following a method
previously described by our laboratory to yield a
purity of 99%, then characterized by flow cytometry
as CD14+CD3−CD19− [32]. Briefly, PBMCs were sep-
arated using a Ficoll-Paque (GE Healthcare, Chicago,
IL) gradient, placed in 24-well plates at the concen-
tration of 5 million PBMCs/well in 1 mL of RPMI
1640 supplemented with 10% human AB serum plus
penicillin (100 U/mL) and streptomycin (100 µg/
mL), and after 5 h of incubation at 37°C, 5% CO2,
monocytes were separated by adherence to plastic.
Next, cells infected or not with L. braziliensis (MOI
5:1), and stimulated or not with 20 μM of JLK6,
RPMI-1640 (Thermo fisher scientific, NY, USA) sup-
plemented with 10% FBS (Thermo fisher scientific,
NY, USA), penicillin (100 U/mL) and streptomycin
(100 µg/mL) (Thermo fisher scientific, NY, USA) at
incubation times of 37°C, 5% CO2 for 2, 48 or 72 h.
At each time point, infection rate and parasite burden
were evaluated by optical microscopy.

Results

Gamma-secretase activity induces the cleavage of
Notch receptors, which activates the Notch signalling
pathway. To investigate the participation of Notch sig-
nalling components in CL we assessed unbiased gene
expression in lesions from CL patients and HS. Our
results show that the expression of genes involved in
gamma-secretase activity, as APH1A, APH1B, GSAP,
NCSTN, PSENEN, PSEN1, and PSEN2, as well as
those involved in inflammation (NFKB1, NFKB2,
RELA, TNF, IL6, IL1B, IL10, CXCL9, and GZMB)
and regulation of immune response, IL-10, were
increased in CL lesion when compared to healthy
skin (Figure 1(a)). The expression of most of genes
involved in gamma-secretase activity positively corre-
lated with genes involved in inflammation (Figure 1
(b)).

To investigate the role of gamma-secretase activity
in Notch signalling, we stimulated PBMCs cultures
from CL patients with SLA in the presence of
DAPT, a gamma-secretase and Notch signalling
inhibitor, and then assessed levels of molecules

associated with inflammation in CL (IL-6, IL-1β,
TNF, CXCL9, granzyme B, and IFN-γ), and the regu-
latory cytokine IL-10. Inhibition of gamma-secretase
activity by the non-selective inhibitor DAPT was
observed to decrease the production of CXCL9 and
IL-10 in PBMC cultures from CL patients (Figure 2).

Signalling through Notch-1 in macrophages
increases the production of proinflammatoy cytokines
by these cells and Notch-3 is known to be up-regulated
in inflammatory macrophages [23,33]. To examine the
role of Notch-1 and -3 in the immune response against
CL, we stimulated PBMCs from CL patients with SLA
in the presence of Notch-1 and -3 neutralizing anti-
bodies. While the neutralization of Notch-1 and -3
was not shown to effect TNF and granzyme B pro-
duction, surprisingly, the blockade of Notch-1
increased SLA-induced IL-6, IL-1β and IL-10, and
decreased CXCL9 production (Figure 3). These
findings suggest that Notch-1 signalling inhibits the
production of IL-1β and IL-6 in PBMCs, which
would confer a benefit to CL patients. These results
were unexpected, since available literature data show
that signalling though Notch 1 receptor increases proi-
nflammatory response by macrophages [23].

Notch signalling can also occur in the absence of
gamma-secretase activity. As the inhibition of
gamma-secretase produced an opposite effect than
Notch-1 and -3 on the production of proinflammatory
cytokines, we chose to employ a gamma-secretase
inhibitor (JLK6) that does not interfere with Notch
signalling [22]. Accordingly, PBMCs stimulated with
JLK6 produced lower levels of SLA-induced TNF,
IL-1β, IL-10, CXCL9 and granzyme B (Figure 4). To
investigate the anti-inflammatory effects of JLK6 in
lesion environment, we cultured cells from CL
patients’ lesions in presence of JLK6. Our results
show that inhibition of gamma-secretase activity
with JLK6 decreased levels of IL-6, IL-1β, granzyme
B and IL-10 in cultures of lesion cells (Figure 5).

Considering that the observed decreases in proi-
nflammatory cytokines may favour pathogen growth,
monocyte were infected with L. braziliensis and stimu-
lated or not with JLK6 to investigate the ability of these
cells to kill L. braziliensis in vitro. The addition of JLK6
increased parasite numbers at 48 h after infection, but
did not affect the number of Leishmania killed by
human macrophages after 48 h (Figure 6).

Discussion

Therapeutic failure rates are high in L. braziliensis
transmission areas, reaching up to 70% depending
on the clinical form of disease [9,10]. Since
L. braziliensis-infected patients develop an exacer-
bated inflammatory response that leads to tissue
damage, adjuvant therapy designed to decrease
inflammation is desirable. For instance, patients with
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mucosal leishmaniasis, the most inflammatory form of
tegumentary leishmanisis, benefit from the adjuvant
treatment with pentoxifylline, a drug that down-regu-
lates TNF production [14]. Interestingly, the use of
pentoxifylline in combination with pentavalent anti-
mony did not decrease time to cure or relapses in
CL, suggesting that inflammatory mediators other
than TNF may also play important in disease outcome
[34]. Signalling through Notch receptors controls a
variety of immunological process, as cell proliferation,
CD4 T cell fate, macrophage activation and cytokines
production [17,18,20,21,25–27]. Thus, interfering in
Notch signalling as therapeutic approach may not be
trivial since broad effects may be expected. Our cur-
rent work investigated the role of Notch signalling
on the production of inflammatory mediators in
PBMCs and lesion cells from CL patients and found

that JLK6, a gamma-secretase inhibitor, efficiently
decreased the observed inflammatory response.

Signalling through Notch 1 in macrophages
increases the production of proinflammatoy cytokines
by these cells [23]. A main finding of our work is that
while the blockade of Notch 1 increased proinflamma-
tory cytokine production, the inhibition of gamma-
secretase activity by JLK6, a serine protease known
to inhibit γ-secretase activity of other substrates but
not of Notch, led to decreased levels of inflammatory
mediators in cells cultures, supporting the notion
that Notch receptor signalling is indeed beneficial to
CL patients. It is already known that the Gamma-
secretase complex interacts with a variety of sub-
strates, including Notch signalling, and that the JLK6
compound does not directly inhibit the presenilin-
dependent gamma-secretase complex; however, the

Figure 1. CL patients exhibit high abundance of components of gamma-secretase complex and inflammatory response genes
expression in active lesions. (A) Unbiased RNASeq was performed on skin from 7 Healthy Subjects and lesion from 21 CL patients.
Heatmap columns and rows represent each individual and gene, respectively. Heatmap colour reflects z-scores of gene abundance
across samples. (B) Gene expression from gamma-secretase complex correlates with the inflammatory response in active lesions.
Data from RNASeq (21 CL lesions) was used for correlation matrix between components of gamma-secretase complex and NFKB1,
NFKB2, RELA, TNF, IL6, IL1B, IL10, CXCL9, and GZMB genes. Pearson’s test was used for correlation statistical analysis and p value is
represented according to the size of the circles.; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 and ****P < 0.0001.
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underlying mechanism behind the action of JLK6 is
not completely understood. Gamma-secretase inhibi-
tors have been tested in clinical trials. While in T-
cell acute lymphoblastic leukemia/lymphoma the use
of Gamma-secretase inhibitor was well tolerated, in
Alzheimer patients used to decrease the production
of Amyloid Beta precursor protein, which is involved
in the pathogenesis of this disease, problems with tol-
erability and side effects have been reported [35,36].
Since most clinical trials have shown that the systemic
administration of gamma-secretase inhibitors is
associated with severe side effects, mainly in the

intestinal tract, the use of a topical formulation of
JLK6 treatment would be a safer option in the case
of CL.

Among the desired effects of JLK6 on the
immune response of CL patients, a decrease in the
production of granzyme B was observed. Cytotox-
icity has been shown to contribute to the pathogen-
esis of CL, and granzyme B, produced mainly by NK
cells and CD8+ T lymphocytes, was previously
shown to induce the production of proinflammatory
cytokines in CL patients [12,37]. Moreover, we
observed discrepancies in the ability of JLK6 to

Figure 2. Non-selective gamma-secretase inhibitor (DAPT) decreases inflammatory-associated proteins production from CL
patients in response to Leishmania antigens. PBMC from CL patients (n = 12) were cultured in presence or absence of SLA
(5 ug/mL) and DAPT (20 µM) for 72 h. The levels of IL-6, IL-1β, TNF, IL-10, CXCL9, and granzyme B were determined in culture
supernatants, by ELISA. The black line on the violin plot represents the percentile 50th and the dashed lines, 25th and 75th per-
centiles, respectively. Statistical analyses were performed using the Wilcoxon test **P < 0.01 and ***P < 0.001.

Figure 3. The neutralization of Notch 1 receptor increase production of proinflammatory cytokines from CL patients. PBMC from
CL patients (n = 8) were cultured in presence or absence of SLA (5 ug/mL), anti-Notch 1 (20 µg/mL) and anti-Notch 3 (20 µg/mL)
for 72 h. The levels of IL-6, IL-1β, TNF, IL-10, CXCL9, and granzyme B were determined in culture supernatants, by ELISA. The black
line on the violin plot represents the percentile 50th and the dashed lines, 25th and 75th percentiles, respectively. Statistical ana-
lyses were performed using the Wilcoxon test *P < 0.05 and **P < 0.01.
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modulate immune response in PBMCs versus cells
from lesion (e.g. CXCL9 and TNF). These differ-
ences may be due to different cell number, compo-
sition and state of activation of these cells between
both sites. Also, since these individuals have open
skin lesions, it cannot be ruled out the interference
of other pathogens (i.e. bacteria) in the immune
response at lesion site. Finally, the presence of the
regulatory cytokine, IL-10, allows parasite multipli-
cation within macrophages [38]. Here the use of
JLK6 in Leishmania-infected monocyte-derived

macrophages decreased IL-10 levels, what may
improve parasite killing. However, at time point of
48 h after infection we observed increase in parasite
numbers within macrophages. Future studies will be
performed to investigate the effects of JLK6 in reac-
tive oxygen species (ROS) overtime, as it has been
shown that ROS production is an important mech-
anism to kill Leishmania in human macrophages
[39]. Altogether, these data show that decreasing
inflammatory response with JLK6 does not affect
the ability of macrophage to kill Leishmania in-vitro.

Figure 4. Selective gamma-secretase inhibitor (JLK6) decreases pro-inflammatory cytokine production from CL patients. PBMC
from CL patients (n = 15) were cultured in presence or absence of SLA (5 ug/mL) and JLK6 (20 µM) for 72 h. The levels of IL-6,
IL-1β, TNF, IL-10, CXCL9, and granzyme B were determined in culture supernatants, by ELISA. The black line on the violin plot
represents the percentile 50th and the dashed lines, 25th and 75th percentiles, respectively. Statistical analyses were performed
using the Wilcoxon test *P < 0.05, **P < 0.01 and ****P < 0.0001.

Figure 5. JLK6 downregulates pro-inflammatory cytokines production by lesion cells from CL patients. L. braziliensis lesions skin
biopsies from CL patients (n = 5) were cultured in presence or absence of JLK6 (20 uM) for 72 h The levels of IL-6, IL-1β, TNF, IL-10,
CXCL9 and granzyme B were determined in culture supernatants, by ELISA. The black line on the violin plot represents the per-
centile 50th and the dashed lines, 25th and 75th percentiles, respectively. Statistical analyses were performed using the Wilcoxon
test *P < 0.05 and **P < 0.01.
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In conclusion our current work document the
advantage of blocking gamma-secretase activity with-
out interfering in Notch signalling, making JLK6 a
good candidate for adjuvant CL immunotherapy.
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Patients with cutaneous leishmaniasis (CL) due to Leishmania braziliensis infection have
an exacerbated inflammatory response associated with tissue damage and ulcer
development. An increase in the rate of patients who fail therapy with pentavalent
antimony has been documented. An adjuvant therapy with an anti-inflammatory drug
with the potential of Leishmania killing would benefit CL patients. The aim of the present
study was to investigate the contribution of peroxisome proliferator-activated receptor-g
(PPAR-g) activation by pioglitazone in the regulation of the inflammatory response and L.
braziliensis killing by monocytes. Pioglitazone is an oral drug used in the treatment of
diabetes, and its main mechanism of action is through the activation of PPAR-g, which is
expressed in many cell types of the immune response. We found that activation of PPAR-g
by pioglitazone decreases the inflammatory response in CL patients without affecting L.
braziliensis killing by monocytes. Our data suggest that pioglitazone may serve as an
adjunctive treatment for CL caused by L. braziliensis.

Keywords: cutaneous leishmaniasis (CL), PPAR-g, pioglitazone, inflammation, monocytes
INTRODUCTION

Infection by Leishmania braziliensis causes a clinical spectrum of diseases in which cutaneous
leishmaniasis (CL) is the most prevalent clinical form. CL lesions present an intense inflammatory
infiltrate with the predominance of lymphocytes, mononuclear phagocytes, and a few parasites
(Bittencourt and Barral, 1991; Saldanha et al., 2017). Although the inflammatory response is necessary
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to control parasite replication, an exaggerated production of pro-
inflammatory cytokines induces tissue damage and the
development of skin ulcers (Ribeiro-de-Jesus et al., 1998;
Bacellar et al., 2002; Antonelli et al., 2005; Carvalho et al., 2007;
Carvalho et al., 2012; Giudice et al., 2012; Novais et al., 2015;
Santos et al., 2018; Amorim et al., 2019; Carvalho et al., 2020). In
areas of L. braziliensis transmission, the use of pentavalent
antimonial (SbV) is the first drug of choice. However, an
elevated rate of therapeutic failure rates has been reported,
reaching 70% depending on the clinical form. Moreover,
patients in the pre-ulcerative phase of the disease, as well as
elderly subjects, are more likely to fail SbV therapy (Machado
et al., 2002; Unger et al., 2009; Lago et al., 2018; Costa et al., 2018).
Thus, the discovery of pharmacologic and immunological targets
to decrease inflammation and parasite replication is
highly important.

Previous studies have shown that the association between SbV

and immunomodulatory drugs is beneficial for CL patients. The
use of topical granulocyte macrophage-colony stimulating factor
(GM-CSF) in association with standard doses (20 mg/kg/20
days) of SbV decreased healing time in refractory CL patients
(Almeida et al., 1999). Pentoxifylline, a drug that decreases TNF
production, associated with SbV was also more effective in the
treatment of mucosal leishmaniasis patients when compared to
SbV alone (Lessa et al., 2001; Machado et al., 2007).

Recently, studies have shown the possibility of using
antidiabetic drugs to regulate the immune response in various
types of inflammatory diseases such as CL (Carvalho et al., 2020),
multiple sclerosis and metabolic syndrome (Negrotto and
Mauricio, 2016), psoriasis (Singh and Anil, 2016), and
diverticulitis (Freckelton et al., 2017). Pioglitazone and
rosiglitazone are antidiabetic drugs from the family of
thiazolidinediones (TZDs) that function as insulin sensitizers
in peripheral and hepatic tissues by activating nuclear
peroxisome proliferator-activated receptor-g (PPAR-g). PPAR-g
is a nuclear receptor expressed in several cell types of the
immune response (e.g., monocytes, macrophages, dendritic
cells, and lymphocytes), and signaling through PPAR-g can
regulate transcription factors such as nuclear factor kappa B
(NF-kB) through ligand-dependent trans-repression mechanism
(Aronoff et al., 2000; Ricote and Glass, 2007; Bouhlel et al., 2007;
Wang et al., 2014; Zhu et al., 2016). The contribution of
rosiglitazone and pioglitazone in the activation of PPAR-g
skews monocytes and macrophages to an M2 profile with
enhanced anti-inflammatory properties (Bouhlel et al., 2007).
Moreover, rosiglitazone activates PPAR-g in murine bone
marrow-derived macrophages, decreasing the production of
pro-inflammatory cytokines in response to Leishmania
lipophosphoglycan (LPG) (Lima et al., 2017). To date, the
benefits of pioglitazone in the modulation of the inflammatory
response and enhancement of parasite killing have not been
evaluated in human CL.

Classically activated monocytes/macrophages produce pro-
inflammatory soluble factors such as TNF, IL-1b, IL-6, and
MMP9, while the alternative activation induces the expression
of CD163, playing a pivotal role in wound healing (Porcheray
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et al., 2005; Giudice et al., 2012; Campos et al., 2014; Passos et al.,
2015; Santos et al., 2018; Kasuya et al., 2018; Kim et al., 2019).
CD163 is a haptoglobin–hemoglobin scavenger receptor present
in monocytes/macrophages, and it is associated with the
resolution of inflammation and the production of anti-
inflammatory cytokines (Zwadlo et al., 1987; Högger et al.,
1998; Kristiansen et al., 2001; Porcheray et al., 2005). The
soluble form of CD163 (sCD163), however, is associated with
inflammation, and sCD163 levels are increased in many
inflammatory diseases (Kusi et al., 2008; Hassan et al., 2016;
Endo et al., 2016; Silva et al., 2017; Nielsen et al., 2021). In this
article, we show for the first time that exposure to pioglitazone
skews monocytes from CL patients toward the alternative
activation profile by decreasing the production of TNF, IL-1b,
IL-6, MMP9, and sCD163, while it does not interfere in
Leishmania killing. These findings suggest that pioglitazone is
a strong candidate for adjuvant therapy in CL patients.
MATERIALS AND METHODS

Subjects
This study was approved by the Institutional Review Board of the
College of Medicine of Bahia (protocol no. 2.471.185) and the
Brazilian Commission of Ethics in Research (2.512.434). All
subjects provided written informed consent. This study was
conducted in accordance with the Declaration of Helsinki and
subsequent revisions. Fifteen CL patients were recruited from an
endemic area of leishmaniasis—Corte de Pedra, Bahia-Brazil.
Diagnostic criteria consisted of the presence of an ulcerated skin
lesion, with no evidence of mucosal involvement, and the
detection of L. braziliensis DNA by PCR (Cupolillo et al., 1994;
Medzhitov and Janeway, 2000). A control group consisted of
twelve healthy subjects (HSs) living in a non-endemic area of the
same state without any reported exposure to Leishmania. All CL
patients underwent clinical evaluations prior to the beginning
of treatment.

Parasite Cultures
An isolate of L. braziliensis (MHOM/BR/LTCP11245) was
obtained from a skin lesion of a CL patient and identified as L.
braziliensis by multilocus enzyme electrophoresis (Polari et al.,
2019; Nascimento et al., 2021). Following isolation, parasites
were cryopreserved in frozen nitrogen until use. Parasites were
thawed and expanded in culture only once for this study. After
selection, parasites were expanded in Schneider’s medium
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) supplemented with 20%
heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 1% L-glutamine,
penicillin (100 U/ml), and streptomycin (100 µg/ml) (Thermo
Fisher Scientific, New York, NY, USA). Leishmania parasites in
the stationary phase were used.

Soluble Leishmania Antigen
Soluble Leishmania antigen (SLA) was prepared from an isolate
of L. braziliensis as previously described (Reed 1986). Briefly,
promastigotes were resuspended in lysis solution (Tris, HCL,
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EDTA, and leupeptin), immersed in liquid nitrogen, and
subsequently thawed at 37°C. After the freeze–thaw cycle,
parasites were sonicated and then centrifuged at 14,000 × g.
The supernatant was filtered, and protein concentration and
endotoxin levels (Limulus lysate test (Fisher Scientific, NY,
USA)] were determined. The acceptable endotoxin
concentration was 0 EU/ml. SLA was employed at 5 mg/ml in
all assays.

Peripheral Blood Mononuclear Cell and
Biopsy Cultures
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from
heparinized venous blood by Ficoll-Paque (GE Healthcare,
Chicago, IL, USA) gradient centrifugation. After being washed
in saline, the cells’ concentration was adjusted to 3 × 106cells in
1 ml of RPMI-1640 (low glucose) (Thermo Fisher Scientific, NY,
USA) supplemented with 10% FBS, penicillin (100 U/ml), and
streptomycin (100 µg/ml) (Thermo Fisher Scientific, NY, USA).
PBMCs were dispensed into 24-well plates and incubated at 37°C
under 5% CO2 for 24 h in the presence or absence of SLA (5 µg/
ml), lipopolysaccharide (LPS) (10 ng/ml), Pam3Cys (100 ng/ml),
pioglitazone (1 mM) (Sigma-Aldrich), or GW9662 (10 mM)
(Sigma-Aldrich).

CL patients and HSs were submitted to tissue biopsy using a
4-mm punch. Biopsied material was cultured in complete RPMI
medium (low glucose) at 37°C and 5% CO2 for 72 h in the
presence or absence of pioglitazone (1 mM) (Sigma-Aldrich). Cell
culture and biopsy culture supernatants were collected and
stored at −70°C until use. Cytokine levels were quantified by
ELISA, and DNA levels (double stranded) were measured using a
spectrophotometer. DNA extracted from the biopsy of patient
CL was used as a positive control.

Monocyte Cultures and In Vitro Infection
Monocytes were purified from PBMCs by negative selection
using MACS columns (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA).
Monocytes were prepared following a method previously
described by our laboratory to yield a purity of 99% and
identified by flow cytometry as CD14+CD3−CD19− (Giudice
et al., 2012). Briefly, monocytes (2.5 × 106/ml) were maintained
in RPMI-1640 (low glucose) (Thermo Fisher Scientific, NY,
USA) supplemented with 10% FBS (Thermo Fisher Scientific,
NY, USA), penicillin (100 U/ml), and streptomycin (100 µg/ml).
After being washed, cells were infected with L. braziliensis (5:1)
in the presence of pioglitazone (1 mM) at 37°C, 5% CO2. After
4 h, non-internalized parasites were removed by washing, and
cells were incubated for 24 h. Parasite load was evaluated by
optical microscopy, following H&E staining, by 3 different
observers at 4 and 24 h post-infection.

Cytokine Quantification
TNF, IL-6, IL-10 (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), IL-1b,
MMP9, and sCD163 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) levels
were determined by ELISA using commercial kits, following the
manufacturers’ instructions. Results are expressed in pg/ml.
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In Silico Analysis
DrugBank v5 (https://go.drugbank.com/) was used to obtain
the pharmacokinetics and pharmacodynamics information of
pioglitazone (time to half-life 24 h). Protein–protein
interaction (PPI) network analysis and Gene Ontology (GO)
enrichment were performed using STRING v11.0 (https://
string-db.org/). All interaction networks were limited to
Homo sapiens species, and a minimum confidence score
(high confidence: 0.700) was used for the interactions. The
interaction networks that presented PPI enrichment p-value
<0.05 were considered significant.

Oxidative Burst Quantification
To evaluate the reactive oxygen species (ROS), 1 × 106

monocytes (HSs) were treated with dihydrorhodamine-123
(DHR) at 10 ng/ml (Cayman Chemical Company, Ann Arbor,
MI, USA) for 10 min. After that, cells were infected with L.
braziliensis (5:1 ratio) for 24 h and then stained with anti-
CD14 and anti-MHC-II fluorochrome-conjugated antibodies.
The mean fluorescence intensity (MFI) of DHR in the cells
was assessed by flow cytometry, and data were analyzed
through FlowJo®.
Cell Viability
PBMCs were isolated from heparinized venous blood by
Ficoll-Paque (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) gradient
centrifugation. After being washed in saline, the cells’
concentration was adjusted to 3 × 106 cells/ml of RPMI-
1640 (low glucose) (Thermo Fisher Scientific, NY, USA)
supplemented with 10% FBS, penicillin (100 U/ml), and
streptomycin (100 µg/ml) (Thermo Fisher Scientific, NY,
USA). PBMCs were dispensed into 24-well plates and
incubated at 37°C under 5% CO2 for 24 h in the presence or
absence of pioglitazone (1 mM) (Sigma-Aldrich). Monocytes
were obtained as previously described. Briefly, 10 × 106

PBMCs was dispensed into 6-well plates and maintained in
RPMI-1640 (Thermo Fi sher Sc i en t ific , NY, USA)
supplemented with 10% FBS (Thermo Fisher Scientific, NY,
USA), penicillin (100 U/ml), and streptomycin (100 µg/ml).
Next, cells were washed two times with saline and maintained
in RPMI-1640 (Thermo Fisher Scientific, NY, USA)
supplemented with 10% FBS (Thermo Fisher Scientific, NY,
USA), penicillin (100 U/ml), and streptomycin (100 µg/ml)
for 24 h in the presence or absence of pioglitazone (1 mM).

Cell viability was determined by MTT. Briefly, 0.5 mg of
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (Sigma-Aldrich) was
added to 3 × 106 cells, and cells were incubated for 4 h in
the dark. The reaction was stopped, and the formazan salt
crystals were solubilized by adding 10% dimethyl sulfoxide
(DMSO) (Sigma-Aldrich). Next, the samples and blanks were
transferred to 96-well flat-bottomed plates and read in a
spectrophotometer at 570 nm. As a positive control, 3%
paraformaldehyde (PFA) (Sigma-Aldrich) was used in
all experiments.
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Statistical Analysis
All data obtained in in vitro assays were statistically analyzed
using GraphPad Prism v8. All the results are shown as mean and
SD. The paired t-test was used to compare two dependent
continuous variables, whereas three or more dependent
continuous variables were compared by the ANOVA test. The
results were considered statistically significant when p < 0.05.
RESULTS

To investigate potentially relevant interactions of PPAR-g, we
performed a confidence analysis (high confidence 0.700) based
on a PPI network, which allowed us to choose inputs (proteins)
in addition to providing enrichment pathways (GO) of the
generated interaction network. Briefly, we chose 12 proteins
(TNF, IL-6, IL-1b, IL-10, MMP9, CD163, TLR2, TLR4,
NFkB1, NFkB2, RELA, and PPARG) that are known to induce
or downregulate the inflammatory response. We then identified
five proteins (RELA, NFkB1, IL-1b, TNF, and IL-6) that directly
interact with the nuclear receptor PPAR-g. Furthermore, GO
enrichment analysis showed that PPAR-g is related to the
following biological processes: upregulation of DNA-binding
transcription factor activity, cellular response to LPS,
inflammatory response, immune response, response to
cytokine, and positive regulation of inflammatory response
Frontiers in Cellular and Infection Microbiology | www.frontiersin.org 4
(Figure 1A). Although it is useful to identify general functional
categories, protein network analysis and GO enrichment may be
biased since an arbitrary selection of proteins can be used as the
input. Therefore, we evaluated the ability of cells from biopsied
CL lesions to produce TNF, IL-6, IL-1b, IL-10, sCD163, and
MMP9. As expected, lesion cells produced higher levels of these
mediators when compared to cells biopsied from HSs
(Figures 1B–G). These findings suggest that PPAR-g activation
may be a key target to regulate the inflammatory response,
characteristic of CL lesions.

Drug toxicity represents a major problem in the discovery of
new therapeutic targets. In this way, we investigated whether
pioglitazone could interfere with the viability of human cells
through the MTT assay. We observed that pioglitazone did not
alter the viability of PBMCs or monocytes (Supplementary
Figure 1). To confirm that pioglitazone does not interfere with
cell death, we measured DNA levels in the supernatants of cells
obtained from HS biopsies and CL patients’ biopsies treated or
not with pioglitazone. We observed that the CL lesion biopsies
treated with pioglitazone did not differ in the amount of DNA
when compared to the HS tissue. Furthermore, we observed that
in CL lesion tissue, there is a >100-fold increase in the amount of
DNA when compared to HS tissue (Supplementary Figure 2). It
is important to emphasize that in CL lesions, there is a wide
variety of dead cells (e.g., immune cells, bacteria, and parasites),
which could possibly explain these results. Together, these results
show that pioglitazone has no toxic effects in cells of CL patients.
A

B D E F GC

FIGURE 1 | STRING protein–protein interaction (PPI) network. (A) Enrichment analysis of the Gene Ontology (GO) and pathways revealed that a group of
inflammatory proteins that participate in the pathogenesis of cutaneous leishmaniasis (CL) (IL-1b, IL-6, TNF, NFkB1, and RELA) were directly linked to the
peroxisome proliferator-activated receptor-g (PPAR-g) protein. The lines show the interaction between the proteins and their thickness and the level of interaction
between them. The analysis shows the enrichment value PPI (p ≤ 1.0–16). Biopsies from CL patients (n = 10) and healthy subjects (HSs) (n = 5) were obtained with
a 4-mm punch and cultured for 24 h. The levels of (B) TNF, (C) IL-6, (D) IL-1b, (E) sCD163 (F) MMP9, and (G) sCD163 were quantified by the ELISA technique. The
box represents the mean, and the line above the box is the SD. Statistical analyses were performed using the paired t-test. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, and
****p < 0.0001.
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The signaling initiated by TLRs results in the NF-kB
activation, cytokine production, and CD163 cleavage leading to
the release of its soluble form (sCD163) (Medzhitov and
Janeway, 2000). To test whether pioglitazone could interfere
with NF-kB activation, we stimulated PBMCs from HSs with
pioglitazone in the presence of LPS and Pam3Cys to induce
TLR4 and TLR2 activation, respectively. Next, we assessed the
levels of TNF, IL-6, IL-1b, IL-10, MMP9, and sCD163 produced.
The presence of pioglitazone decreased the LPS-induced
production of TNF, IL-6, IL-1b, IL-10, MMP9, and sCD163.
Pam3Cys-activated monocytes also produced lower levels of
TNF, IL-6, IL-10, MMP9, and sCD163 levels (Figure 2). These
results suggest that PPAR-g activation by pioglitazone inhibits
NF-kB signaling, possibly regulating the inflammatory response.

Recently, we showed that L. braziliensis induces the
expression of TLR4 and TLR2 and the production of
inflammatory cytokines by monocytes from CL patients (Polari
et al., 2019). To test the hypothesis that pioglitazone can interfere
in NF-kB signaling, thus decreasing the production of
inflammatory cytokines, we stimulated PBMCs from CL
patients with SLA, in the presence of pioglitazone. In the
presence of SLA, pioglitazone-treated cells produced less TNF,
IL-6, IL-1b, MMP9, and sCD163 but to our surprise did not alter
IL-10 levels (Figure 3). These findings indicate that exposure to
pioglitazone downmodulates the secretion of inflammatory
mediators by monocytes from CL patients independently of
IL-10.

Pioglitazone can reduce TLR2 and TLR4 expression in
human monocytes, blocking NF-kB activation and cytokine
production (Dasu et al., 2009; Kutsenko et al., 2012). To
investigate whether pioglitazone affects SLA-stimulated PBMCs
Frontiers in Cellular and Infection Microbiology | www.frontiersin.org 5
through PPAR-g, we blocked PPAR-g signaling with a selective
and irreversible inhibitor and later stimulated these cells with
SLA and pioglitazone (Figure 4). Our findings show that the
downmodulation of inflammatory cytokine production by
pioglitazone is completely dependent on PPAR-g activity.

Strong anti-inflammatory responses may contribute to the
establishment of Leishmania infection (Malta-Santos et al.,
2017). To investigate whether pioglitazone plays a role in
Leishmania infection and survival, we first infected human
monocytes in the presence or not of pioglitazone. Surprisingly,
in the presence of pioglitazone, the percentage of infected cells
was not altered after 4 or 24 h (Figure 5A). However, we
observed a significantly reduced number of intracellular
amastigotes at both time-points (Figure 5B). We also
investigated whether pioglitazone could have a direct effect on
the Leishmania killing. Pioglitazone considerably reduced the
viability of L. braziliensis promastigotes (Figure 5C). These
results suggest that PPAR-g signaling is not directly involved
in parasite entry, but, rather, pioglitazone has directly
leishmanicidal activity and kills Leishmania parasites through
PPAR-g signaling.

ROS production has been shown to be the main mechanism
of Leishmania killing by human mononuclear phagocytes
(Novais et al., 2014; Carneiro et al., 2016). To test whether
pioglitazone interfered in ROS production, we infected
monocytes with Leishmania in the presence and absence of
pioglitazone and measured ROS levels. We did not observe a
difference in ROS production comparing pioglitazone-treated
and untreated Leishmania-infected monocytes (Figure 6). This
result confirms that pioglitazone does not activate macrophages
to kill Leishmania.
A B

D E F

C

FIGURE 2 | Pioglitazone downregulates immune response induced by TLR2 and TLR4 activation. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of healthy subjects
(HSs) (n = 10) were cultured in the presence and absence of lipopolysaccharide (LPS) (10 ng/ml), Pam3Cys (100 ng/ml), or pioglitazone (1 µM) for 24 h. The levels of
(A) TNF, (B) IL-6, (C) IL-1b, (D) IL-10, (E) sCD163 and (F) MMP9, were quantified by the ELISA technique. The box represents the mean, and the line above the
box represents the SD. Statistical analyses were performed using the ANOVA test. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, and ****p < 0.0001.
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Monocytes are circulating cells in the peripheral blood that
migrate CL lesions contributing to inflammation (Passos et al.,
2015). Therefore, we evaluated whether exposure to
pioglitazone can decrease the production of inflammatory
cytokine production while maintaining the resolving
phenotype characteristics of monocytes in cells from the
lesion. Similar to the observations with PBMCs, we found
that pioglitazone downregulated the production of TNF, IL-
1b, and sCD163 but did not modify the production of IL-6 and
IL-10 (Figure 7). These results show that pioglitazone
exposure decreases inflammatory responses and may benefit
CL patients.
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DISCUSSION
In the last years, therapeutic failure rates in areas of L. braziliensis
transmission have increased, reaching 70% depending on the
clinical form and phase of the disease (Machado et al., 2002;
Unger et al., 2009; Lago et al., 2018; Costa et al., 2018).
Individuals infected with L. braziliensis develop an exaggerated
inflammatory response that causes tissue damage leading to the
appearance of skin ulcers (Ribeiro-de-Jesus et al., 1998; Bacellar
et al., 2002; Antonelli et al., 2005; Campos et al., 2014; Novais
et al., 2015; Passos et al., 2015; Santos et al., 2018; Amorim et al.,
2019). Thus, the development of adjuvant therapies that can
modulate the inflammatory response is desirable. Indeed,
A B
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FIGURE 3 | Pioglitazone downregulates the production of inflammatory mediators induced by SLA. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from cutaneous
leishmaniasis (CL) (n = 15) were cultured in the presence or absence of soluble Leishmania antigen (SLA) (5 mg/ml) or pioglitazone (1 mM) for 24 h. The levels of (A)
TNF, (B) IL-6, (C) IL-1b, (D) IL-10, (E) sCD163 and (F) MMP9, were quantified by the ELISA technique. The box represents the mean, and the line above the box is
the SD. Statistical analyses were performed using the ANOVA test. *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001.
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FIGURE 4 | Blockage of peroxisome proliferator-activated receptor-g (PPAR-g) abrogates pioglitazone-mediated downregulation of inflammatory mediators induced
by SLA. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from cutaneous leishmaniasis (CL) (n = 11) were cultured in the presence of GW9662 (10 mM) for 1 h and next
stimulated with soluble Leishmania antigen (SLA) (5 mg/ml) or pioglitazone (1 mM) for 24 h. The levels of (A) TNF, (B) IL-6, (C) IL-1b, (D) IL-10, (E) sCD163 and (F)
MMP9, were quantified by the ELISA technique. The box represents the mean, and the line above the box is the SD. Statistical analyses were performed using the
ANOVA test.
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patients with mucosal leishmaniasis, the most inflammatory and
severe form of tegumentary leishmaniasis, benefit from adjuvant
therapy with pentoxifylline, a drug that decreases TNF
production (Lessa et al., 2001). However, in CL patients,
adjuvant therapy with pentoxifylline has not been shown to be
effective, as it does not reduce healing time, suggesting that other
molecules may be participating in the immunopathogenesis of
CL (Brito et al., 2014). Pioglitazone is an oral drug used in the
treatment of diabetes, and its main mechanism of action is to
induce PPAR-g. In this study, we investigated the effect of
PPAR-g activation by pioglitazone with regard to cytokine
production by cells from CL patients. We found that exposure
to pioglitazone downregulates the inflammatory response and
does not interfere with the ability of monocytes to kill
L. braziliensis.

Monocytes/macrophages secrete inflammatory mediators
participating in the pathogenesis of CL. The activation profile
and functions of these cells are affected by different cytokines,
microbial products, and anti-inflammatory drugs. Thus,
cytokines such as IFN-g and TNF as well as LPS induce a
“classic” activation profile (M1), whereas cytokines such as IL-
4, IL-13, and IL-10 and the dexamethasone corticoid induce an
“alternative” activation profile (M2) (Porcheray et al., 2005). In
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CL, a strong inflammatory response is observed, with high levels
of IL-6, TNF, IL-1b, MMP9, and low levels of regulatory
cytokines such as IL-10 (Bacellar et al., 2002; Campos et al.,
2014; Passos et al., 2015; Santos et al., 2018; Carvalho et al., 2020),
suggesting that mononuclear phagocytes are mostly classically
activated (M1). Furthermore, it is important to emphasize that
CL patients have a high frequency of intermediate monocytes
(inflammatory monocytes, CD14+CD16+), a group of cells that
show increased expression of TLR2/TLR4 and are the main
source of inflammatory mediators such as TNF, IL-1b, and
MMP9 (Campos et al., 2014; Passos et al., 2015; Santos et al.,
2018; Polari et al., 2019). Here we show that the proinflammatory
response (TNF, IL-6, IL-1b, MMP9, and sCD163), probably
induced by the activation of TLR2 and TLR4 in human
monocytes, is decreased when PPAR-g is activated by
pioglitazone. It has been documented that pioglitazone
decreased the expression of MYD88, TLR2, TLR4, and NFkB1
(Dasu, 2009; Dana, 2019; Dana, 2020). These results support the
notion that pioglitazone can interfere with NF-kB signaling
favoring an environment where alternatively activated
monocytes predominate, thus contributing to the modulation
of the exacerbated inflammatory response observed in
CL patients.
A
B
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FIGURE 5 | Pioglitazone has cytotoxic effects in Leishmania braziliensis parasites. Monocytes from healthy subjects (HSs) (n = 12) were cultured for 4 or 24 h in the
presence or absence of L. braziliensis (5:1) and pioglitazone (1 mM). (A) The infection rate and (B) the number of amastigotes were determined by 3 different
observers using optical microscopy. (C) L. braziliensis (n = 6) were cultured in the presence or absence of pioglitazone (1 mM) or paraformaldehyde (PFA) (3%) for
24 h. (C) OD of promastigotes form. The box represents the mean, and the line above the box is the SD. Statistical analyses were performed using the ANOVA test.
*p < 0.05 and **p < 0.01.
A

B

FIGURE 6 | Pioglitazone does not interfere in Leishmania braziliensis-induced reactive oxygen species (ROS) production. Monocytes from healthy subjects (HSs) (n = 5) were
treated with dihydrorhodamine-123 (DHR) at 10 ng/ml for 10 min and cultured for 24 h in the presence or absence of L. braziliensis (5:1) and pioglitazone (1 mM). Cells were
stained with anti-CD14 and anti-MHC-II fluorochrome-conjugated antibodies. The mean fluorescence intensity (MFI) of the cells was assessed by flow cytometry. (A) Gate
strategy representative plots and histograms. (B) Mean and SD from 5 HS. Statistical analyses were performed using the ANOVA t-test. *p < 0.05.
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Alternately activated monocytes/macrophages decrease the
inflammatory response by producing regulatory cytokines such
as IL-10 (Sulahian et al., 2000; Porcheray et al., 2005).
Furthermore, these cells are involved in debris clearance, tissue
remodeling, and repair (Gordon, 2003; Xu et al., 2006; Gordon
and Martinez, 2010; Sapudom et al., 2021). An important finding
of our work was that activation of PPAR-g by pioglitazone not
only decreased the release of inflammatory mediators (TNF, IL-
6, IL-1b, MMP9, and sCD163) but also maintained IL-10
production by PBMCs and by cells from lesion tissue of L.
braziliensis-infected patients. The lack of effect of pioglitazone
regarding IL-10 levels in SLA-stimulated PBMCs and lesion cells
is somehow different from the results observed in LPS- and
Pam3Cys-stimulated cells, where pioglitazone reduced IL-10
levels. The most likely explanation for this disparity is that
Leishmania infection may induce cell types other than
monocytes/macrophages to produce IL-10. Interestingly,
although no decrease in IL-10 was detected, we found a lower
parasite load in monocytes between 4 and 24 h of infection in the
presence of pioglitazone. We thus evaluated whether
p iog l i tazone trea tment would inter fere wi th ROS
quantification. Pioglitazone also did not interfere in ROS
production within infected monocytes. It has been shown that
alternatively activated macrophages can produce ROS
(Nandakumar et al., 2017), especially in the presence of
exogenous PPAR-g agonists (Lefèvre et al., 2010). Those
observations caught our attention, as ROS production is the
main mechanism that human monocytes/macrophages use to
kill L. braziliensis (Novais et al., 2014; Carneiro et al., 2016). Also,
the fact that a lower parasite load was observed 4 h after
infection, in the presence of pioglitazone, indicates that this
drug may interfere with direct Leishmania viability. Indeed, we
found that pioglitazone significantly decreased the viability of L.
braziliensis in vitro. Further studies will be carried out to
investigate the mechanisms by which pioglitazone interferes
with the viability of Leishmania during its interaction
with monocytes.
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Regarding the effects observed during the use of pioglitazone,
it has been mainly reported that it increases insulin sensitivity,
interference with lipid homeostasis, and regulation of the
inflammatory response. Thus, many efforts have been made in
the development of formulations for the topical use of
pioglitazone (Silva-Abreu et al., 2017; Nair et al., 2019;
Rojewska et al., 2020), opening new expectations for the
treatment of skin diseases such as CL. Indeed, patients with
psoriasis treated with topical pioglitazone had a decreased
severity in disease score (Mittal et al., 2009; Singh and Anil,
2016). Therefore, the use of a topical formulation of pioglitazone
would avoid systemic effects and would be a safer option in the
case of CL. Altogether, our data show that PPAR-g signaling
induced by pioglitazone decreases the inflammatory response in
CL patients without monocyte killing of L. braziliensis. In
conclusion, our current work documents the advantage of
activating PPAR-g with pioglitazone, making it a good
candidate for adjuvant CL immunotherapy.
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FIGURE 7 | Pioglitazone down-regulates the production of inflammatory mediators in cells from CL lesions. Biopsies from CL patients (n=10) and HS (n= 5) were
obtained with a 4mm punch and cultured for 24 hours. The levels of (A) TNF, (B) IL-6, (C) IL-1b, (D) IL-10, (E) sCD163 and (F) MMP9 were quantified by the ELISA
technique. The box represents the mean and the line above the box the standard deviation. Statistical analyses were performed using the Paired t test *P < 0.05.
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Supplementary Figure 1 | Pioglitazone effect on PBMCs viability. PBMC and
monocytes fromHS (n=7)were cultured in thepresenceor absenceof pioglitazone (1 uM)
orPFA (3%) for24hours.Cellswere treatedwithin0.5mg/mLofThiazolylBlueTetrazolium
Bromide for 4 hours. The optical density (O.D) was assessed by read in a
spectrophotometer at 570nm. (A)O.D of PBMC, (B)O.D of monocytes. The box
represents themeanand the lineabove thebox thestandarddeviation.Statistical analyses
were performed using the ANOVA test ***P < 0.001 and ****P < 0.0001.

Supplementary Figure 2 | Effects of pioglitazone on the death of tissue-derived cells.
Biopsies fromHS(n=5)andCL lesions (n=10)wereobtainedwitha4mmpunchandcultured
in thepresenceor absenceof pioglitazone (1uM) for 24hours. PurifiedDNAofCL lesionwas
usedaspositivecontrol.The levelsofdsDNAwerequantifiedusingaspectrophotometer.The
box represents the mean and the line above the box the standard deviation. Statistical
analyses were performed using the ANOVA test *P < 0.05 and **P < 0.01.
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ABSTRACT
Patients with cutaneous leishmaniasis (CL) present an exacerbated inflammatory response associated with tissue
damage and ulcer development. In recent years, higher rates of failure to pentavalent antimoniate therapy have
been observed, yet the underlying reason remains poorly understood. We hypothesize that the eicosanoid PGE2
favours the establishment of infection by L. braziliensis, which contributes to therapeutic failure. The aim of the
present study was to investigate the influence of PGE2 on the survival of L. braziliensis in macrophages and rates of
therapeutic failure in CL patients. PGE2, an eicosanoid derived from the metabolism of arachidonic acid by the COX-2
enzyme, plays several roles in immune response. We found that increased PGE2 decreases the microbicidal function
of macrophages and is associated with disease severity and therapeutic failure. Additionally, the neutralization of
COX-2 by NS398, a selective NSAID, increases the ability of macrophages to kill L. braziliensis and protects against the
pathological inflammatory response. Our data suggest that NS398 may serve as an adjunct treatment for CL patients.
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Introduction

Cutaneous leishmaniasis (CL), an infectious disease
caused by parasites of the genus Leishmania, results
in the appearance of one or more skin ulcers, and
represents a major public health problem worldwide
[1,2]. In Brazil, Corte de Pedra, a town located in the
southeastern region of the state of Bahia, is con-
sidered an important area of L. braziliensis trans-
mission, with an alarming incidence of CL reaching
1000 cases/year in recent years [3]. In areas endemic
for L. braziliensis, Glucantime® is the drug of first
choice, yet effectiveness varies as around 70% of
patients in the pre-ulcerative phase exhibit thera-
peutic failure [4,5]. The development of specific
and effective treatments require a more robust
understanding of the pathogenesis of CL caused by
L. braziliensis.

The course of CL is characterized by an intense
inflammatory reaction with a marked predominance
of lymphocytes and mononuclear phagocytes [1,6].
Although the inflammatory response is extremely
necessary to control parasite replication, the exagger-
ated production of inflammatory cytokines can cause

tissue damage and contribute to the emergence of
ulcers that typify this disease [7]. Mononuclear phago-
cytes, one of the main cell types harbouring Leishma-
nia, produce inflammatory cytokines, such as TNF
and IL-1β, which participate in tissue damage and
the development of ulcers [8–11].

PGE2 is an inflammatory eicosanoid derived from
the metabolism of arachidonic acid (AA) by two iso-
forms of cyclooxygenase, the constitutive isoform
COX-1 and COX-2, the induced isoform [12], which
are produced by several cell types (e.g. neutrophils
and macrophages). The activity of PGE2 in innate
immune responses is critically dependent on inter-
action with one of its four prostanoid receptors
which are coupled to G protein (EP1-4). The acti-
vation of the EP1 receptor by PGE2 increases intra-
cellular calcium accumulation, while the activation
of EP2 and EP4 receptors induces the production of
adenylate cyclase and cAMP; in turn, the activation
of EP3 decreases cAMP formation [13–15]. Increases
in PGE2 and cAMP leads to the activation of protein
kinases and decreased microbicidal activity of mono-
nuclear phagocytes [16,17]. The aim of the present

© 2023 The Author(s). Published by Informa UK Limited, trading as Taylor & Francis Group, on behalf of Shanghai Shangyixun Cultural Communication Co., Ltd
This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrest-
ricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited. The terms on which this article has been published allow the posting of the
Accepted Manuscript in a repository by the author(s) or with their consent.

CONTACT Lucas P. Carvalho carvalholp76@gmail.com
Supplemental data for this article can be accessed online at https://doi.org/10.1080/22221751.2023.2261565.

Emerging Microbes & Infections
2023, VOL. 12, 2261565 (9 pages)
https://doi.org/10.1080/22221751.2023.2261565

http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1080/22221751.2023.2261565&domain=pdf&date_stamp=2023-09-27
http://orcid.org/0000-0002-3791-8048
http://orcid.org/0000-0003-2342-1935
http://orcid.org/0000-0003-3804-8192
http://orcid.org/0000-0002-3071-6339
http://orcid.org/0000-0002-2697-8002
http://orcid.org/0000-0001-5033-1666
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
mailto:carvalholp76@gmail.com
https://doi.org/10.1080/22221751.2023.2261565
http://www.iom3.org/
http://www.tandfonline.com


study was to investigate the role of PGE2 in
L. braziliensis infection and elucidate its participation
in the exacerbated inflammatory response observed in
CL patients.

Our results demonstrate the increased expression
of genes PTGS2, PTGER1, PTGER2 and PTGER4 in
active CL lesions. In addition, the expression of
PTGS2 and COX-2 protein was further associated
with parasite load, disease severity and failure to
therapy. Finally, we found high levels of PGE2 in the
cells of CL lesions, which positively correlated with
higher numbers of lesions. The neutralization of
COX-2 in the cells obtained from lesions decreased
the levels of TNF, IL-1β and IL-10 in vitro. Surpris-
ingly, the neutralization of COX-2 was found to
increase the killing of L. braziliensis by macrophages.

Materials and methods

Ethics statement

The present study was approved by the Institutional
Review Board of the Federal University of the State
of Bahia (CEP-UFBA, protocol number 2.471.185)
and the Brazilian National Commission for Ethics in
Research (CONEP protocol number 2.512.434). All
included individuals were adult volunteers who pro-
vided written informed consent. All procedures
described herein were conducted in accordance with
the Declaration of Helsinki.

Patient sample

Patients with CL were diagnosed based on the pres-
ence of a typical skin ulcer associated with PCR posi-
tive for L. braziliensis DNA as well as a positive
intradermal skin test for Leishmania. All patients
were treated with Glucantime® (Sanofi-Aventis) at
the dosage of 20 mg/kg/day intravenously for 20
days. At day 90, patients were reevaluated for lesion
resolution. Cure was defined as total re-epithelializa-
tion of cutaneous lesions. Patients with lesions that
remained active at day 90 were considered to have
failed treatment and were submitted to a susbsequent
round of Glucantime®. All immunological analyses
were performed prior to the initiation of drug therapy.

In silico analysis

Data samples were downloaded from GSE127831 [18]
and labelled according to the informed metadata (21
samples infected by L. braziliensis before treatment,
and 7 uninfected endemic controls), as well as tran-
scripts of L. braziliensis sequenced by RNA-seq. Heat
map and fold change illustrations were constructed
using Multi Experiment Viewer (MeV).

In situ analysis

Skin biopsies (11 samples infected by L. braziliensis
before treatment and 8 uninfected endemic controls)
were fixed in 4% paraformaldehyde and embedded in
paraffin. Embedded tissue was cut into 2-μm thick sec-
tions, deparaffinized, and rehydrated. Antigen retrieval
was performed using 1:100 Trilogy™ solution (Cell
Marque) at 96°C. Peroxidase activity was blocked
with 3% hydrogen peroxide for 10 min, while non-
specific antibody binding was blocked by the addition
of serum-free protein (Dako) for 10 min. Slides were
incubated for 2 h with the following antibodies: Rabbit
polyclonal to COX2/Cyclooxygenase 2 (1:250)
(ABCAM); Peroxidase Kit and Rabbit mouse/horse-
radish peroxidase KP500 (Diagnostic BioSystems, Plea-
santon, CA); Additionally, histological sections were
stained with hematoxylin and eosin (H&E) for parasite
load quantification. In each field, the number of posi-
tive cells and amastigotes were quantified using the
semiautomatic counting tool of ImageJ 1.48v software
(National Institutes of Health, Bethesda, MD).

Parasite cultures

L. braziliensis (MHOM/BR/LTCP11245) was isolated
from a skin lesion of a CL patient, and confirmed as
L. braziliensis by multilocus enzyme electrophoresis
[19]. The parasites selected for this study were not pre-
viously passaged in liquid culture medium. Following
selection, parasites were expanded in Schneider’s
medium (Sigma) supplemented with 20% heat-inacti-
vated fetal bovine serum, penicillin 100 UI/mL, and
streptomycin 100 µg/mL (Gibco).

Humanmacrophage cultures and L. braziliensis
infection

Monocyte-derived macrophages from CL patients were
prepared following a previously described method [8] to
yield macrophages 99% characterized by flow cytometry
as CD14-positive, CD3-negative and CD19-negative.
After differentiation, cells were infected with stationary
phase L. braziliensis promastigotes at a 5:1 ratio for 2 h;
uninfected macrophages were used as controls. Follow-
ing incubation, cells were infected with L. braziliensis
and cultured in the presence or absence of NS398
(100 µM) (Sigma, St. Louis, MO), PGE2 10 ng/mL or
rIL-10 (0.5, 1, 2 ng/mL) (R&D Systems, Minneapolis,
MN USA) for 2, 48 or 72 h. After each time point, the
infection rate and parasitic load were evaluated by
three different observers using microscopy.

Skin fragment cultures

Biopsies of the active CL lesion and healthy skin were
performed using a 4 mm punch. Fragments were
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dispensed in tubes containing 1 mL of RPMI-1640
(Gibco) supplemented with 10% FBS (Gibco), 100UI
/mL penicillin, and 100 µg/mL streptomycin and incu-
bated at 37°C, 5% CO2 for 72 h in the presence or
absence of NS398 100 µM (Sigma, St. Louis, MO).

Determination of cytokine and eicosanoid
levels

Levels of PGE2, IL-6, IL-1β, TNF and IL-10 (R&D Sys-
tems, Minneapolis, MN USA) were evaluated in cul-
ture supernatants by competitive or sandwich ELISA
technique. All assays were performed following the
manufacturer’s protocol. For PGE2, a competitive
ELISA was performed, and for TNF, IL-6, IL-1β and
IL-10, sandwich ELISA was performed.

Statistical analysis

The Mann–Whitney test and/or unpaired t-test were
used for comparisons between two independent con-
tinuous variables. Wilcoxon’s U test and/or the Paired
t-test were used for continuous dependent variables,
while log-rank (Mantel–Cox) testing was used for sur-
vival analysis and Spearman’s and/or Pearson’s tests
were used to establish correlations. All analyses were
performed using GraphPad Prism v8, and results pre-
senting a P-value <0.05 were considered statistically
significant.

Results

To better understand the components of the PGE2
pathway present at the sites of CL lesions, previously
published gene expression data was re-analysed [18].
The new analysis revealed increased expression of
PTGS2, PTGER1, PTGER2 and PTGER4, genes
involved in the PGE2 pathway, in CL lesions, whereas
expression levels of PTGER3 were decreased in com-
parison to healthy skin (Figure 1A). These results
suggest that elevated expression of COX-2 (PTGS2)
and EP1, EP2 and EP4 receptors (PTGER1, PTGER2

and PTGER4) may be a trigger for L. braziliensis sur-
vival and increased inflammatory response.

PGE2 has been described as an important eicosa-
noid related to Leishmania infection susceptibility in
murine models [17,20]. To evaluate whether increased
PTGS2 gene expression at lesion sites of patients with
CL could be involved in parasitic load and clinical out-
come, we attempted to establish correlations between
the number of L. braziliensis transcripts found in
active CL lesions and PTGS2 gene expression. Next,
utilizing mean PTGS2 expression as a cut-off point,
we distinguished between patients with high or low
expression, and then analysed respective parasite
loads and patient clinical outcomes. A positive corre-
lation was observed between PTGS2 gene transcripts
and parasitic load (Figure 2A). In addition, we found
that patients with high PTGS2 gene expression exhib-
ited higher parasitic load than those with lower gene
expression (Figure 2B). To test whether increases in
PTGS2 gene expression could be associated with
therapeutic failure, a Kaplan-Meier survival analysis
was performed in both high expression and low
expression groups, revealing an association between
therapeutic failure and increased PTGS2 gene
expression (Figure 2C). These results reinforce the
hypothesis that increased PTGS2 gene expression at
the lesion site may be an important host factor
involved in the establishment of L. braziliensis infec-
tion that may consequently lead to therapeutic failure.

To confirm that increased COX-2 expression at the
lesion site may be involved in L. braziliensis survival,
we evaluated the relationship between COX-2+ cell
frequency at the lesion site and parasite load as well
as clinical outcome. A high frequency of COX-2+

cells were found at lesion sites compared to healthy
skin (Figure 3D). In addition, we observed that
patients who failed Sbv therapy presented higher fre-
quencies of COX-2+ cells (compared to those who
exhibited lesion healing) (Figure 3E). Finally, we
identified that a higher frequency of COX-2+ cells
positively correlated with amastigote numbers (Figure
3F) and quantity of lesions (Figure 3G).

Figure 1. High expression of PGE2 pathway components is observed in active CL lesions. Unbiased RNAseq was performed on skin
samples from 7 healthy subjects and lesions from 21 CL patients. Heatmap columns and rows representative of individuals and
genes, respectively. Heatmap colour reflects raw z-scores of gene abundance across samples.
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Figure 3. High frequency of COX-2+ cells at the lesion site is associated with parasite load, disease severity and therapeutic failure.
Lesion biopsies from CL patients (n = 11) and skin samples from healthy subjects (n = 8) were obtained using a 4 mm punch. Black
arrows indicate the presence of L. braziliensis amastigotes in CL lesions (A), cells immunostained with polyclonal antibody anti-
COX2 in healthy skin (B) and CL lesions (C), respectively. COX-2+ cell frequency presented as mean and standard deviation: black
bar indicates healthy skin while grey bar represents CL lesions (D). Blue bar indicates patients that evolved to cure, while the red
bar patients those that failed therapy (E) Correlation between number of amastigotes and frequency of COX-2+ cells (F), and cor-
relation between number of lesions and frequency of COX-2+ cells (G). Statistical analysis performed using the Unpaired t-test to
compare COX-2+ frequency, with Pearson’s testing used for correlation analysis; *P < 0.05, ****P < 0.0001.

Figure 2. Increased PTGS2 gene expression at the lesion site is associated with parasite load and clinical outcome. RNAseq data
(from 21 lesions) was used to investigate correlations between gene PTGS2 and number of L. braziliensis transcripts. The mean
expression of PTGS2 was used as a cut-off point to determine high or low expression. L. braziliensis transcript number presented
as median and interquartile range, with red bar indicating the group with high expression from PTGS2 and blue bar low
expression. Statistical analysis performed using Pearson’s testing for correlations (A); the Mann–Whitney test was used for compar-
ing parasite load in groups with high and low PTGS2 expression (B); Kaplan-Meier survival analysis of groups with respect to thera-
peutic failure (C) *P < 0.05.
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It was previously shown that patients who fail
therapy present high parasitic load [18]. In an attempt
to identify the mechanisms that favour the establish-
ment of infection, we evaluated the ability of cells
residing in active CL lesions to produce PGE2. First,
we investigated whether PGE2 was produced at active
lesion sites of CL patients. Compared to healthy skin,
we observed high levels of PGE2 production by cells
residing in CL lesions (Figure 4A). Next, we endea-
vored to determine whether the high production of
PGE2 was associated with disease severity, and
found a positive correlation between PGE2 levels
and the number of lesions (Figure 4B).

An elevated frequency of macrophages has been
identified in the inflammatory infiltrate of CL lesions
[6]. These cells are extremely important for the effec-
tive control of parasitic load [8]. We investigated the
ability of these cells to produce PGE2 following
L. braziliensis infection, as well as the role of this eico-
sanoid in the pathogenesis of CL. We identified low
PGE2 production by macrophages at 2 h after
L. braziliensis infection, which increased significantly
at 48 h post-infection; however, the difference
observed at 72 h post-infection was not statistically
significant compared to 48 h (Figure 5A). In addition,
at 48 h post-infection, increased levels of PGE2 were
found to positively correlate with the number of
rounds of Glucantime® (Figure 5C).

Previous studies have reported that increased PGE2
induces the production of IL-1β in macrophages
[21,22]. To test whether PGE2 influences the pro-
duction of these cytokines, we enriched cultures of
uninfected macrophages from CL patients with
PGE2 to evaluate levels of TNF, IL-1β, IL-6 and IL-
10. Interestingly, we observed that the enrichment of
macrophage cultures with PGE2 did not affect inflam-
matory cytokine production (Figure 6A–C); however,

by way of an unclear mechanism, PGE2 did induce the
production of IL-10 (Figure 6D). To investigate
whether the amount of IL-10 induced by PGE2
had an effect on the ability of macrophages to kill
Leishmania, we then infected macrophages from CL
patients and enriched the cultures with increasing

Figure 4. PGE2 production in active lesions correlates with dis-
ease severity. Lesion biopsies from CL patients (n = 11) and
skin samples from healthy subjects (n = 8) were obtained
using a 4 mm punch and cultured for 72 h. PGE2 levels were
determined in culture supernatants by ELISA. (A) Levels of
PGE2 presented as mean and standard deviation. (B) Corre-
lation between number of lesions and PGE2 levels. Statistical
analysis performed using the Unpaired t-test to compare
PGE2 levels, while Pearson’s testing was used for correlation
analysis; *P < 0.05.

Figure 5. High levels of PGE2 in macrophages infected with
L. braziliensis correlate with treatment duration. Monocyte-
derived macrophages obtained from CL patients (n = 7) were
infected with stationary-phase L. braziliensis (5:1) and cultured
for 2, 48 or 72 h. PGE2 levels were determined in culture
supernatants by ELISA. (A) PGE2 levels presented as mean
and standard deviation. (B) Correlation between rounds of
Glucantime® and PGE2 levels. Statistical analysis performed
using the Unpaired t-test to compare the PGE2 levels, while
Pearson’s testing was used for correlation analysis between
lesion number and PGE2 levels; *P < 0.05.

Figure 6. Ability of PGE2 to alter macrophages cytokine pro-
duction. Monocyte-derived macrophages from HS (n = 5)
were cultured in the presence or absence of PGE2 (10 ng/mL)
for 72 h. The levels of (A) TNF, (B) IL-1β, (C) IL-6 and (D) IL-10
were determined in culture supernatants by ELISA. Statistical
analysis performed using the Wilcoxon test; *P < 0.05.
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doses of rIL-10. We found that increases in IL-10
impeded the ability of macrophages to kill
L. braziliensis, thereby allowing parasites to proliferate
(supplementary Figure 1). It follows that the inhibition
of PGE2 synthesis may represent a promising strategy
for in the control of inflammatory response and infec-
tion by L. braziliensis in vitro.

Lesions with high parasitic load exhibit a more
intense inflammatory response observed to contribute
to tissue damage and therapeutic failure [18]. NS398 is
a COX-2 selective NSAID that was shown to be effec-
tive in controlling L. infantum infection in vivo [23].
Thus, we investigated whether the inhibition of
COX-2 would exert any effect on macrophage infec-
tion by L. braziliensis. We found that COX-2 inhi-
bition via NS398 decreased both the number of
infected cells and the number of amastigotes at both
2 and 48 h after infection (Figure 7A,B). Regarding
immune response, we observed that the treatment of
cells residing in CL lesion sites with NS398 resulted
in decreased TNF, IL-1β and IL-10 levels, yet no
change in IL-6 was observed after 72 h of culture
(Figure 8A–D), which suggests that other cells, i.e.
not macrophages, are the producers of this cytokine.
These results serve to indicate the benefits of neutraliz-
ing COX-2 in cells infected with L. braziliensis.

Discussion

Increasing rates of failure to drug therapy have been
observed in patients with CL over the years [4,5,24,25].
Host factors and parasite burden have been associated
with the development of skin ulcers and failure to Glu-
cantime® therapy in areas of high L. braziliensis trans-
mission [18]. It follows that the identification of factors
and mechanisms responsible for the disproportionate
immune response observed in Leishmania infection, as
well as those favouring the establishment of parasite per-
sistence, remain extremely important. Lipid mediators
are molecules with suspected involvement in resistance

or susceptibility to pathogens in a range of infections
[16,26–29]. PGE2, an inflammatory eicosanoid derived
from the metabolism of arachidonic acid by COX
enzymes, is known to contribute to the survival of var-
ious species of Leishmania, including L. amazonensis,
L. donovani and L. infantum [17,20,23]. However, the
roles played by COX-2 and PGE2 in CL immunopatho-
genesis arising from L. braziliensis infection have yet to
be elucidated. The present study represents the first
attempt to determine associations between COX-2 and
PGE2 with respect to L. braziliensis survival, treatment
failure and disease severity.

The activation of the EP2 receptor by PGE2 induces
the production of cAMP, a molecule that decreases the
production of oxygen derivatives [16,30,31], mol-
ecules relevant to the control of Leishmania prolifer-
ation [32]. It has been documented that increased

Figure 7. Neutralization of COX-2 increases L. braziliensis killing by macrophages obtained from CL patients. Monocyte-derived
macrophages from CL patients (n = 7) were infected with stationary-phase L. braziliensis (5:1) and cultured in the presence or
absence of NS398 (100 µM), a selective COX-2 inhibitor, for 2, 48 or 72 h. (A) Frequency of infected cells. (B) Number of amasti-
gotes per 100 macrophages. Results presented as mean and standard deviation, with black bars indicating macrophages infected
with L. braziliensis, and white bars macrophages infected with L. braziliensis treated with NS398. Statistical analysis performed
using the Paired t-test; *P < 0.05, **P < 0.005, ***P < 0.001.

Figure 8. Neutralization of COX-2 in lesion cells decreases pro-
duction of IL-1β, TNF and IL-10. Skin lesion biopsies from CL
patients (n = 13) were obtained using a 4 mm punch and cul-
tured for 72 h. Levels of (A) TNF, (B) IL-1β, (C) IL-6 and (D) IL-10
were determined in culture supernatants by ELISA. Statistical
analysis performed using Wilcoxon’s test; *P < 0.05 and **P
< 0.005.
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COX-2 and EP2 gene expression in lesions from
patients with cutaneous and diffuse leishmaniasis
caused by L. amazonensis was associated with parasite
survival [33]. Concordantly, we also identified
increased expression of the genes encoding COX-2
and the EP2 receptor in the lesions of CL patients in
comparison to healthy skin, which suggests that the
COX-2/EP2 axis may be a crucial element in the sur-
vival and replication of L. braziliensis, as well as in
therapeutic failure. Here, our results also show that,
during the course of L. braziliensis infection, increased
levels of COX-2 correlated positively with parasite
load in the lesions of patients with CL. It is known
that increased parasite load at the lesion site is associ-
ated with the uncontrolled production of a variety of
inflammatory molecules (e.g. IL-1β) that contribute
to tissue damage and, consequently, lead to therapeutic
failure [6,18]. Our results additionally show that
patients with high expression of the COX-2 gene failed
therapy more frequently and presented greater num-
bers of lesions than those with low COX-2 gene
expression. Moreover, we identified a strong corre-
lation between the number of lesions and COX-2/
PGE2 production, suggesting that increases in these
molecules may be a contributing factor in disease sever-
ity. It is important to emphasize that patients with dis-
seminated leishmaniasis, an emerging form of
American Tegumentary Leishmaniasis (ATL), present
multiple skin lesions and produce high levels of PGE2
[34]. Consequently, the data reported herein support
the notion that exaggerated PGE2 production at lesion
sites may be a key factor in parasite dissemination as
well as the severity of disease.

The innate host immune response mediated by
macrophages and neutrophils represents an important
line of defence against parasites, due to the ability of
these cells to produce ROS, molecules harmful to
Leishmania spp. [8,27,32,35]. However, at the lesion
sites of CL patients, low numbers of neutrophils in
addition to a dense infiltrate containing macrophages
have been documented [1,6]. Accordingly, we investi-
gated the ability of macrophages to produce PGE2, as
well as the role of this inflammatory eicosanoid in the
context of L. braziliensis infection. It was previously
demonstrated that macrophages from CL patients
are capable of producing high levels of PGE2 in the
first hours of infection by L. braziliensis [36]. Here
we found that, following the internalization of
L. braziliensis in macrophages, PGE production
increased, reaching a peak at 48 h post-infection. We
also observed that the levels of PGE2 at this timepoint
positively correlated with the number of rounds of
Glucantime®, which reinforces the involvement of
this eicosanoid in therapeutic failure.

The inhibition of PGE2 synthesis through the use of
NSAIDs, both those selective and non-selective for
COX enzymes, has been shown to be effective in

controlling infection by several species of Leishmania
in vitro and in vivo [17,20,23]. However, it is important
to emphasize that non-selective NSAIDs can interfere
with pathways other than those involving COXs, and
may provoke alterations in different physiological
environments. Thus, our protocol employed the first
selective NSAID described for COX-2 [37], which was
applied to macrophages infected with L. braziliensis
and cells from CL lesions. Our results indicate that
the inhibition of COX-2 via NS398 decreased the num-
bers of amastigotes per macrophage, which stands in
agreement with the findings from other studies invol-
ving other species of Leishmania and different NSAIDs
[17,23]. An important result obtained in the current
study was that although the neutralization of COX-2
in cells residing in CL lesions led to decreases in the
secretion of cytokines TNF, IL-1β and IL-10, the
addition of PGE2 in cultures of non-infected macro-
phages did not exert any effects on TNF, IL-1β and
IL-6 production. To our surprise, we also found that
exogenous PGE2 induced IL-10 production by non-
infected macrophages. IL-10 is a well-described cyto-
kine known to down modulate inflammatory responses
[24,38], thus favouring parasite multiplication within
macrophages [39]. However, the low concentration of
IL-10 produced by infected macrophages is not capable
of regulating the inflammatory response trigged during
L. braziliensis infection. Even though PGE2 was able to
increase IL-10 production in uninfected macrophages,
the levels produced were apparently insufficient to
regulate the inflammatory response observed during
infection. Finally, we found that even at low concen-
trations IL-10 is capable of disabling the microbicidal
functions of macrophages, thus favouring parasite pro-
liferation. Together, these data show suggest that COX-
2 enzyme inhibition using selective NSAIDs increases
the ability of macrophages to kill Leishmania, thus
attenuating inflammatory response.

In conclusion, the present study documents the
advantages of inhibiting COX-2 with a selective
NSAID, suggesting the role of NS398 as a promising
candidate for adjuvant CL therapy.
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VIII. DISCUSSÃO

Durante os processos infecciosos, a inflamação é de extrema 

importância para eliminação de patógenos, mas a exarcebação desse 

processo causa danos nos tecidos. Fatores do hospedeiro e carga 

parasitária têm sido associado ao desenvolvimento de úlceras cutâneas e 

falha na terapia com antimoniato pentavalente em áreas de alta transmissão 

de L. braziliensis (Amorim et al., 2019). Diversas evidências ao longo dos 

anos têm se acumulado sobre o dano tecidual e surgimento da úlcera 

leishmaniótica proveniente do exacerbado processo inflamatório na LC 

(Ribeiro-de-Jesus et al., 1998; Passos et al., 2014; Campos et al., 2014; 

Santos et al., 2017; Novais et al., 2017; Amorim et al., 2019; Carvalho et al., 

2020; Novais; Campos et al., 2020; Cardoso et al., 2021). Primeiro foi 

demonstrado que a resposta Th1 está associada a defesa contra 

Leishmania, mas a produção exagerada de IFN-y pode induzir a produção 

de citocinas inflamatórias (Ribeiro-de-Jesus et al., 1998, Oliveira et al., 

2014). Segundo, células T CD8+ e NK conduzem uma resposta citotóxica 

na tentativa de destruir células infectadas com Leishmania, mas acabam 

secretando granzima B de forma elevada, resultando na ativação de células 

adjacentes e produção de citocinas inflamatórias, principalmente por 

fagócitos mononucleares (Novais et al., 2017; Campos et al., 2020; Cardoso 

et al., 2021). Por fim, os monócitos e macrófagos representam uma das 

principais linhas de defesa contra a Leishmania, porém são a principal fonte 

das citocinas inflamatórias TNF, IL-1β e MMP9 na LC (Passos et al., 2014; 

Campos et al., 2014; Santos et al., 2017).  É importante ressaltar que 

pacientes com LC exibem baixos níveis da citocina regulatória IL-10 

(Bacellar et al., 2002).
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Portanto, pacientes infectados por L. braziliensis desenvolvem uma 

resposta imune mal modulada que permite a exacerbação do 

processo inflamatório e surgimento da úlcera típica da doença. 

 Neste contexto, diversos esforços tem sido feito na 

busca da identificação de moléculas e mecanismos que regulem a 

resposta imune na LC. Estudos prévios demonstraram que a 

associação entre o antimoniato pentavalente e drogas 

imunomoduladoras é benéfico para pacientes com LC. O uso tópico do 

fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) 

em associação com doses padrão do antimoniato pentavalente, diminuiu 

o tempo de cicatrização em pacientes com LC refratária (Almeida et 

al., 1999). A pentoxifilina, um medicamento que diminui a produção de 

TNF, associada ao antimoniato pentavalente também foi mais 

eficaz no tratamento de pacientes com leishmaniose mucosa 

quando comparada ao antimoniato pentavalente isolado 

(Lessa et al., 2001; Machado et al., 2007), porém essa combinação 

não diminuiu o tempo de cura na LC (Brito et al., 2014), sugerindo que 

outros mediadores inflamatórios além do TNF também podem estar 

envolvidos no desfecho da LC. 

 A sinalização por meio dos receptores Notch controla uma 

variedade de processos imunológicos, como proliferação celular, destino 

de células T CD4, ativação de macrófagos e produção de citocinas 

(Washburn et al., 1997; Robey et al., 1996; Amsen et al., 2004; Tanigaki et 

al., 2004). Usando um modelo de LC em camundongos resistentes a L. 

major, foi documentado que a sinalização Notch 1 e 2 é essencial para a 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9329526/#B1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9329526/#B1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9329526/#B33
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9329526/#B36
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secreção de IFN- γ pelas células T CD4+ (Auderset et al., 2012).  

Adicionalmente, a sinalização através do Notch 1 aumentou a produção de 

citocinas pró-inflamatórias por macrófagos (Monsalve et al., 2009). 

Curiosamente, pacientes com LC que responderam mal ao tratamento 

apresentaram aumento da expressão do receptor Notch 1 e de ligantes 

do tipo Delta nas lesões, sugerindo um papel para a sinalização Notch na

 No presente trabalho, nós documentamos que expressão de genes 

envolvidos na atividade da gama-secretase, como: APH1A, APH1B, 

GSAP, NCSTN, PSENEN, PSEN1 e PSEN2, bem como genes 

envolvidos na inflamação (NFKB1, NFKB2, RELA, TNF, IL6, IL1B, 

CXCL9 e GZMB) e regulação da resposta imune, IL10, 

estavam aumentados nas lesões de pacientes com LC quando 

comparada à pele saudável. Adicionalmente, observamos que a 

maioria dos genes envolvidos na atividade da gama-secretase 

estavam correlacionados positivamente com os genes da 

inflamação, indicando também um possível papel da gama-secretase 

na resposta inflamatória. Portanto, investigamos o papel da 

gama-secretase na sinalização Notch por meio de um ensaio 

funcional utilizando um inibidor da gama-secretase não seletivo a 

inibição não seletiva da gamma-secretase, diminuiu os níveis de IL-10 e 

CXCL9 induzidos por SLA.

 Como foi descrito que a sinalização através de Notch 1 aumenta a 

produção de citocinas pró-inflamatórias por macrófagos e sabe-se 

que Notch 3 é regulado positivamente em macrófagos 

inflamatórios (Monsalve et al., 2009; López-López et al., 2020).  

promoção da resposta inflamatória (Rodrigues et al., 2011)
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Nós bloqueamos os receptores Notch 1 e 3 com anticorpos 

neutralizantes e descobrimos que a neutralização de Notch 1 em CMSP 

de pacientes estimuladas com SLA aumentou a produção da IL-6, IL-1β, 

IL-10 e diminuiu a produção de CXCL9, porém nenhum efeito foi 

observado após o bloqueio de Notch 3. Esses resultados foram 

inesperados uma vez que a literatura mostra que a sinalização por meio 

de Notch 1 induz a resposta inflamatória por macrófagos. Contudo, esses 

 Desta forma, optamos por empregar um inibidor seletivo da gama-

secretase (JLK6) e que não interfere na sinalização Notch (Petit et al., 

2001). Nossos resultados confirmaram a nossa hipótese, uma vez que 

JLK6 diminuiu a produção de TNF, IL-1β, IL-10, CXCL9 e granzima B por 

CMSP de pacientes com LC estimulados com SLA, mas de forma curiosa, 

as células das lesões tratadas com JLK6 produziram níveis menores 

apenas de IL-6, IL-1β, IL-10 e granzima B. Essas diferenças na produção 

de mediadores inflamatórios e regulatórios podem ser devido a diferentes 

números de células, composição e estado de ativação dessas células 

entre os dois locais avaliados. Além disso, como esses indivíduos 

apresentam lesões cutâneas não se pode descartar a interferência de 

outros patógenos, como bactérias, na resposta imune no local da lesão.

Embora tenhamos observado efeitos anti-inflamatórios com o 

uso do JLK6 em culturas de CMSP e em células das lesões de 

pacientes com LC, o tratamento de monócitos infectados com esta 

droga, aumentou o número de parasitos dentro destas células após 48 

horas de cultura, porém esse número foi reduzido após 72 horas. 

achados sugerem que a gama-secretase pode ser um elemento 

importante para a produção de citocinas inflamató-rias.
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Dessa forma, estudos futuros serão realizados para investigar os 

efeitos do JLK6 na produção de ERO ao longo do tempo, pois foi 

demonstrado que a produção de ERO é um importante mecanismo 

para matar a L. braziliensis através dos fagócitos mononucleares (Novais 

et al., 2014; Carneiro et al., 2016). Juntos nossos resultados 

sugerem que a sinalização Notch é benéfica para a regulação da 

resposta imune da LC e interferir na sinalização Notch como abordagem 

terapêutica pode não ser uma boa alternativa, uma vez que efeitos 

indesejados podem ocorrer.

 Contudo, os inibidores da gama-secretase já foram testados em 

ensaios clínicos. Enquanto na leucemia/linfoma linfoblástica aguda 

de células T, o uso do inibidor da gama-secretase foi bem tolerado, 

uso deste inibidor em pacientes com Alzheimer foi utilizado para 

diminuir a produção da proteína precursora Amiloide Beta, molécula 

que está envolvida na patogênese desta doença, problemas de 

tolerabilidade e efeitos colaterais foram relatados (Mikulca et al., 2014; 

Toyn e Ahlijanian 2014). Devido a maioria dos ensaios clínicos terem 

demonstrado que a administração sistêmica de inibidores da gama-

secretase estão associados a efeitos colaterais graves, principalmente 

no trato intestinal, o uso deuma formulação tópica com o JLK6 seria 

uma opção mais segura no caso da LC.

 Interessantemente, alguns estudos  mostraram a possibilidade 

do uso de medicamentos antidiabéticos para regular a resposta imune 

em diverem diversos tipos de doenças inflamatórias como esclerose 

múltipla e síndrome metabólica (Negrotto et al., 2016), psoríase 

(Singh e Bhansali, 2016), diverticulite (Freckelton et al., 2017) e

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9329526/#B45
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9329526/#B45
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mais recentemente na LC causada por L. braziliensis (Carvalho et al., 

2020). Desta forma, expandimos os nossos olhares para uma 

classe de medicamentos que agem ativando o receptor nuclear 

gama ativado por proliferador de peroxissoma  (PPAR-γ) e 

consequentemente modulando a resposta inflamatória, as 

tiazolidinedionas (TZD) (Aronoff et al., 2000; Ricote, 2007; Bouhlel et al., 

2007; Wang et al., 2014; Zhu et al., 2016; Lima et al., 2017). Os efeitos 

anti-inflamatórios desencadeados pelas TZD são em parte devido a sua 

capacidade em alterar o perfil dos fagócitos mononucleares de um perfil 

M1 (inflamatório) para M2 (alternativo/anti-inflamatório) (Bouhlel et al., 

2007). Nesse sentido, a rosiglitazona mostrou-se eficaz no controle da 

resposta inflamatória in vitro com uma redução significativa nos níveis 

de TNF, IL-6, IL-12, PGE2 e CCL2 por macrófagos murinos estimulados 

com LPG de Leishmania, curiosamente os níveis de IL-10 não foram 

alterados. Essa última observação, chamou a nossa atenção, uma 

vez que pacientes com LC produzem níveis muito baixos desta 

citocina regulatória (Bacellar et al., 2002), sugerindo que a ativação do 

PPAR-y pela rosiglitazona poderia ser uma via alternativa para a 

regulação da resposta inflamatória de pacientes com LC. No entanto, 

por problemas de reações adversas apresentados pela rosiglitazona, 

optamos por não utilizá-la e explorarmos o papel da pioglitazona na 

reposta imune de pacientes com LC. 

 Como a toxicidade de medicamentos representa um 

grande problema na descoberta de novos alvos terapêuticos. Nós 

avaliamos inicialmente a viabilidade celular após exposição a 

pioglitazona na concentração de 1uM e descobrimos que a concentração 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9329526/#B43
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9329526/#B59
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9329526/#B59
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9329526/#B20


57 

 A sinalização iniciada por TLR2 e TLR4 resulta na ativação do NF-

κB, produção de citocinas e clivagem do CD163 (marcador de 

monócitos/macrófagos M2), levando à liberação de sua forma solúvel 

(sCD163 - marcador de monócitos/macrófagos M1) (Medzhitov e 

Janeway, 2000). Recentemente, foi demonstrado que a L. braziliensis e 

que proteínas solúveis do parasito (SLA) são capazes de aumentar a 

testada não apresentou nenhum risco tóxico para as CMSP humanas. 

Em seguida utilizamos uma rede de interação proteína-proteína 

usando como entradas proteínas que são conhecidas por 

induzir ou regular negativamente a resposta inflamatória (TNF, IL-6, 

IL-1β, IL-10, MMP9, CD163, TLR2, TLR4, NFκB1, NFκB2, RELA e 

PPARG). Para nossa surpresa, descobrimos que todas as proteínas 

testadas estavam correlacionadas direta ou indiretamente com o PPAR-

y, além disso, o enriquecimento da via GO, mostrou que o PPAR-y 

poderia estar envolvido na resposta celular contra LPS, regulação 

positiva de citocinas, resposta imune, resposta inflamatória e regulação 

positiva da atividade do fator de transcrição de ligação ao DNA. Embora 

seja útil identificar categorias funcionais gerais, a análise da rede 

proteica e o enriquecimento GO podem ser tendenciosos, uma vez que 

uma seleção arbitrária de proteínas pode ser usada como 

entrada. Portanto, mostramos que as células das lesões de LC 

produzem níveis mais elevados de TNF, IL-6, IL-1β, MMP9, IL-10 

e sCD163 quando compa-radas às células da pele sadia, sugerindo 

que essas células estão classicamente ativadas para o perfil M1 e que a 

ativação do PPAR-γ pode distorcer os fagócitos mononucleares para o 

perfil alternativo (M2) e ser um alvo chave para regular a 

resposta inflamatória, característica das lesões da LC.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9329526/#B38
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9329526/#B38
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expressão de TLR2 e TLR4, levando a produção de citocinas 

inflamatórias e regulatórias (Polari et al., 2019; Carneiro et al., 2021). 

Estudos anteriores também mostraram que a pioglitazona é capaz de 

modular a expressão de TLR2 e TLR4 (Dasu et al., 2009; Kutsenko et al., 

2012). Dessa forma, investigamos se a ativação do PPAR-y pela 

pioglitazona poderia modular a produção das citocinas TNF, IL-6, IL-1β, 

MMP9 e IL-10 sem induzir a liberação da forma solúvel do CD163 em 

monócitos humanos estimulados com agonistas do TLR2 (Pam3Cys), 

TLR4 (LPS) ou SLA. Inicialmente, descobrimos que a pioglitazona foi 

capaz de reduzir a produção TNF, IL-6, IL-1β, MMP9, IL-10 e sCD163 

induzida por LPS ou Pam3Cys. Em seguida, observamos que as CMSP 

expostas a pioglitazona e estimuladas com SLA produziram níveis 

menores de TNF, IL-6, IL-1β, MMP9 e sCD163, mas de forma 

interessante, os níveis de IL-10 não foram alterados. De forma similar, as 

células da lesão de pacientes infectados com L. braziliensis e tratadas 

com pioglitazona tiveram os níveis de TNF, IL-1β, MMP9 e sCD163 

reduzidos, novamente observamos que os níveis de IL-10 não foram 

alterados. Estes resultados indicam que a pioglitazona modula 

negativamente a secreção de mediadores inflamatórios por monócitos/

macrófagos de pacientes com LC, independentemente da IL-10. A falta 

de efeito da pioglitazona em relação aos níveis de IL-10 em CMSP 

estimuladas por SLA e células da lesão é de alguma forma diferente dos 

resultados observados em células estimuladas por LPS e Pam3Cys, 

onde a pioglitazona reduziu os níveis de IL-10. A explicação mais 

provável para esta disparidade é que a infecção por L. 

brazilienis pode induzir outros tipos de célulares além dos além dos 

monócitos/macrófagos a produzirem IL-10. 
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 Monócitos / macrófagos ativados alternadamente diminuem a 

resposta inflamatória ao produzirem citocinas reguladoras como a IL-10 

(Sulahian et al., 2000; Porcheray et al., 2005). Além disso, essas células 

estão envolvidas na eliminação de detritos, remodelação e reparo de 

tecidos (Gordon, 2003 ; Xu et al., 2006 ; Gordon e Martinez, 2010; 

Sapudom et al., 2021). Para confirmar que o efeitos anti-inflmatório e 

estado alternativo dos monócitos tratados com pioglitazona são 

dependentes da ativação do PPAR-y, nós bloqueamos PPAR-γ com um 

inibidor seletivo e irreversível e posteriormente estimulamos essas células 

com SLA e pioglitazona. 

Nossos resultados mostraram que os efeitos da pioglitazona foram 

anulados na ausência do PPAR-y, mostrando que a ativação alternativa 

dos monócitos e modulação negativa da produção de citocinas 

inflamatórias pela pioglitazona é de fato completamente dependente da 

atividade do PPAR-γ. Já  se sabe que fortes respostas anti-

inflamatórias podem contribuir para o estabelecimento da infecção por 

Leishmania (Malta-Santos et al., 2017) e devido aos nossos resultados 

mostrarem uma grande capacidade da pioglitazona em modular a 

resposta inflamatória via PPAR-y. Nós investigamos o papel da ativação 

deste receptor nuclear pela  pioglitazona nos monócitos infectados com a 

L. braziliensis. Curiosamente, encontramos uma menor carga parasitária 

nos monócitos infectados entre 4 e 24 horas de infecção na presença da 

pioglitazona. Essas observações chamaram nossa atenção, pois a 

produção de ERO é o principal mecanismo que os monócitos/

macrófagos humanos utilizam para destruir a L. braziliensis (Novais et 

al., 2014; Carneiro et al., 2016). Além disso, macrófagos ativados alterna-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9329526/#B60
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9329526/#B49
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9329526/#B22
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9329526/#B63
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9329526/#B23
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9329526/#B23
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9329526/#B56
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9329526/#B37
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9329526/#B37
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tivamente também podem produzir ERO (Nandakumar et al., 2017), 

especialmente na presença de agonistas exógenos do PPAR-γ (Lefèvre 

et al., 2010). Para nossa surpresa, a pioglitazona não alterou a 

produção de ERO nos monócitos infectados, mas ao avaliarmos a 

viabilidade da L. braziliensis in vitro, descobrimos que a exposição do 

parasito a pioglitazona diminui significativamente a sua viabilidade, 

o que justifica em parte as observações das reduções da carga 

parasitária. Contudo, novos estudos serão realizados para compreender 

melhor, os mecanismos utilizados pela pioglitazona na viabilidade da 

Leishmania durante sua interação com os monócitos. 

 Como a pioglitazona é uma droga oral indicada para tratamento da 

diabetes (Singh et al., 2023), muitos esforços têm sido feito no 

desenvolvimento de formulações para uso tópico da pioglitazona (Silva-

Abreu et al., 2017 ; Nair et al., 2019 ; Rojewska et al., 2020). Neste 

sentido, pacientes com psoríase tratados com pioglitazona tópica tiveram 

uma diminuição no score da gravidade da doença (Mittal et al., 2009 ; 

Singh e Bhansali, 2016). Portanto, o uso de uma formulação tópica de 

pioglitazona evitaria efeitos sistêmicos e seria uma opção mais segura 

no caso de LC. Em suma, nossos dados mostraram que a sinalização do 

PPAR-γ induzida pela pioglitazona diminui a resposta inflamatória em 

pacientes com LC sem afetar morte da L. braziliensis por monócitos 

humanos.

Monócitos são células circulantes no sangue periférico que 

migram para as os locais de inflamação e infecção, onde se 

diferenciam em macrófagos e desempenham um papel importante na 

apresentação de antígenos, produção de citocinas e morte da 

Leishmania (Passos et al., 2015, Giudice et al., 2012; Léon et al., 2007; 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9329526/#B45
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9329526/#B10
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Novais et al., 2014; Carneiro et al., 2016). Recentemente, foi 

mostrado que pacientes com LC que falharam a terapia com 

antimoniato pentavalente, apresentavam elevada carga parasitária e 

forte resposta inflamatória no local da lesão (Amorim et al., 2019). 

Desta maneira, moléculas que desabilitam a atividade 

leishmanicida dos macrófagos favorecendo a sobrevivência do 

parasito tem sido alvo de estudos. Sabe-se que a PGE2 é um 

eicosanóide inflamatório derivado do metabolismo do ácido 

araquidônico pelas enzimas COXs que contribui para a 

sobrevivência de várias espécies de Leishmania, incluindo  L. 

amazonensis, L.donovani e L. infantum (Saha et al., 2014; Lonardoni et 

al., 1994; Araújo-Santos et al., 2014).

Foi demonstrado anteriormente que pacientes com 

leishmaniose cutânea e difusa causada por L. amazonensis 

exibem elevada expressão dos genes da COX-2 (PTGS2) e do 

receptor EP2 (PTGER2) no local da lesão estando associada a 

sobrevivência do parasito (França-Costa et al., 2015) e mais 

recentemente foi demonstrado que pacientes infectados com L. 

braziliensis apresentam elevada expressão dos genes PTGS2, PTGER2 

e PTGER4 no local da lesão (França-Costa et al., 2016; Malta-Santos et 

al., 2020). É importante ressaltar que a sinalização da PGE2 por meio do 

receptor EP2 e EP4 é bem conhecida por induzir a produção de cAMP, 

uma molécula que diminui a produção de ERO (Ottonelo et al., 1995; Lin 

et al., 2005; Serezani et al., 2007). Embora, já tenha sido demonstrado 

que pacientes com LC causada por L. braziliensis tenham a expressão 

genes PTGER2, PTGER4 e PTGS2 aumentados no local das lesões, nós

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9329526/#B47
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9329526/#B47
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aprofundamos o olhar para a funcionalidade desta enzima e do seu 

metabolito lipídico nas lesões de pacientes com LC. 

Concordantemente com as observações anteriores (França-Costa et 

al., 2016; Malta-Santos et al., 2020), também identificamos que os 

genes que codificam a COX-2 e o receptor EP2 estavam aumentados 

nas lesões de pacientes com LC em comparação com a pele 

saudável. Adicionalmente, observamos que pacientes com alta 

expressão do gene da COX-2 possuíam maior carga parasitária e 

levaram mais tempo para curar quando comparados aos pacientes 

que exibiram baixa expressão do gene da COX-2. Estes resultados 

reforçam a hipótese de que o aumento da expressão do gene 

PTGS2 no local da lesão pode ser um importante fator do 

hospedeiro envolvido no estabelecimento da infecção por L. 

braziliensis e consequentemente falha terapêutica. 

 Para confirmar essa hipótese, avaliamos a frequência de 

células que expressavam a enzima COX-2, número de amastigotas e 

níveis de PGE2 nas lesões de pacientes com LC e pele sadia. Nós 

descobrimos que as lesões de pacientes com LC apresentavam um 

denso infiltrado de células positivas para COX-2, principalmente 

naqueles indivíduos que falharam a terapia, além de altos níveis de 

PGE2 que por sua vez, correlacionaram-se positivamente com o 

número de parasitos e lesões. Estes achados sugerem que aumento 

de COX-2/PGE2 nos locais das lesões de pacientes com LC pode ser 

um fator que contribui para a disseminação do parasito e gravidade 

da doença. De fato, pacientes com leishmaniose disseminada, uma 

forma emergente da leishmaniose tegumentar americana (LTA),
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apresentam múltiplas lesões cutâneas e produzem altos níveis de PGE2 

(Oliveira et al., 2021), o que suporta a nossa hipótese.  

A resposta imune inata mediada por macrófagos e neutrófilos 

representam uma importante linha de defesa contra parasitas 

intracelulares, devido à capacidade destas células em produzir ERO 

(Giudice et al., 2012; Tavares et al., 2016; Carneiro et al., 2016; 

Conceição et al., 2016) além disso, essas células são importantes 

fontes de produção de PGE2 (Lonardoni et al., 1994; Saha et al., 

2014; Araújo-Santos et al., 2014; Tavares et al., 2016; 

Bonyek-Silva et al., 2020).  Enquanto uma alta frequência de 

macrófagos tem sido descrita por compor o infiltrado inflamatório 

das lesões de pacientes com LC, um baixo número de neutrófilos 

tem sido observado nesses locais (Bittencourt e Barral 

1991; Saldanha et al., 2017). Em adição, macrófagos 

infectados com L. braziliensis produzem altos níveis de PGE2 logo 

nas primeiras horas de infecção (Bonyek-Silva et al., 2020). Neste 

trabalho, descobrimos que após 2 horas da internalização da L. 

braziliensis nos macrófagos, essas células começam a produzir níveis 

relativamente altos de PGE2, sendo observado o seu maior pico após 

48 horas de infecção. Observamos também que os níveis de PGE2 

neste momento de pico correlacionaram-se positivamente com o 

número de ciclos de antimoniato pentavalente que estes pacientes 

necessitaram fazer para alcançarem a cura, o que reforça o 

envolvimento deste eicosanoide na falha terapêutica.
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 Monócitos e macrófagos são as principais fontes celulares 

produtoras de IL-1β na LC (Santos et al., 2017) e estudos anteriores 

apontaram a PGE2 como uma molécula indutora da produção desta 

citocina inflamatória (Zoccal et al., 2016; Sheppe et al., 2018). Dessa 

forma, avaliamos a capacidade da PGE2 exógena em induzir a produção 

de TNF, IL-1β, IL-6 e IL-10 em macrófagos humanos não infectados. 

Nossos dados mostraram que a PGE2 não é capaz de induzir a produção 

de citocinas inflamatórias, mas por um mecanismo pouco compreendido, 

induziu uma maior liberação de IL-10. A IL-10 é uma citocina bem descrita 

por modular negativamente as respostas inflamatórias (Lago et al., 

2018; Bacellar et al., 2002), favorecendo assim a multiplicação do 

parasita dentro dos macrófagos (Kane e Mosser, 2001). Contudo, os 

níveis induzidos pela PGE2 em  macrófagos não infectados foram muito 

baixo e aparentemente insuficiente para regular a resposta inflamatória, 

observada durante a infecção pela L. brazileinsis. Portanto, investigamos 

se baixas concentrações de IL-10 poderia afetar a capacidade dos 

macrófagos em destruir a Leishmania. Dessa forma, infectamos 

macrófagos de pacientes com LC e enriquecemos as culturas com doses 

crescentes de rIL-10. Descobrimos que mesmo em concentrações baixas 

de rIL-10, os macrófagos tiveram sua habilidade leishmanicida afetada, 

permitindo assim a proliferação dos parasitos. Nossos resultados 

sugerem que a inibição da síntese da PGE2 pode representar 

uma estratégia promissora para o controle da resposta inflamatória 

e da infecção por L. braziliensis in vitro.
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 Os efeitos da inibição da COX com AINEs seletivos e não seletivos 

demonstram ser eficientes no controle da infecção por diversas espécies 

de Leishmania in vitro e in vivo (Lonardoni et al., 1994; Saha et al., 

2014; Araújo-Santos et al., 2014). Contudo, a escolha de um AINE 

não seletivo pode interferir em outras vias não desejadas e 

provocar alterações em diferentes ambientes fisiológicos. Assim, 

optamos por utilizar, o primeiro AINE seletivo descrito para COX-2 o 

composto NS398 (Futaki et al., 1994) e que mostrou ser eficiente no 

controle da infecção por L. infantum in vivo (Araújo-Santos et al., 

2014). Deste modo, infectamos macrófagos com L. braziliensis e em 

seguida inibirmos a COX-2 com o composto NS398. Nós 

descobrimos que as células infectadas e tratadas com 

NS398 apresentaram um menor número de amastigotas por 

macrófago, o que está de acordo com os achados de outros estudos 

envolvendo outras espécies de Leishmania e diferentes AINEs (Saha 

et al., 2014; Araújo-Santos et al., 2014). 

 Como lesões com alta carga parasitária exibem uma resposta 

inflamatória mais intensa podendo contribuir para o dano tecidual e falha 

terapêutica (Amorim et al., 2019). Investigamos se a inibição da COX-2 

nas células das lesões de pacientes com LC poderia também modular a 

resposta inflamatória. Para nossa surpresa, observamos que as células 

das lesões tratadas com o composto NS398 produziram níveis menores 

de TNF, IL-10 e IL-1β. Juntos, nossos dados sugerem que a inibição da 

enzima COX-2 usando um AINE seletivo aumenta a capacidade dos 

macrófagos de matar a Leishmania, atenuando assim a resposta 

inflamatória.
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IX. CONCLUSÃO

1 – A sinalização por meio do receptor Notch 1 é bénefica para 
regulação da resposta inflamatória de pacientes LC; 

2 – A inibição da gamma-secretase com o composto JLK6 
mostrou-se eficaz no controle da resposta inflamatória diminuindo 
os níveis de TNF, IL-6, IL-1β, granzima B e IL-10 sem afetar a 
capacidade dos monócitos em matar a L. braziliensis; 

3 – A ativação do PPAR-y pela pioglitazona diminuiu a produção 

das citocinas inflamatórias TNF, IL-6, IL-1β por monócitos/

macrófagos; 
3 – A ativação do PPAR-y pela pioglitazona induziu a ativação 
alternativa dos monócitos  

4 – A pioglitazona não afetou a capacidade dos monócitos em 
produzir ERO e matar a L. braziliensis; 

5 - A pioglitazona diminuiu à viabiliade de promastigotas in vitro; 

6 – O aumento da COX-2/PGE2 nas lesões de pacientes LC está 
associada a carga parasitária, gravidade da doença e falha 
terapêutica; 

7 – A PGE2 não induz a resposta inflamatória na LC; 

8 – A neutralização da COX-2 aumentou a morte da L. braziliensis 
por macrófagos de pacientes LC; 

9 – A neutralização da COX-2 diminuiu a produção de TNF, IL-1β e 
IL-10 pelas células das lesões de paciente LC; 

Juntos nossos resultados, mostram as vantagens em ativar o 

PPAR-y com a pioglitazona, inibir a gama-secretase com o JLK6 e inibir 

a COX-2 com NS398 para regular a resposta inflamatória sem 

afetar a capacidade dos monócitos/macrófagos em matar 

a L. braziliensis. Além disso, este trabalho mostrou que esses 3 

compostos apresentam efeitos imunomoduladores e são fortes 

candidatos a terapia adjuvante da LC. 
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X. PROPOSTA DE ESTUDO

     A resposta inflamatória contra a L. braziliensis é extremamente 

importante, mas a produção exacerbada de citocinas e eicosanoides 

inflamatórios contribuem para a dano tecidual e falha terapêutica. 

Moléculas que regulam a resposta inflamatória sem afetar a capacidade 

dos fagócitos mononucleares de destruírem a L. braziliensis é extremamente 

atraente para a terapia adjuvante da LC. Com o intuito de avançar na 

compreensão da regulação da resposta inflamatória e contribuir na 

diminuição da falha terapêutica da LC, nossa proposta será realizar 3 

ensaios clínicos pilotos com as substâncias aqui descobertas. Dessa 

forma, associaremos formulações tópicas ao tratamento padrão da LC 

(antimoniato pentavalente) conforme preconizado pelo Ministério da Saúde. 

Nosso primeiro objetivo será determinar eficácia da pioglitazona 

tópica associada ao antimoniato pentavalente venoso. Convidaremos a 

participar deste estudo piloto 20 pacientes com LC (amostra de 

conveniência) que serão randomizados e inseridos em dois grupos:  

Grupo 1 - Pioglitazona tópica 1µM (aplicação 1 vez ao dia) + antimoniato 

pentavalente (20mg/kg/dia EV) – 10 pacientes LC  

Grupo    2 - Antimoniato pentavalente (20mg/kg/dia EV) – 10 pacientes LC. 

Critérios de cura: 

Cura inicial – Cicatrização total após 30 dias de tratamento 

Cura final - Cicatrização total após 60 dias de tratamento 
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Nosso segundo objetivo será determinar a eficácia do AINE NS398 

tópico associado ao antimoniato pentavalente venoso. Convidaremos a 

participar deste estudo piloto 20 pacientes com LC (amostra de 

conveniência) que serão randomizados e inseridos em dois grupos:  

Grupo 1 – NS398 tópica 100µM (aplicação 2 vezes ao dia) + antimoniato 

pentavalente (20mg/kg/dia EV) – 10 pacientes LC  

Grupo    2 - Antimoniato pentavalente (20mg/kg/dia EV) – 10 pacientes 

LC. 

Critérios de cura: 

Cura inicial – Cicatrização total após 30 dias de tratamento 

Cura final - Cicatrização total após 60 dias de tratamento 

 Nosso terceiro e último objetivo será determinar a eficácia 

do JLK6 tópico associado ao antimoniato pentavalente venoso. 

Convidaremos a participar deste estudo piloto 20 pacientes 

com LC (amostra de conveniência) que serão randomizados e 

inseridos em dois grupos:  

Grupo 1 – JLK6 tópica 20µM (aplicação 1 vez ao dia) + 

antimoniato pentavalente (20mg/kg/dia EV) – 10 pacientes LC  

Grupo    2 - Antimoniato pentavalente (20mg/kg/dia EV) – 10 pacientes 

LC. 

Critérios de cura: 

Cura inicial – Cicatrização total após 30 dias de 

tratamento 

Cura final - Cicatrização total após 60 dias de tratamento 
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XI. SUMARY

STUDY OF PATHWAYS OF REGULATION OF THE INFLAMMATORY 
RESPONSE IN PATIENTS WITH CUTANEOUS LEISHMANIASIS 
CAUSED BY L. braziliensis. 

Patients with cutaneous leishmaniasis (CL) present an exacerbated 
inflammatory response associated with tissue damage and the 
development of ulcers. In recent years, higher rates of treatment failure 
with pentavalent antimoniate have been observed, but the underlying 
reason remains poorly understood. Our hypothesis is that patients with 
CL present a decrease in regulatory mechanisms, thus allowing 
inflammation to persist and ulcers to develop. The objectives of the 
present study were to evaluate the role of Notch signaling, activation of 
PPAR-y by pioglitazone and the functions of PGE2 in the inflammatory 
response of patients with CL caused by L. braziliensis. We initially 
discovered that signaling via the Notch 1 receptor protects patients with 
CL against the pathological inflammatory response, while the compound 
JLK6, a selective gamma-secretase inhibitor that does not interfere with 
Notch signaling, has been shown to decrease the inflammatory response 
in vitro, without change the parasite load in monocytes after 72 hours. 
Subsequently, we showed that activation of PPAR-γ by pioglitazone 
changed the profile of monocytes to M2, decreasing the inflammatory 
response without affecting the killing of L. braziliensis by monocytes from 
patients with CL. Finally, we found that increased COX-2/PGE2 is 
associated with disease severity and treatment failure in CL. 
Furthermore, neutralization of COX-2 by NS398, a selective NSAID, 
increased the ability of macrophages to kill L. braziliensis, thus 
decreasing the production of inflammatory cytokines. Together, these 
findings reveal the advantages of inhibiting the gamma-secretase 
complex with the compound JLK6 without interfering with Notch 
signaling, activating PPAR-y with pioglitazone and inhibiting the 
synthesis of PGE2 through neutralization of COX-2 with the compound 
NS398. Making these three compounds strong candidates for adjuvant 
therapy for CL. 

Keywords: Cutaneous leishmaniasis; L. braziliensis; inflammation; 
therapeutic failure; Notch; Pioglitazone; PGE2; PPAR-γ 
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INTRODUCÃO 
 

Este roteiro tem o objetivo de orientar o pós-graduando na elaboração da 

Dissertação e Tese, respectivamente, trabalho de conclusão do Curso de Mestrado e de 

Doutorado. 

 

O Colegiado do Programa de Pós-graduação em Ciências da Saúde (PPgCS) tem 

critérios próprios sobre número e características de artigos a serem apensos na Dissertação 

ou na Tese. Esses artigos, anexos a Dissertação ou Tese, devem ser publicados em 

periódicos com corpo editorial e com reconhecido grau de impacto científico, sendo o 

mínimo desse também estabelecido pelo Colegiado do PPgCS (vide Portaria 003/2010). 

 

Os artigos, citados no parágrafo anterior, devem ter sido realizados durante o 

período de matrícula no PPgCS (mestrado ou doutorado), atendendo os objetivos dos 

respectivos Projetos de Dissertação ou Tese, não sendo considerados trabalhos publicados 

ou aceitos para publicação em períodos anteriores ou mesmo durante outros cursos de Pós-

graduação, inclusive stricto sensu. Para o curso de Doutorado, deverá ser o doutorando 

necessariamente primeiro autor de um dos artigos (vide Portaria 003/2010). 

 

A defesa deve consistir em apresentação oral com duração de até 30 (trinta) minutos 

(mínimo 20 minutos), seguida de argüição, em que cada membro da banca pode agüir por 

até 10 (dez) minutos, tendo o candidato direito a 20 (minutos) para responder a cada 

examinador. 

É sempre recomendável consultar, formalmente, a Coordenação do PPgCS em caso 

de alguma dúvida sobre o formato final do trabalho de conclusão. 

 
Lembretes: 

1. preferencialmente, pelo menos até antes da impressão final, escreva a minuta do trabalho de 
conclusão com espaço duplo e fonte de tamanho 12 ou 14, utilizando papel reciclável. O 
espaço duplo facilita as correções do seu Professor-orientador ou dos membros da 
Comissão Examinadora; 

2. verifique a exeqüibilidade, com seu Professor-orientador, de solicitar pedido de auxílio à 
pesquisa a Fundação de Amparo a Pesquisa da Bahia (FAPESB), ao CNPq e/ou outras 
agências de fomento. 
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I. CAPA 
 

USO OBRIGATÓRIO: DISSERTAÇÃO, TESE. 

 

Exemplo (página seguinte) 
 
 A capa de Dissertação ou Tese deve ser em papel couchê branco, letras de cor preta e 
com as seguintes dimensões: (a) 21,1 cm de largura e 29,8 cm de comprimento (dimensões 
da folha A4). 
 
 Na capa de Trabalho de Conclusão (Dissertação ou Tese), devem constar as seguintes 
informações (vide exemplo): 
 

ü Instituições e brasões heráldicos da UFBA e da FMB; 
 

ü Título: deve ser conciso e capaz de conduzir o leitor a prever o objetivo principal do 
estudo; 

 
ü Nome do Pós-graduando (como prefere ser citado?) No exemplo, o nome completo 

é Manoel Eugênio de Oliveira Köetzel Neto, mas o autor preferiu o registro de 
somente Manoel Köetzel Neto, como usado mais modernamente; 
 

ü Assinalar se Dissertação de Mestrado ou Tese de Doutorado; 
 

ü (rodapé): Salvador (Bahia), ANO. 
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UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA 
FACULDADE DE MEDICINA DA BAHIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS DA 
SAÚDE  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ESTUDO CASO-CONTROLE  ... 
 
 
 

 
 
 

Manoel Köetzel Neto 
 
 
 
 

Dissertação de Mestrado 
 
 
 
 
 
 

Salvador (Bahia), 2005 
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CURIOSIDADES 
 

O Brasão de Armas da Universidade Federal da Bahia1 foi criado em 1956, 
pelo Frei Beneditino Paulo Lachenmayer com o lema Virtute spiritus (pela força da mente), 
com os seguintes elementos: escudo com dois ramos de três folhas de oliveira (atributo de 
Minerva, representando a paz e a vitória) e insígnas por três tochas, dispostas em pala 
acesas ao natural, representando a essência alimentadora da luz. 

 
 

A arma heráldica da Faculdade de Medicina da Bahia tem “escudo 
esquartelado: I e IV de azul, fendido de prata com corte de dois ramos de 
oliveira; II e III, de verde, um esculápio serpentífero, de ouro. Lema: Sanare 
atque servare. Comentário: os quartéis fendidos aludem à Universidade, a qual 
se incorporou como a mais antiga Faculdade do Brasil – prerrogativa indicada na 
data de sua fundação; o esculápio é o símbolo universal da Medicina – que esta 
Casa ensina, consoante os propósitos expressos no seu lema”. V. Hugo C. Lopes 
– esse brasão foi ofertado a FMB em 1962, pela Turma de 1937 por ocasião do 25° ano da 
Formatura. 

 
 

________________________________________________________________________ 
(1) FONTE: Boaventura EM. Pela força da mente. O brasão de armas da Universidade Federal da Bahia. 
Universitas 40: 19-27, 1991. 



PPgCS-FMB-UFBA: NORMATIZAÇÃO PARA APRESENTAÇÃO DE DISSERTAÇÃO E TESE 
Salvador (Bahia), Abril de 2010 (1ª versão) 

 
 

6

 
II. LOMBADA (ou Dorso) 
 
USO OBRIGATÓRIO: DISSERTAÇÃO e TESE 
 
 

A lombada ou dorso da capa deve conter as seguintes informações: Nome do Pós-
graduando, título do trabalho e ano. Exemplo:  
 
Manoel Köetzel Neto.  ESTUDO CASO-CONTROLE..., 2005.  
 
 
III. FICHA CATALOGRÁFICA 
 
USO OBRIGATÓRIO: Dissertação, Tese 
 
LOCALIZAÇÃO: contra-capa (verso da capa). Elementos da Ficha (a ficha deve ser 
colocada dentro de um quadro, preferencialmente na parte inferior da página, como no 
exemplo abaixo). RECOMENDAÇÃO: consulte o Bibliotecário do HUPES/UFBA, FMB 
ou Biblioteca Central da UFBA. 
 
1ª Iinha: Número de Cutter//*(Último sobrenome, Nome do autor) 
 
2ª linha e seguintes:(Título do trabalho)/(Nome completo do Autor. -(Cidade): (Letras 
iniciais do nome, último sobrenome), (ano). 
 
Em outra linha: (número de páginas iniciais numeradas com algarismos romanos**), 
(número de páginas numeradas com algarismos arábicos, seguido de p.) (ESPAÇO) il. (se o 
trabalho tem ilustrações, fotos, ou desenhos). 
 
Na linha seguinte: Dissertação (ou Tese) (Mestrado em Ciências da Saúde, área de 
concentração em ... (ou Doutorado em Ciências da Saúde, área de concentração em ... ), 
Faculdade de Medicina da Bahia da Universidade Federal da Bahia. 
 
Na linha seguinte: Palavras-chaves: (até quatro). 1. ...; 2. ...; 3. ...; 4. ...; 5. Título (não 
registre o título do trabalho). 
 
Na linha seguinte (recuado para a direita): CDU: (***) 

(*) N° de Cutter//*: seguido de dois espaços; (**) Exemplo: vii, 187p. il. (significado: sete 
páginas iniciais numeradas com algarismos romanos seguidas de 187 páginas em 
algarismos arábicos e o trabalho tem ilustrações); (***) CDU (números da Classificação 
Decimal Universal). 
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T231 Tavares-Neto, José 
 Marcadores sorológicos das hepatites B e C em residentes de área endê- 
 mica da esquistossomose mansônica/José Tavares-Neto – Salvador: J. 
 Tavares-Neto, 1997. 
 Viii, 264p.: il. 
 Tese apresentada à Faculdade de Medicina da Bahia da Universidade  
 Federal da Bahia, como pré-requisito obrigatório do Concurso de Livre- 
 Docência em Doenças Infecciosas e Parasitárias. 
 1. Esquistossomose mansônica; 2. Hepatite B; 3. Hepatite C; 4. Schisto- 
 soma mansoni. I. Título. 
         CDU: 616.995.122 
          616.36-002 

 
IV. PRIMEIRA PÁGINA 
USO OBRIGATÓRIO: Dissertação, Tese. 
Numeração da página: algarismo romano (iii ou III, sendo Dissertação ou Tese, 
considerando que a CAPA corresponde à página i ou I* e a FICHA CATALOGRÁFICA 
ocupe a página ii ou II ou, como mais próprio, o verso da capa [página i]). 
(*) na capa não deve constar o número (i ou I) 
 
Exemplo: vide elementos na página seguinte. 
 
ATENCÃO: o nome do Pós-graduando deve ser assinalado do mesmo modo nos itens I, II, 
III e IV. 
 
V. COMISSÃO EXAMINADORA 
USO OBRIGATÓRIO: Dissertação, Tese 
NUMERAÇÃO: algarismo romano  
Nome dos Membros titulares e suplentes 
Exemplo: 
COMISSAO EXAMINADORA 
 
Membros Titulares: (três para Mestrado e cinco para Doutorado) 
. Rafael Tuma (Presidente), Professor titular de Cardiologia da Faculdade de 
Medicina da Universidade ... . 
. Antônio Garrafa (Professor–orientador ), Professor adjunto-doutor, Livre 
Docente de Bioquímica da Faculdade de Farmácia ... 
 
Membros Suplentes: (o Professor-orientador, se Dissertação; ou dois 
suplentes, sendo um deles o Professor-orienatador, no caso de Tese) 
. Carlos Peixoto, Professor adjunto-doutor da Faculdade de Biologia  ... 
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UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA 
FACULDADE DE MEDICINA DA BAHIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS DA 
SAÚDE  

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

(TÍTULO DO TRABALHO) 
 
 
 

 
(NOME DO PÓS-GRADUANDO) 
 
 
Professor-orientador: NOME (sem citar: 
titulação, ocupação, Prof. ou Dr., etc.). 
 

 
 
 

Dissertação (ou Tese) apresentada ao Colegiado 
do PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM 
CIÊNCIAS DA SAÚDE, da Faculdade de 
Medicina da Universidade Federal da Bahia, 
como pré-requisito obrigatório para a obtenção 
do grau de Mestre (ou Doutor) em Ciências da 
Saúde, da área de concentação em  ... 

 
 

Salvador (Bahia), ano. 
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VI. PÁGINA DO FRONTISPÍCIO 

USO OPCIONAL: Dissertação, Tese 

Numeração: algarismo romano 
 
Usada para fazer alguma citação de Autor conhecido ou frase de domínio público. 
EXEMPLO:  
 

Cada um tem sua raridade: selo, flor, dente de elefante. Uns 
têm até felicidade! Eu tenho... 
(extraído do poema "Retrato Falante", de Cecília Meireles, 
1961) 

 
 

VII. DEDICATÓRIA 

USO OPCIONAL: Dissertação, Tese 

NUMERAÇÃO: algarismo romano 

 
Preferencialmente, no canto inferior direito da 
página e recuado para a esquerda. 

 

VIII. EQUIPE (ver item XI) 
 
USO RECOMENDÁVEL: Na Dissertação ou Tese a equipe é citada em Agradecimentos 
(vide adiante), com citação do nome por extenso de cada membro. 

 

Exemplo: 

• Soraia de Araújo e Silva, Mestre e Doutora do Instituto de ... 

• Albano Luiz de Sattler, Estudante de Medicina (matrícula 090811996), do 

PET-Medicina 

 
Observação: a participação de alunos de Curso de Graduação e/ou de Técnicos sem título 
de Mestre é considerada como aspecto positivo do trabalho de conclusão (Dissertação ou 
Tese). 
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IX. INSTITUIÇÕES PARTICIPANTES (ver item XI) 
USO RECOMENDÁVEL: Na Dissertação ou Tese as Instituições são citadas em 
Agradecimentos (vide adiante). 

 

Exemplo: 

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA 

Ø Faculdade de Medicina da Bahia 

Ø Escola de Agronomia 

Ø Instituto de Saúde Coletiva 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA 

 

X. FONTES DE FINANCIAMENTO 

USO RECOMENDÁVEL: Dissertação, Tese. 

NUMERAÇÃO: algarismo romano 
Exemplo: 
 

Fontes de Financiamento: 
1. Fundação de Amparo a Pesquisa do Estado da Bahia (FAPESB); 
2. Projeto CNPq  No....   /2001; 
3.Bolsa de Estudo da CAPES  
 
 
XI. AGRADECIMENTOS 

USO RECOMENDÁVEL: Dissertação, Tese 

 

NUMERAÇÃO: algarismo romano 

 
ATENCÃO: em trabalho científico, os agradecimentos devem ser restritos aos 
colaboradores (diretos ou indiretos) e as instituições, mas de modo sóbrio. Evite citar 
Colaboradores referindo-os pelo apelido ou somente pelo prenome. Deus, Orixás, Santos, 
e Familiares, se agradecidos, cabem em Dedicatória. 
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XII. ÍNDICE OU SUMÁRIO 
USO OBRIGATÓRIO: Dissertação, Tese. 
 
NUMERAÇÃO: algarismos arábicos (este é o primeiro capítulo onde a página é numerada 
com algarismo arábico, como todos os capítulos seguintes). 
 
O número da página deve ser citado à direita de cada item ou tópico, exemplo: 
 

ÍNDICE 
Índice de tabelas 5 
Índice de gráficos 7 
Índice de figuras 8 
I. Resumo 9 
II. Introdução 10 
III. Revisão da Literatura 12 

III.1. O vírus da hepatite B (VHB) 14 
III.1.1. Distribuição dos genótipos 18 

III.2. Epidemiologia 22 
...  
IV. Metodologia do Estudo 56 
V. Artigo 1 72 
...  
XII. Anexos 184 
 
 
XIII. ÍNDICES (tabelas, gráficos, figuras, quadros e siglas) 
USO OBRIGATÓRIO: Dissertação, Tese, quando houver cinco (5) ou mais elementos a 
serem citados. O índice também pode ser conjunto, separando-os por grupos, quando não 
houver muitos (mais de 10) elementos a serem citados. 

 

O número da página deve ser registrado à direita. Após número da tabela, gráfico ou figura 

colocar ponto (.). Exemplo de modelo conjunto: 

 

ÍNDICE DE FIGURA, GRÁFICO E TABELAS 

FIGURA 

FIGURA I. Curva de sobrevida em casos de lepstospirose ... em  ...                                             45 

 

GRÁFICO 
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GRÁFICO I. Proporção dos pacientes ....                                                                                        89 

 

TABELAS 

TABELA I. Indicadores de Desenvolvimento Humano (IDH) no Estado da Bahia                         20 

TABELA II. Casos de leptospirose atendidos no Hospital Couto Maia, de 1990 a 1999                 51 

TABELA 1. Distribuição dos pacientes por forma clínica                                                                67 
 

ATENÇÃO: 
1. Utilize com cautela siglas em títulos de Tabelas, Figuras e Quadros e somente quando 

for estritamente necessário e sempre citando no rodapé qual o significado daquela 
sigla. No texto, adote a sistemática de antes da primeira citação de alguma sigla fazer 
referência ao nome completo (por extenso); 

 
2. Os elementos gráficos (tabela, quadro, histograma, etc.) devem ser auto-explicativos e, 

portanto, o entendimento deve dispensar a leitura do texto; 
 
3. Esses elementos gráficos seguem a seguinte regra da Estatística Descritiva: tabela ou 

quadro dispensa gráfico, mas o inverso nem sempre é verdadeiro, especialmente se o 
gráfico não dispõe dos números observados; 

 
4. Ao utilizar o índice de siglas ou abreviaturas, não inclua símbolos, siglas ou 

abreviaturas de domínio internacional (cm, dl, H2O, etc.); 
 
5. Figuras, Gráficos, Quadros, Tabelas, etc., citados na Introdução e Revisão da Literatura 

devem ser numerados com algarismos romanos, ao contrário dos referidos em 
Resultados. (do Artigo ou do capítulo “Resultados gerais”); 

 
6. Se houver mais de um artigo no trabalho de conclusão, e sendo a numeração seqüencial 

em cada um deles, haverá, por exemplo, duas tabelas com número 1. Nesse caso, no 
índice das tabelas fazer a distinção do seguinte modo: 

 
  Artigo 1 

TABELA 1. Peso e altura nas crianças examinadas de Cavunge (Ipecaetá, Bahia)                          67 
 
  Artigo 2 

TABELA 1. Crianças portadoras de AgHBs em Cavunge (Bahia)                                                 104 
 
7. Também, se houver o capítulo “Resultados Gerais” com citação de tabelas numeradas 

em algarismo arábico fazer distinção semelhante à descrita acima. 
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XIV. RESUMO 
USO OBRIGATÓRIO: Dissertação, Tese. 
 
NÚMERO DE PÁGINAS: uma (1) página, preferencialmente com até 350 palavras ou 
2.400 caracteres. Para isto é recomendável não utilizar parágrafos, destacando os itens em 
negrito ou sublinhado (v. abaixo) e alinhando as margens direita e esquerda. Lembre-se, no 
entanto, que alguns bancos de dados somente aceitam resumos (Tese ou Dissertação) com 
até 250 palavras. 
 
Exemplo: 
(Título do trabalho, com todas as letras MAIÚSCULAS). (Breve período introdutório). 
.(Objetivo: assinale a pergunta principal). (Desenho do estudo). (Material e Métodos). 
(Resultados: cite os mais relevantes, em resposta à pergunta principal). (Conclusões 
principais:). 
 
Palavras-chaves: (as mesmas da ficha catalográfica e do “summary” ou “abstract”, e 
observando a mesma ordem); este elemento inicia-se na linha seguinte a do parágrafo 
final das conclusões. Todas as palavras-chaves devem ser numeradas, separando-as por 
ponto e vírgula (;). Exemplo: 1. ... ; 2. ... ; 3. ... ; 4. ... ; 5. ... . 
 
ATENÇÃO: as palavras-chaves NÃO são do autor, mas extraídas daquelas registradas do 
DeCS que é o vocabulário estruturado e trilíngue, criado pela Biblioteca Regional de 
Medicina (BIREME, Organização Pan-Americana de Saúde): http://decs.bvs.br. 
 
 
XV. OBJETIVOS 
USO OBRIGATÓRIO: Dissertação, Tese.  

Cada objetivo deve ser descrito em uma ou duas sentenças; recomenda-se destacar o 
objetivo principal do(s) secundário(s), os quais devem ser numerados com algarismos 
arábicos. 
 
 Exemplo: 
   PRINCIPAL (ou GERAL) 
    Verificar a participação dos suínos na cadeia epidemiológica da 
hidatidose pelo Echinococcus vogeli. 
 
   SECUNDÁRIOS 

1. Descrever os achados histopatológicos dos cistos observados nos 
fígados de suínos; 

2. Comparar os achados em suínos dos observados nas pacas 
(Cunnilus paca) abatidas nas áreas de floresta do município de 
Sena Madureira (Acre); 

 
Observação: todos os objetivos começam com verbo no infinitivo. 

 

http://decs.bvs.br/P/aboutvocabp.htm
http://decs.bvs.br/
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XVI. INTRODUÇÃO 
USO OBRIGATÓRIO: Dissertação, Tese 
 
 A introdução deve ser breve e geral, buscando enfocar o problema a ser estudado e 
permitindo ao leitor ter conhecimento exato do mesmo, sem a necessidade de recorrer ao 
item seguinte (REVISÃO DA LITERATURA, quando obrigatória: Dissertação). 
 
 Quando Tese, se não houver o capítulo “Revisão da Literatura”, esse item pode ter 
conteúdo mais aprofundado, oferecendo ao leitor a exata compreensão do problema a ser 
estudado. No caso de Tese, pode também ser apresentada em itens (sub-capítulos) ou não. 
Vale ressaltar, quando Dissertação esse capítulo deve ser breve (até 2 páginas) e não cabe 
item ou sub-capítulo. 
 

OBSERVAÇÕES: 

1. quando referir o nome de qualquer espécie, a citação deve ser em negrito, em itálico 
(preferencial) ou sublinhada. Por exemplo: Schistosoma mansoni ou  Schistosoma 
mansoni ou Schistosoma mansoni. Porém, optando por uma das formas, a mesma deve ser 
citada assim em todo o texto, inclusive nas outras partes do trabalho; 
 
2. após a primeira citação o gênero da espécie deve ser abreviado: S. mansoni ou S. 
mansoni ou S. mansoni; 
  
3. caso somente o gênero for citado incluir a sigla sp. (ponto após sp. e sem negrito itálico 
ou sublinhado). Por exemplo: Schistosoma sp. ou Schistosoma  sp. ou Schistosoma sp. 
 
4. neste capítulo, como nos demais, justifique às margens direita e esquerda e inicie cada 
parágrafo recuando a primeira linha entre 1,2 a 1,5 – na versão final utilize espaçamento de 
1,5, mas na fase de minuta o espaço duplo é mais recomendo porque facilita o trabalho dos 
revisores (membros da Comissão Examinadora). Exemplos: 
 
Recomendado: 
 

O seu trabalho de conclusão do PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM 
CIÊNCIAS DA SAÚDE (PPgCS) da Faculdade de Medicina da Bahia da UFBA deve ser 
publicado, o mais breve possível. Do contrário, terá uma circulação restrita ou de 
conhecimento só seu ..., será que dessa forma valeu o seu esforço ou do Professor-
orientador? 

 
 
Não-recomendados: 
 
a) sem recuar para a direita e não-alinhado a direita 
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O seu trabalho de conclusão do PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS 
DA SAÚDE (PPgCS) da Faculdade de Medicina da Bahia da UFBA deve ser publicado, o 
mais breve possível. Do contrário, terá uma circulação restrita ou de conhecimento só seu 
..., será que dessa forma valeu o seu esforço ou do Professor-orientador? 
 
b) recuado para a direita e não-alinhado a direita 
 

O seu trabalho de conclusão do PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM 
CIÊNCIAS DA SAÚDE (PPgCS) da Faculdade de Medicina da Bahia da UFBA deve ser 
publicado, o mais breve possível. Do contrário, terá uma circulação restrita ou de 
conhecimento só seu ..., será que dessa forma valeu o seu esforço ou do Professor-
orientador? 
 
c) não-recuado para a direita e alinhado 
 
O seu trabalho de conclusão do PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS 
DA SAÚDE (PPgCS) da Faculdade de Medicina da Bahia da UFBA deve ser publicado, o 
mais breve possível. Do contrário, terá uma circulação restrita ou de conhecimento só seu 
..., será que dessa forma valeu o seu esforço ou do Professor-orientador? 
 
 
XVII. REVISÃO DA LITERATURA 
USO OBRIGATÓRIO: Dissertação, Tese (opcional) 
 
 O tema da Dissertação deve ser explorado com erudição, demostrando domínio da 
literatura pertinente, visão crítica dos dados publicados e observando as lacunas existentes 
na literatura, especialmente quando associadas ao(s) objetivo(s) do trabalho. Vale ressaltar, 
o objetivo do estudo é o guia da revisão. 
 Os estudos desenvolvidos na região devem ser revistos e os dados citados com 
destaque. Isso também se aplica à Introdução, quando o modelo do trabalho de conclusão 
não incluir o capítulo “Revisão da literatura”. 
 

Para facilitar a compreensão dos dados citados por outros Autores pode se utilizar de 
tabelas, gráficos ou figuras - neste caso, numerá-los com algarismos romanos (maiúsculos) 
para distinguir dos apresentados no capítulo Resultados (de artigos ou Resultados gerais, 
se couber). 

 
Caso use tabelas, gráficos ou figuras, citar no rodapé a fonte [exemplo: FONTE: Rey 

et al. (1995) ou FONTE: adaptada de Rey et al. (1995) ou FONTE: referências 12, 26, 78, 
184, 206.] ou, em algumas tabelas, citar no corpo ou rodapé o(s) autor(es) e ano da 
publicação. Em qualquer dos casos, essas referências devem também ser citadas em 
“Referências Bibliográficas”. 
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XVIII. CASUÍSTICA, MATERIAL E MÉTODOS 
USO OBRIGATÓRIO: Na Dissertação ou Tese, esse capítulo é parte obrigatória de cada 
artigo, mas não desobriga o pós-graduando de incluir o capítulo Metodologia do Estudo 
quando a produção incluir apenas 1 (um artigo). Caso a produção inclua 2 (dois) ou mais 
artigos, a apresentação desse capítulo passa a ser opcional, aceitando-se a apresentação da 
Metodologia exclusivamente nos artigos apensado. 
 

Quando o estudo envolver anima nobili utilizar: CASUÍSTICA, MATERIAL e 
MÉTODOS, do contrário (espécimes do anima nobili, animais ou outros objetos de 
estudo), utilizar: MATERIAL e MÉTODOS. 
 
 
Casuística: quem você vai estudar? 
Material: quais os recursos vai utilizar? 
Método: como vai estudar? 
 
 
ESPECIFICAR COM DESTAQUE: 
1. População de referência; 
 
2. Características da população de estudo (ou população-alvo); 
 
3. Desenho do estudo; 
 
4. Critérios de inclusão e exclusão; 
 
5. Quando se aplicar: definição de caso e de controle (se estudo do tipo caso-controle) ou 
definição do par (estudo com pareamento) ou do grupo de comparação; 
 
6. Técnica de amostragem; 
 
7. Classificar as variáveis a serem usadas no estudo, como: 

a. variável (is) que define(m) o evento (a resposta). Em Bioestatística, a variável 
de evento é denominada variável-dependente; 

b. principais variáveis de predição; 
 
8. Quando se aplicar, definir possíveis variáveis de confusão ou de modificação de efeito; 
 
9. Descrever como as variáveis foram operacionalizadas; 
 
10. Técnicas e equipamentos utilizados. Descreva e detalhe, passo a passo, as técnicas (e os 
reagentes, por exemplo), de modo que o seu trabalho possa ser reproduzido por outro 
pesquisador; 
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11. Na descrição da análise estatística: procedimentos para análise descritiva; 
procedimentos estatísticos para avaliar a probabilidade (p) dos achados no caso da hipótese 
nula ser a verdadeira. Deve ser observado que o objetivo e as hipóteses não têm o mesmo 
significado - um estudo sempre tem um objetivo. No entanto, um estudo pode ser realizado 
sem que uma hipótese seja declarada a priori. Ao referir-se à estatística analítica, declare as 
hipóteses (H0 ou nula e H1 ou alternativa). No caso da H1, especificar se é monocaudal ou 
bicaudal. As hipóteses alternativas são, em geral, bicaudais, quando monocaudal deve ser 
acompanhada de justificativa. 
 
Exemplo de como expressar as hipóteses: 

• H0: A freqüência da hipertensão arterial grave em brancos  = A frequência da 
hipertensão arterial grave em negros. 

 
• H1: A freqüência da hipertensão arterial grave em brancos <* A freqüência da 

hipertensão arterial grave em negros. 
 
(*) conforme a hipótese poderia ser > ou ≠, por exemplo. 
 
12. Ao citar como foi feito o planejamento da análise estatística, apresentar: 

a) tamanho da amostra de acordo com as hipóteses. Para amostras 
com tamanho fixo, avalie o poder do estudo; 

b) erros tipo I (α) e II (β); 
c) possibilidade de perda de follow-up (seguimento); 
d) necessidade de controle para variáveis de confusão; e 
e) tamanho mínimo do efeito que o pesquisador deseja levar em 

consideração. 
 
13. Quando se aplicar, referir-se ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (segundo 
a Resolução CONEP n° 196 de 1996; e anexar o modelo do Termo – vide modelo Anexo 
2); 
 
14. Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) é diferente de Comissão de Ética de instituição de 
saúde, inclusive quanto à subordinação administrativa e/ou legal: o primeiro é a CONEP 
(Comissão Nacional de Ética em Pesquisa) do Ministério da Saúde e a segunda (Comissão 
de Ética) ao Conselho Regional (de Medicina, Enfermagem, Farmácia, Nutrição, etc.). Essa 
última trata de conflitos de interesse deontológico ou avalia questões potencialmente 
geradoras de conflitos. O CEP avalia o Projeto de Pesquisa, segundo aspectos éticos e 
bioéticos. O Parecer de um CEP credenciado pela CONEP tem validade nacional. 
 
15. Anexar a cópia do parecer do CEP (como anexo). 
 
16. Outras informações ou Resoluções do CONEP consultar a “home page”: 
http://conselho.saude.gov.br/comissao/conep. 
 
 

http://conselho.saude.gov.br/comissao/conep
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XIX. ARTIGO 
USO OBRIGATÓRIO: Dissertação (pelo menos 1 [um] artigo submetido em revista pelo 
menos B2) e Tese (pelo menos 1 [um] artigo aceito para publicação em revista pelo menos 
B1 na classificação Qualis vigente em 2010) (vide Portaria 003/2010). 
 
 Na Introdução desse Roteiro, há a orientação geral sobre as especificidades em cada 
tipo de trabalho de conclusão (se Dissertação ou Tese). 
 
 Qualquer que seja a situação do artigo (sob a forma de publicação, aceito para 
publicação ou publicado), a primeira página de cada artigo deve ser precedida por outra 
página, constando os elementos assinalados na página seguinte: número do artigo, título, 
nome da Revista ou periódico, Normas de Publicação (+ anexo) e carta do Editor, acusando 
o recebimento do artigo para análise de “referee” do Conselho Editorial. Caso tenha sido 
aceito, basta assinalar: número do artigo, título, nome da revista e cópia da carta de 
aceitação (como anexo). Porém, caso já tenha sido publicado, assinalar: número do artigo, 
título, nome do periódico (espaço) número do volume: (dois pontos) página inicial-final, 
ano. Exemplo: Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 87: 34-41, 2003. 
Nesse último caso (artigo já publicado), anexar a Tese ou a Dissertação a cópia reprográfica 
do artigo como foi publicado na revista ou periódico. 
 
 Os artigos sob a forma de publicação (submetidos) devem observar, obrigatoriamente, 
as Normas de Publicação da Revista indicada. Nesses casos, quase sempre, os Editores 
exigem que Tabelas, Gráficos ou Figuras ocupem as últimas páginas do artigo (cada 
elemento em uma página), após o capítulo das Referências bibliográficas. 



PPgCS-FMB-UFBA: NORMATIZAÇÃO PARA APRESENTAÇÃO DE DISSERTAÇÃO E TESE 
Salvador (Bahia), Abril de 2010 (1ª versão) 

 
 

19

 
 
 
 
 
 
 
 

ARTIGO 1 
 
 
“Cutaneous leishmaniasis due to Leishmania (Viannia) 
braziliensis: clinical findings and diagnostic 
approach”. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 
[submetido, vide Normas de Publicação no ANEXO 4 e carta ao Editor, no 
ANEXO 5). 
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XXI. RESULTADOS GERAIS 
USO OBRIGATÓRIO: Dissertação ou Tese.  
 

Quando a produção incluir apenas 1 (um) artigo, a apresentação do capítulo 
Resultados Gerais é obrigatória. Caso a produção inclua 2 (dois) ou mais artigos, a 
apresentação dos Resultados pode ser restrita aos Resultados apresentados nos artigos 
apensados, sendo facultado ao pós-graduando o direito de apresentar os resultados também 
na forma de capítulo Resultados Gerais. 
 

Esses resultados devem ser apresentados distribuindo-os em itens, começando pela 
caracterização geral da população de estudo, siga o seguinte roteiro na apresentação dos 
seus resultados: do geral para o particular, e destacando os resultados referentes às 
variáveis-respostas. 
 
 Na apresentação dos seus resultados seja objetivo, não dê margem a confusão. 
 

a. as tabelas, gráficos, figuras ou quadros devem ser numerados, seqüencialmente, 
com algarismos arábicos; 
 

b. em Resultados gerais, as tabelas, gráficos, quadros ou figuras devem aparecer na 
mesma página da primeira citação ou, quando não for possível, na página seguinte. Em 
caso de artigo submetido, como já referido, esses elementos devem ser citados um em cada 
página após o capítulo das referências bibliográficas; 
 
 c. em anexo do trabalho de conclusão podem ser colocados gráficos, tabelas, quadros 
ou figuras, de conteúdo geral ou que melhor ilustrem a metodologia, área de estudo, etc; 
 

d. os dados não devem ser exclusivamente apresentados em gráficos ou figuras, 
porque não dispensam tabelas. O pós-graduando é tentado, com os atuais recursos da 
Informática, a utilizar gráficos em profusão e, desse modo, sem a tabela respectiva, o que 
dificulta a recuperação (com precisão) de muitas informações; 
 
 e. tabelas e quadros, principalmente, devem ter título e corpo de compreensão que 
independa do texto; 
 
 f. o sistema métrico decimal deve ser o adotado; 
 
 g. preferencialmente, no texto, quadros, tabelas, etc., utilize somente uma casa 
decimal (7,3%); use sempre o mesmo método para fazer as aproximações dos decimais. 
Seja preciso, evite fazer aproximações desnecessárias: encontrando o percentual de 7,3% 
não cite 7%. Deixe tais aproximações para o seu futuro leitor; 
 

h. principalmente neste item, mas também nos demais, evite citar números utilizando-
se de expressões como: cerca de 4% (quando o preciso é 4,4%), aproximadamente 10% 
(sendo correto: 8,6%), etc. SEJA SEMPRE PRECISO. 
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 i. no sistema métrico-decimal, os decimais não devem ser separados por ponto (.) e 
SIM por vírgula (,) - exceto quando se escreve na língua inglesa (vide “Summary”); 
 
 j. não faça comparação dos seus resultados com o de outros Autores (isto é na 
Discussão) ou os interprete (isto também é na Discussão); 
 
 k. caso utilize nota de rodapé: deve ser inclusa na mesma página do texto, onde 
ocorreu a referência - use uma linha sólida (   ) entre o corpo do texto e o 
rodapé (preferencialmente com outro tipo de fonte e de tamanho menor; 
 
 l. utilize com propriedade os recursos do seu programa "redator de texto". O 
"Word", por exemplo, dispõe dos seguintes símbolos (v. ícone Inserir ⇒ Símbolo 
[selecionar tipo de fonte]): α (alfa), β (beta), χ2 (qui-quadrado), ≥ (maior ou igual), ± (mais 
ou menos), ≤ (menor ou igual), ≅ (aproximadamente), entre outros; 
 
 m. quando utilizar escala intervalar, observe o exemplo abaixo e respectivos 
símbolos: 
 
Exemplo: faixa etária (anos) 

4 || 6 (inclui pessoas de 4 e 6 anos) 
4 | 6 (não inclui pessoas de 4 e inclui de 6 anos) 
4 | 6 (inclui pessoas de 4 e não inclui de 6 anos) 
4  6 (não inclui pessoas de 4 nem de 6 anos) 
4 ⋅⋅⋅ 6 (os limites do intervalo não foram ou não puderam ser precisados) 

 
 n. é freqüente a confusão do que seja um quadro ou tabela, o primeiro tem linhas 
verticais “fechando” as laterais ao contrário da Tabela (é a apresentação mais exigida pelas 
revistas). Por exemplo (os números citados são fictícios): 
 
 
QUADRO 4. Número de casos de leptospirose em 2003 e 2004, internados no Hospital 
Couto Maia (Salvador, Bahia), conforme o sexo dos pacientes. 
 

  NÚMERO DE CASOS, n (%) 
ANO  Masculino Feminino TOTAL 
2003  286 (93,2) 21 (6,8) 307 (100,0) 
     
2004  212 (95,1) 11 (4,9) 223 (100,0) 
TOTAL  498 (94,0) 32 (6,0) 530 (100,0) 
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TABELA 4. Número de casos de leptospirose em 2003 e 2004, internados no Hospital 
Couto Maia (Salvador, Bahia), conforme o sexo dos pacientes. 
 

  NÚMERO DE CASOS, n (%) 
ANO  Masculino Feminino TOTAL 
2003  286 (93,2) 21 (6,8) 307 (100,0) 
     
2004  212 (95,1) 11 (4,9) 223 (100,0) 
TOTAL  498 (94,0) 32 (6,0) 530 (100,0) 

 
XXII. DISCUSSÃO 
USO OBRIGATÓRIO: Dissertação e Tese, independente da discussão de cada artigo. 
 
Não cometa o erro de apresentar novos resultados e tabelas nesse capítulo. Nesse item, o 
pesquisador oferece sua contribuição pessoal, com base nos resultados observados. 
 
É a parte de síntese–interpretação. Siga um roteiro: 

1. Qual a sua interpretação dos resultados? 
2. Como os associa com os de outros Autores? 
3. Qual a sua análise crítica, de cada resultado observado? Ressalte os aspectos 

relevantes, os possíveis erros do estudo (qual a sua sugestão para serem contornados 
em estudo futuro?), etc. 

4. Como explica os seus resultados, associando-os ao conhecimento correlato? 
5. Tem hipóteses a formular? 
6. Tem propostas de estudos futuros? (neste caso, veja os itens seguintes aplicáveis 

para os trabalhos finais). 
 
 
XXIII. PERSPECTIVAS DE ESTUDO 
USO OBRIGATÓRIO: Dissertação 
 
 No final da Discussão o(a) Mestrando deverá, em capítulo a parte, citar as suas 
propostas de estudo, com base nos seus resultados ou inferências. 
 
XXIV. PROPOSTAS DE ESTUDO 
USO OBRIGATÓRIO: Tese 
 

No final da Discussão o(a) Doutorando(a) deverá, em capítulo a parte, citar as suas 
propostas de estudo, com base nos seus resultados ou inferências e nos conhecimentos 
descritos na literatura. Ao mesmo tempo, deverá também assinalar e descrever quais os 
modelos de investigação científica recomendado, para cada proposta de estudo apresentada. 
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XXV. CONCLUSÕES 
USO OBRIGATÓRIO: Dissertação, Tese 
 
 Cada conclusão deve ser numerada, com números arábicos. Cada conclusão deve 
ser baseada nos objetivos e resultados observados (mas sem necessidade de repeti-los), e 
expressa de forma objetiva. As especulações e hipóteses pertencem ao capítulo da 
Discussão. 
 
Exemplo: 

1. Em moradores da área endêmica de Catolândia – Bahia não ocorreu associação 
de infecções pelos vírus das hepatites B e C em casos de esquistossomose 
mansônica da forma hepatosplênica; 

2. A infecção pelo vírus da hepatite B não apresentou associação com a ocorrência 
da ausência de regressão da forma hepatosplênica esquistossomose mansônica; e 

3. ... 
 
 
XXVI. SUMMARY 
USO OBRIGATÓRIO: Dissertação, Tese 
 
Observação: neste caso, ao contrário de quando escreve na língua portuguesa, assinale 
70.3% (e não 70,3%) ou 10,000.03 (e não: 10.000,03). 
 
(VER ELEMENTOS DO RESUMO: Title, Background, Objective, Design, Methods, 
Results, Conclusions, Key words) 
 
XXVII. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
  (vide ANEXO: Normas do PPgCS) 
 
USO OBRIGATÓRIO: Dissertação, Tese. 
 
O gerenciador eletrônico de referências (“Endnote”: http://www.anacom.com.br) poderá ser 
muito útil e evitar os freqüentes erros, até de falta de sistematização. 
 
XXVIII. ANEXO(S) 
USO RECOMENDÁVEL: Dissertação, Tese. 
 
NUMERE CADA ANEXO 
Exemplos: 
§ ANEXO 1. Modelo do questionário; 
§ ANEXO 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido; 
§ ANEXO 3. Ofício do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do HUPES, aprovando a 

investigação; etc; 

http://www.anacom.com.br/
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§ ANEXO 4. Normas de publicação de revistas para as quais os artigos foram 
submetidos (Mestrado) ou aceitos para publicação (Doutorado); 

§ ANEXO 5. Carta do Editor acusando o recebimento do artigo (Mestrado) ou 
aceitação (Doutorado). 
 

 
XXIX. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Apesar de todas as regras e normas, não se esqueça da originalidade e da 
criatividade. Entretanto, os itens acima ou fazem parte do método científico ou são 
exigências do Colegiado do PPgCS. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



1 
 

ANEXO-1 
 
NORMAS DE REGISTRO DE REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
 O registro das referências bibliográficas foram adaptadas pelo PPgCS das normas 
da ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE NORMAS TÉCNICAS (ABNT)1, mas tendo 
também como fonte o estilo Vancouver do American National Standards Institute (ANSI), 
adaptado da Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados Unidos2. No entanto, muitos 
periódicos (nacionais e internacionais) utilizam outras normas, que devem ser observadas 
quando da publicação do trabalho. 
 
 No texto, os membros da Comissão Examinadora devem observar o registro das 
referências segundo as determinações do PPgCS, e as do artigo conforme as Normas de 
Publicação de cada revista. 
 
 As referências valorizam o trabalho e são fontes de consulta para outros 
pesquisadores e, também no futuro, para você. 
 
 O termo Bibliografia somente deve ser utilizado quando o levantamento for completo 
e abranger todos os períodos. Portanto, somente utilize a expressão “Referências 
bibliográficas”. 
 

Alguns cuidados: 
A. muitos, no afã de citar somente a literatura atual ("dos últimos cinco anos"), 

esquecem-se da história do conhecimento abordado; 
B. muitos livros textos têm por base trabalhos publicados em outras fontes; 

 
 
 
 
 
 
(1) ABNT. Informação e Documentação. Referências. Elaboração. Associação Brasileira de 
Normas Técnicas, Rio de Janeiro, 22p., Agosto de 2000 (endereço eletrônico: 
http://www.abnt.org.br); 
(2) International Committe of Medical Journal Editors. Uniform Requiments for 
manuscripts submitted to biomedical journals. New England Journal of the Medicine 336: 
309-315, 1997. Tradução no Informe Epidemiológico do SUS 8: 5-16, 1999. 

http://www.abnt.org.br/
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C. não deixe para a "última hora" a listagem (registro) das suas referências, 

caso proceda assim terá muitos problemas nos momentos finais. Desde a 
fase de projeto, mantenha atualizado banco de dados com os trabalhos a 
serem referidos. Peça, com alguma periodicidade, a listagem das referências 
e faça a revisão, tomando como base a cópia reprográfica da fonte, por 
exemplo; 

D. a numeração das referências é obrigatória (exceto no texto, vide item “E”, 
seguinte); 

E. ATENÇÃO: as referências numeradas por ordem de citação no texto podem 
sofrer muitas alterações na etapa final (revisões do Professor-orientador ou 
dos Membros da Comissão Examinadora) e, procedendo desse modo, poderá 
ter muitas dificuldades. Daí ser muito mais prudente colocar as referências 
por ordem alfabética, no capítulo "Referências bibliográficas" e, 
posteriormente, numerá-las na lista das Referências bibliográficas (o 
“Word” faz isto automaticamente, à medida que insere novos registros). 

 
NORMAS 
 
1. autores com nomes terminados com Junior, Sobrinho, Filho, Neto, etc., devem ser assim 
citados (texto e em referências): 

 - José Costa Filho citar como Costa Filho no texto e Costa Filho J no capítulo das 
Referências bibliográficas; 

 
2. as páginas finais são citadas, preferencialmente, excluindo os algarismos iguais à 

esquerda: Exemplos: 
   - 1409-12 (e não: 1409-1412) 
   - 21-8 (e não: 21-28). 
 
3. em itálico devem ser referidos o título dos livros e o nome de periódicos ou revistas (v. 
exemplos adiante); 
 
4. se o autor for o mesmo da referência seguinte, assinale com o traço contínuo (a 
referência seguinte) em tamanho correspondente. EXEMPLOS: 
 
  Barros N. A pediatria ... 
  _______. Ocorrência de um caso ... 
 
5. nas referências bibliográficas todos os autores devem ser citados. Portanto, o uso de et 
al.* (ou cols.) somente se aplica no texto. No texto (vale ressaltar, não se aplica às 
referências), quando a referência for de dois autores, citá-los com o "e comercial" (&), por 
exemplo: Marcondes & Soares; sendo três ou mais: Marcondes et al. (nesses exemplos o 
verbo da frase não deve ser na primeira pessoa; ou seja, é incorreto dizer "Marcondes et al. 
demonstrou a... ", assinale corretamente: "Marcondes et al. demonstraram a ...”; 
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(*) et al. (após "al" digitar ponto), porque é a abreviatura da 
expressão latina et allii; 

 
6. Nas citações das referências, no texto (introdução; revisão da literatura; racional; 
casuística, material e métodos; e discussão), devem se seguir somente uma das formas de 
citação, para manter a uniformidade: 
xxy 
 

 não-recomendadas: 
 

a).por ordem numérica crescente, conforme aparecem no texto. Exemplo: O 
mapa de caracteres foi capaz de exibir todas as fontes (1,2)... também como assinalado por 
Oliveira (3). ... Em outro estudo, Ximenes (4) observou dados contraditórios,... já 
especulados por Alcântara & Pinto(5); 
 

b).autoria e número da referência.  Exemplo: O mapa de caracteres foi capaz 
de exibir todas as fontes (Souza Filho82 e Vianna & Ottoni123) ou O mapa..., segundo Souza 
Filho (82) e Vianna & Ottoni (123); 
 

c).autoria, ano e número da referência. Exemplo: O mapa de caracteres foi 
capaz de exibir todas as fontes (Vianna & Ottoni, 1945123; Souza Filho, 199592)*...  . 
Anteriormente, Azevêdo et al. (1914) 4 e Vianna & Ottoni (1945) 123, já haviam especulado 
a respeito... ; 

 
 (*) observe que entre as citações, quando entre parênteses, há 
um ponto e vírgula (;) 
 

recomendadas 
 
d).autor(es) e data. Exemplo: O mapa de caracteres foi capaz de exibir todas 

as fontes (Vianna & Ottoni, 1945; Souza Filho, 1995). ... Antes de Azevêdo et al. (1914) e 
Vianna & Ottoni  (1945), já haviam especulado a respeito... . Este é o modo preferencial, 
quando estiver escrevendo o texto. Na etapa final, após receber a revisão dos membros 
da Comissão examinadora, poderá optar em fazer as numerações das referências e 
optar por “a”, "b", “c” ou manter a alternativa “d” (mais segura); 
 
7) Observe, nos itens "c" e "d", acima, que os trabalhos são citados no -texto na ordem 
cronológica de publicação (ANO). Ou seja, os trabalhos são citados no texto conforme a 
ordem do ano de publicação. Porém, quando dois (2) ou mais trabalhos foram publicados 
no mesmo ano, e citados no mesmo período ou frase, o registro no texto será em ordem 
alfabética. Exemplo: Revendo este aspecto vários autores encontraram resultados 
discordantes ... (Katz, 1978; Klöetzel, 1978; Azevedo et al., 1992; Figueiredo & Zaitz, 
1995), deste modo, Asis et al. (1996) sugeriram controlar... ; 
 
8) Quando o mesmo autor tiver dois ou mais trabalhos no mesmo ano, registrar após o ano: 
a, b, c,... (tanto no texto, se a opção permitir, mas especialmente nas referências). Exemplo 
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1(texto): Como observou Souza Filho (1993a,b) e também Souza Filho & Vanderlit (1993) 
... . Observe que como Vanderlit participou do terceiro trabalho, apesar do mesmo ano dos 
dois trabalhos anteriores (a, b), os autores não são os mesmos e, sendo assim, NÃO cabe 
assinalar: Souza Filho & Vanderlit (1993c); Exemplo 2 (aplicado ao registro das 
referências): 
  Souza Filho G. O Abcesso cerebral..., 1993 a. 
  ___________. Distribuição das ..., 1993b. 

 ___________, Vanderlit T. As fontanelas ..., 1993. 
 

OBSERVE: a ordem, nas referências bibliográficas, foi pelo título do artigo (no caso 
das duas primeiras). Ou seja, primeiramente segue a ordem alfabética do sobrenome dos 
autores, secundariamente a ordem de cada título (sem levar em consideração: o, a, os e as 
ou correspondentes em outras línguas). 
 
9) Não assinale nas referências bibliográficas: “informação pessoal”, mas SOMENTE NO 
TEXTO, anotando: nome, instituição (se possível) e ano: informação pessoal). Exemplo: 
“Os resultados foram semelhantes aos observados por J. Pinto Soares (FAMED/UFBA, 
1995: informação pessoal) ou Gilberta Bensabath (1995: informação pessoal)”.  
 
10) O registro da referência de trabalho não-publicado se aplica quando já foi publicado ou 
aceito para publicação (nesse caso, o pós-graduando deve ter: autores, título, nome da 
revista, ano). Do contrário, o mais correto (e prudente) é assinalar: “informação pessoal” no 
texto; 
 
   Exemplos: 

Tinhorão Sobrinho M, Andrade V. Genótipo do … . 
Revista do Instituto de Medicina Tropical de São Paulo 
34, 2002 [in press ou no prelo]. 

 
11) Havendo dois ou mais autores com o mesmo sobrenome e mesmo ano de publicação 
citar no texto do trabalho o sobrenome e as iniciais do nome (isto quando não usar as 
referências numeradas). Exemplo: “Esse resultado foi semelhante ao observado por Silva 
GT (1972) e Silva P (1972)”; 
 
12) Quando não tiver acesso ao trabalho do autor, mas sendo conhecido de outra fonte 
consultada, não registrar nas referências e SOMENTE no texto. Por exemplo, lendo um 
artigo de Sherlock (1993) teve informação sobre outro artigo de Blumberg (1964), assim irá 
assinalar no texto: “A observação do antígeno Austrália coube a Blumberg (1964 apud 
Sherlock, 1993). Observar que a palavra latina apud ('junto a" ou “em”) deve ser assinalada 
em itálico. 
 
 
13) Registro de um livro 

Sobrenome/nome.//Título da obra: subtítulo.//número da edição*,/editora**: 
local da publicação***,/se houver: volume ou número de série,/número de páginas(p.),/ano 
da publicação. 
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Observação: uma barra (/) ou duas (//) correspondem ao número de espaços. 
 
Exemplo: Alcantâra Filho A. Fisiopatologia clínica: Bases do raciocínio clínico. 4. ed., 
Kosmos: Porto Alegre, 280p., 1991. 

(*) não citar a edição como 4ª e sim como 4. ed. (4 ponto ed ponto); (**) na 
citação da editora os prenomes são abreviados e a natureza comercial ou jurídica 
são excluídas. Exemplos: Rocco (e não: Livraria Rocco Ltda.) e J. Olympio (e 
não: José Olympio Editora S/A); 
(***) quando a publicação tiver mais de um local (Porto Alegre, Boston, 
Londres, São Paulo) cite somente o primeiro. Sendo impossível determinar o 
local cite a sigla: s.l.. Quando o local não for citado, mas pode ser identificado, 
coloque-o entre colchetes: [Rio de Janeiro]. 

 
Observações: 
 

a. tendo o livro dois ou mais autores: no texto assinale (Thomaz & 
Silva, 1943), se dois, e tendo três ou mais  (Bevilaqua et al., 1978). Porém, nas referências, 
todos os autores devem ser citados: Thomaz C, Silva H. …, 1943; Bevilaqua D, Tavares S, 
Santos O, Pedra-Silva T. …, 1978; 
 

b quando o autor do livro é: órgão público, entidade filantrópica, 
autarquia, universidade, instituição de fomento, etc,. assinalar o nome por extenso, 
antecipado pela sigla oficial ou abreviatura (para facilitar a citação no texto e/ou a 
localização da referência).  Exemplos: 

1) OMS, Organização Mundial da Saúde. Vetores da Malária: 
Prevenção e controle ..., 1990. 

 
 

2) UFBA, Universidade Federal da Bahia. Bibliografia Bahiana dos 
movimentos populares  ..., 1982 

 
c. quando o autor do livro for entidade coletiva, assinale: País./nome 

da entidade (por extenso)./nome do setor, seção, diretoria ou região (por extenso).//título... 
(ver exemplo do livro, acima). 

Exemplo: 
Inglaterra. Sindicato dos Mineiros. Setor de Saúde Ocupacional. Os 

mineiros na terceira idade: Causas de morbidade e mortalidade..., 1995. 
 

d.quando o autor do livro for entidade coletiva que contém no título o 
nome do País ou derivado, assinale: Sigla, Nome da entidade (por 
extenso)./cidade*.//Título ... (ver exemplo do livro acima). Exemplo: IBGE, Instituto 
Brasileiro de Geografia e Estatística. Brasília. Censo populacional do Brasil: Dados 
demográficos.  Região nordeste. ..., 1992. 
   (*) mesmo que o local do órgão seja igual ao da editora, assinalar o 
nome da cidade duas vezes. 
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e. quando o livro foi escrito por vários autores, os quais não podem ser 

identificados: inicie a citação pelo título da obra (nesse caso, não coloque em itálico). 
Exemplo: 
 
  Título da obra: subtítulo.//número da edição*,/editora**: local da 
publicação** *,/se houver: volume, série,/número de páginas(p.),/data da publicação. 
 
  Enciclopédia Britânica. História das epidemias na idade média. 16. ed., 
Libs-Libs: Rio de Janeiro, 8 vol., p. 1 1-22, 1989. 
 

 
f. sendo o autor do livro: anônimo. Começe a referência pelo título da 

obra, neste caso em itálico. 
 
 
14) Registro de capítulo de livro 
 
  Sobrenome(s) e nome(s) do(s) autor (es).//Título do capítulo: Sub-título, se 
houver.//In:/Sobrenome     nome/(ed.)*,//Título da obra: subtítulo.//número da 
edição*,/editora**: /local da publicação***,/se houver volume, série,/número de  
páginas(p.),/ano da publicação. 
 
   *(ed.) - abreviatura de editores; incorreto: (eds.). Exemplo: 

 
Maciel S, Santos-Neto F. Diarréia: diarréia dos viajantes. In: Jofre PS, 

Espírito Santo J, Nascimento-e-Silva J (ed.), Clinica das doenças infecciosas doenças: 
bacterianas e virais. 1. ed., Blue: Recife, Série Verde, 11-22p., 1992. 
 
 a). quando o capítulo não tem autoria definida, o título do capítulo aparece no final, 
após as páginas. Exemplo: 
 

Jofre PS, Espírito Santo J, Nascimento-e-Silva J (ed). Clínica das doenças 
infecciosas: doenças bacterianas e virais. 1. ed., Blue: Recife, Série verde, 
11-22p., Diarréia: diarréia dos viajantes, 1992. 

 
 
 b). capítulo sem título ou autoria: após o título do livro coloque uma barra(/), seguida 
de dois espaços.  Exemplo: 
 

Jofre PS, Espírito Santo J, Nascimento-e-Sliva J (ed.). Clínica das doenças 
infecciosas: doenças bacterianas e virais./ 1. ed., Blue: Recife, Série verde, 
11-22p.,1992. 
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15) Registro de artigo de revista 
 
 Sobrenome nome.// título do artigo// título da revista,*/ local (caso se aplique, 
para diferenciar de outro  periódico ) // volume (número** ): /páginas,/ano. 
 

(*) em itálico; o nome do periódico não pode ser abreviado, de acordo 
com o catálogo próprio ou verifique no artigo (não abrevie por conta própria, porque 
muitos periódicos têm siglas semelhantes). No entanto, muitos periódicos exigem a citação 
do nome da revista ou periódico por extenso e, quando da publicação, você poderá ter 
dificuldades em recuperar o nome completo, se usou a forma abreviada. O PPgCS EXIGE 
O NOME DO PERÍODO POR EXTENSO; 

(**) o número pode ser dispensado, no entanto, se optou pelo uso 
devem utilizá-lo em todas as citações. 

  Exemplo: 
Viana H, Azevêdo T, Salgado MEF, Silva O, Nascimento J, Dias J, Gomes 

Sobrinho O. A esquistossomose mansônica em brancos e negros. Revista de Saúde Pública, 
São Paulo 39: 34-8,1991. 
 

OBSERVE, como no registro de livros e dos seguintes, que na separação 
entre os nomes dos Autores não tem (;) somente (,). O nome de cada autor é separado 
somente por espaço. Exemplo: Sobrenome/Inicial prenome Inicial dos demais nomes, sem 
pontos (Salgado MEF) 
 
 
16) Registro de Tese e Dissertação 

Sobrenome nome. //Título da tese ou dissertação.//Dissertação (mestrado) ou 
Tese (doutorado, Livre docência, Titular, etc. // Instituição/, local,/número de páginas 
(p.),/ano.  
 

Exemplo: 
 

Prata GF. O cromossomo Y ..., em São Paulo. Tese de Titular.  
Universidade Estadual de São Paulo, Botucatu, 186p., 1976. 

 
 
 

17) Registro de Resumo publicado em Anais de Congresso, Jornadas, etc. 
 
 Sobrenome nome.//Título do trabalho.//In: Evento científico.// Instituição ou 
Entidade (quando se aplicar),/Local (cidade, onde ocorreu o evento,/número de 
páginas(p.),/ano. 
 

Exemplo: 
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Garcia M, Sabrosa TG, Oliveira Neto N. A solução do Brasil: 
planejamento familiar. In: Anais do XXIV Congresso de Demografia.  São Paulo, 33-4p., 
1994. 
 
18) Registro de leis, decretos, resoluções, e afins 
 
    País ou Estado./Título (sublinhado).//Diário 
oficial,/número,/página*,/capítulo*,/parágrafo*,/artigo*,/ano 
 
(*) caso necessário 
 
 
19) Registro de trabalho mimeografado ou datilografado 
 Sobrenome nome.//Título,/Iocal,/Instituição,/número de páginas,/ 
ano.//[datilografado ou mimeografado]. 

Exemplo: 
Freitas O. Planorbídeos do Brasil Central, Goiânia  EMBRAPA, 

20p.,1981. (Mimeografado). 
 
 

20) Trabalho no prelo (v. também item 7, das Normas Gerais neste capítulo) 
 
 Sobrenome nome.//título do artigo.//Título da revista *,/local (caso se aplique, 
para diferenciar de outro periódico)://[no prelo] ou [in press]. 
 
   Exemplo: 
  Viana H, Azevedo T, Salgado MEF, Silva O, Nascimento J, Dias J, Gomes 
Sobrinho O.  A esquistossomose mansônica em brancos e negros. Revista de Saúde 
Pública, São Paulo:  [no prelo]. 
 

Observação: 
a. somente se aplica para os trabalhos aceitos para publicação; 
b. no exemplo acima, quando citado no texto, deve ser referido 

como: Viana et al., dados não-publicados. 
 
21) Trabalho extraído de endereço eletrônico 
 
 (entradas conforme o tipo de documento). /Disponível em: <endereço eletrônico >. 
Acesso em:/data (dia, mês, ano). Exemplo: 
 
 Birds from Amapá: banco de dados. Disponível em: 
<http://www.bdt.org/bdt/avifauna/aves>. Acesso em: 22 de outubro de 2000. 
 
22) Consultar as Normas da ABNT (http://www.abnt.org.br), para citar jornais populares, 
revistas leigas, entrevistas, entre outros documentos, mas adaptando-as conforme as 
determinações do PPgCS. 

http://www.bdt.org/bdt/avifauna/aves
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