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RESUMO 

 

As leishmanioses, grupo de doenças causadas pelas espécies de Leishmania, são consideradas 

doenças tropicais negligenciadas e dentre suas formas clínicas, a leishmaniose cutânea 

localizada (LCL) é a mais comum, que se caracteriza pela presença de uma úlcera com bordas 

espessas e fundo necrótico. O tratamento atual é feito pela administração intramuscular ou 

intravenosa de antimoniato de meglumina que apresenta alta toxicidade e muitos efeitos 

colaterais, assim surge a necessidade de desenvolver melhores terapias. Vesículas 

extracelulares (EVs) são estruturas liberadas pelas células tronco mesenquimais que possuem 

características de imunomodulação e reparo tecidual. Neste trabalho, usamos as EVs derivadas 

de células tronco mesenquimais do cordão umbilical humano para avaliar a capacidade de 

imunomodulação e cicatrização na LCL causada por Leishmania braziliensis. Avaliamos os 

efeitos através da infecção intradérmica na orelha esquerda e tratamento intravenoso com as 

hUMSCs-EVs em camundongos BALB/c, medindo a espessura da orelha, avaliando a carga 

parasitária e realizando ELISA para determinar o perfil de citocinas produzidos 3 semanas após 

o tratamento.  Nós mostramos que o tratamento intravenoso com EVs reduz significativamente 

o tamanho da lesão em camundongos BALB/c em relação ao grupo controle, que não foi 

tratado, porém não modula a resposta imunológica e, também, não altera a carga parasitária. 

Nossos resultados mostram que essa terapia intravenosa com EVs pode melhorar a recuperação 

tecidual na LCL causada por L. braziliensis.  

Palavras-chave: Leishmania braziliensis; vesículas extracelulares; lesão da pele; tratamento  



 
 

ABSTRACT 

 

Leishmaniasis, a group of diseases caused by Leishmania species, are considered neglected 

tropical diseases and among its clinical forms, localized cutaneous leishmaniasis (LCL) is the 

most common, which is characterized by the presence of an ulcer with thick edges and a necrotic 

base. Current treatment is done by intramuscular or intravenous administration of meglumine 

antimoniate, which has high toxicity and many side effects, thus arising the need to develop 

better therapies. Extracellular vesicles (EVs) are structures released by mesenchymal stem cells 

that have characteristics of immunomodulation and tissue repair. In this work, we used EVs 

derived from human umbilical cord mesenchymal stem cells to evaluate the immunomodulatory 

and healing capacity in LCL caused by Leishmania braziliensis. We evaluated the effects of 

intradermal infection in the left ear and intravenous treatment with hUMSCs-EVs in BALB/c 

mice, measuring ear thickness, evaluating parasite load and performing ELISA to determine 

the cytokine profile produced 3 weeks after treatment. We showed that intravenous treatment 

with EVs significantly reduces lesion size in BALB/c mice compared to the untreated control 

group, but does not modulate the immune response and also does not alter the parasite load. 

Our results show that this intravenous therapy with EVs can improve tissue recovery in LCL 

caused by L. braziliensis. 

Keywords: Leishmania braziliensis; extracellular vesicles; skin lesion; treatment 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As Leishmanioses são um grupo de doenças causadas pelo protozoário flagelado do 

gênero Leishmania e são transmitidas vetorialmente pela picada de fêmeas do gênero Lutzomyia 

e Phlebotomus. As leishmanioses podem se apresentar de duas formas clínicas em humanos: 

leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose visceral (LV), sendo que as formas clínicas 

dependem da espécie de Leishmania. Considerada como uma doença tropical negligenciada, a 

leishmaniose é endêmica em 89 países, incluindo o Brasil1, que em 2021 apresentou 15.023 

casos de LT2. Na LT, a leishmaniose cutânea localizada (LCL) é a manifestação clínica mais 

comum e se apresenta sob a forma de uma úlcera com bordas espessas e fundo necrótico. Dentre 

as espécies causadoras da LCL, a Leishmania braziliensis é a que tem maior importância 

médica no Brasil, sendo a espécie que predominantemente causa essa forma clínica, com 

distribuição ampla no país3.  

Para combater o parasita, o sistema imunológico reage com uma resposta do tipo T 

helper 1 (Th1), que se caracteriza por ser pró-inflamatória, com a produção de citocinas como 

IL-12, IFN-γ e TNF. Essa resposta é necessária para que os macrófagos sejam ativados e 

possam eliminar os parasitas intracelulares4. Porém, ela não é suficiente para eliminar todos os 

parasitas e essa persistência da Leishmania contribui para a exacerbação da LCL5 que com 

elevados níveis de IFN-γ e TNF contribuem para o dano tecidual, surgindo, então, as úlceras 

características da doença6. 

O tratamento da leishmaniose enfrenta atualmente vários desafios, seja por sua 

toxicidade, resistência aos fármacos, efeitos colaterais ou seus altos custos7. Na América Latina, 

o tratamento de primeira escolha da LC envolve o uso de antimoniato de meglumina (Sbv), que 

possui uma janela terapêutica estreita, com alta toxicidade8. O tratamento é de difícil 

administração por ser aplicado via intramuscular ou intravenosa e está associado a uma alta 

taxa de falha, com aumento da resistência do parasita ao fármaco9. As drogas de segunda linha 

incluem Pentamidina e Anfotericina B (AmB). A AmB é usada como tratamento para 

leishmaniose desde a década de 1960, apresentando alta eficácia, mas também alta toxicidade, 

sendo necessária a internação do paciente e, da mesma forma, já há relatos de resistência ao 

AmB na Índia e na França8. A pentamidina é utilizada nas Américas no tratamento da LT, porém 

esse fármaco não é muito eficaz e está associado a diversos efeitos colaterais graves10. Dessa 

forma, faz-se necessário buscar alternativas que complementem a terapêutica atual. 

Como uma resposta inflamatória exacerbada está associada a patogênese da 

leishmaniose, um tratamento baseado na imunomodulação pode ser benéfico para o paciente6. 

As células tronco mesenquimais (MSCs) são células multipotentes adultas que possuem a 

capacidade de se diferenciar em diversas linhagens celulares, elas podem ser isoladas de vários 

tecidos, como o cordão umbilical, medula óssea, tecido adiposo, placenta e polpa dentária11. As 

MSCs têm mostrado um grande potencial para a terapia celular, com atividades 

imunomoduladoras, de reparo tecidual, quimioatração e angiogênese12. Estudos recentes 

indicam que os efeitos terapêuticos observados nas MSCs são mediados por ação parácrina 

através das vesículas extracelulares (EVs)13, estruturas envoltas por membrana liberadas pelas 

MSCs e cujo interior é composto por citocinas, proteínas, lipídios e miRNAs14. Após serem 

liberadas no espaço extracelular, as EVs influenciam na sinalização celular e podem regular 

diversos processos, incluindo a resposta imunológica15.   

As EVs derivadas de células mesenquimais do cordão umbilical humano (hUCMSC-

EVs) podem regular a ativação, a proliferação e a diferenciação dos linfócitos B e suprimir a 

proliferação dos linfócitos T, além de ativarem as células T reguladoras, controlando a 

inflamação16. Em um modelo de fibrose, foi mostrado que as EVs derivadas de hUCMSC 

reduzem o estado inflamatório ao induzir a polarização dos macrófagos para o tipo M217, que 

secreta IL-10, arginase e fator de crescimento transformador beta (TGF)-β, suprimindo a 
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resposta inflamatória e induzindo a cicatrização18. Além da capacidade de imunomodulação, as 

EVs derivadas de hUCMSC estão associadas ao reparo tecidual de feridas, acelerando o 

processo de cicatrização, promovendo a função endotelial e induzindo angiogênese16. Dessa 

forma, as características biológicas das EVs, como a baixa imunogenicidade, alta estabilidade, 

além da sua capacidade de atravessar as barreiras do organismo fazem com que elas tenham um 

potencial para aplicações terapêuticas19.  

Diante do apresentado acima, nossa hipótese é que as EVs derivadas de hUCMSCs 

modulam a resposta imune, diminuindo a resposta inflamatória e acelerando a recuperação 

tecidual na LCL causada por L. braziliensis.   

 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

  

2.1 Animais 

 

Camundongos BALB/c, fêmeas, 6-8 semanas de idade, foram obtidos do biotério do 

Instituto Gonçalo Moniz (IGM). Todos os animais foram mantidos em condições livres de 

patógenos e foram utilizados para experimentação de acordo com o protocolo aprovado pelo 

Comitê de Uso de Animais de Experimentação (CEUA-IGM/FIOCRUZ, 013/2022). 

 

2.2 Vesículas extracelulares derivadas de hUC-MSCs 

 

As EVs derivadas de hUC-MSCs foram isoladas do tecido do cordão umbilical humano 

de um doador único no Centro de Biotecnologia e Terapia Celular (CBTC) do Hospital São 

Rafael (HSR), de acordo com o protocolo descrito em ZAQUER SUZANA MUNHOZ 

COSTA-FERRO et al. (2024)20.  

 

2.3 Cultura de parasitas 

 

Parasitas de L. braziliensis (cepa MHOM/BR/01BA788) (de Moura et al., 2005) e L. 

braziliensis GFP LUC (Sharma et al., 2020) foram cultivadas em meio Schneider (LGC) 

suplementado com 20% de soro bovino fetal inativado (Cripion), L-glutamina 2 mM, penicilina 

100 U/ml, estreptomicina 100 ml/ml (Todos da Sigma) a 26ºC.  

 

2.4 Infecção in vivo 

 

Foram realizados dois experimentos de infecção de camundongos BALB/C com L. 

braziliensis. No primeiro experimento, utilizamos três grupos, grupo controle infectado e não 

tratado, grupo tratado com uma dose de hUMSCs-EVS e outro grupo tratado com duas doses, 

de camundongos, cada grupo com n=6 e no segundo experimento, utilizamos dois grupos, 

grupo controle infectado e não tratado e o grupo tratado com uma dose de hUMSCs-EVS, cada 

um com n=8. Esses animais foram inoculados com promastigotas de L. braziliensis (105 em 

10ul de PBS), na derme da orelha esquerda, utilizando seringa de insulina. 

 

2.5 Tratamento com EVs 

 

No primeiro experimento, cinco semanas após a infecção, os camundongos (n= 6) foram 

tratados com EVs, (60 µg/ml em 100 µL) por via intravenosa, uma única vez. Os animais foram 

acompanhados durante 8 semanas e a lesão foi mensurada com um paquímetro digital, 

semanalmente. Um segundo grupo de camundongos (n=6) recebeu a segunda dose de EVs na 
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semana subsequente. Os animais foram acompanhados semanalmente e as lesões foram 

medidas com um paquímetro digital. Os animais controle (n=6) não receberam nenhum 

tratamento. No segundo experimento, os animais (n=8) foram tratados com EVs, (60 µg/ml em 

100 µL) por via intravenosa, uma única vez. Os animais controle (n=8) não receberam nenhum 

tratamento. Os animais foram acompanhados por 6 semanas e a lesão foi mensurada com um 

paquímetro digital, semanalmente. 

  

2.6 Avaliação da carga parasitária 

 

Seis semanas após a infecção e 3 semanas após o tratamento com EVs, os animais foram 

eutanasiados para a determinação da carga parasitária na orelha e linfonodo de drenagem (dLN) 

por meio do ensaio de diluição limitante. Brevemente, orelha e o dLN foram retirados 

assepticamente e homogeneizados em meio Schneider 10%. A partir deste homogeneizado 

inicial foram realizadas oito diluições seriadas de 1:10, as quais foram aplicadas em placas de 

96 poços contendo meio Schneider, com três replicadas para cada diluição. As placas foram 

incubadas a 26°C por uma semana, e o número de parasitas viáveis foi determinado pela 

máxima diluição na qual foram encontrados. 

  

2.7 Avaliação da resposta celular 

 

A resposta imune celular foi analisada no dLN. Os animais foram eutanasiados como 

descrito acima para a coleta do dLNs. Os dLNS foram macerados para a obtenção de uma 

suspensão celular. As células foram ressuspendidas e reestimuladas com antígeno solúvel de 

leishmania (SLA) em meio RPMI 1640 suplementado com 2mM L-glutamina, 100U/mL de 

penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina, 10% de soro bovino fetal inativado e 0.05 M 2-

mercaptoetanol. As células foram cultivadas na concentração de 5x106/mL, em placas de 96 

poços. As placas foram incubadas a 37ºC com 5% de CO2. O sobrenadante foi coletado 48h 

depois para a dosagem de citocinas (IL-10, IL-6, IL-12p70 e TNFα), por meio da técnica de 

ELISA, utilizando-se kits comerciais. 

 

2.8 Análise estatística 

 

A análise estatística foi realizada com o programa GraphPad Prism (V.10.0). O teste 

Mann Whitney foi utilizado para comparação de dois grupos independentes e Kruskal-Wallis 

para comparação de três ou mais grupos independentes. Os dados foram apresentados como a 

média ± erro padrão da média e um valor de p menor que 0,05 foi considerado significativo.  

 

3. RESULTADOS 

 

3.1 O tratamento com uma dose de hUMSCs-EVs controla o desenvolvimento da lesão, mas 

não altera a carga parasitária 

 

Inicialmente avaliamos o efeito de diferentes doses do tratamento com hUMSCs-EVS 

em camundongos infectados com L. braziliensis.  Para isso, os animais foram infectados com 

parasitas por via intradérmica. Cerca de cinco semanas após a infecção, um grupo de animais 

recebeu uma dose de EVs e outro grupo de animais recebeu duas doses de EVs, separadas por 

uma semana entre cada dose. Como mostrado na Figura 1A, não observamos diferenças 

significativas comparando os grupos tratados com uma dose ou com duas doses de EVs, em 

relação ao grupo controle. Dessa forma, o tratamento com EVs, por via endovenosa não 

mostrou efeito de dose dependência quanto ao desenvolvimento da lesão. Porém, observamos 
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que o grupo tratado com uma dose apresentou, sem diferença estatística, uma espessura média 

de orelha inferior à encontrada no grupo controle e ao grupo tratado com duas doses, como 

pode ser observado na Figura 1B, que representa um cálculo de cura relativa entre os grupos 

tratados em relação ao grupo controle. Com mostrado na Figura 1B, o grupo tratado com uma 

dose de EVs apresentou uma cura relativa de cerca de 50% ao controle que não recebeu 

tratamento. 

  
Figura 1: Efeito das hUMSCs-EVs no desenvolvimento da lesão em camundongos BALB/c 

infectados com L. braziliensis. Camundongos BALB/c foram infectados com L. braziliensis e 

tratados com uma ou duas doses de hUMSC-EVs. As lesões foram medidas semanalmente com 

um paquímetro digital. (A) Medida da lesão. (B) Cura relativa. Os dados mostrados são 

representativos de um experimento realizado com N = 6 animais.  Os valores mostram a média 

± erro padrão da média.  

 

O experimento de tratamento (Figura 1A) foi repetido com o intuito de comprovar o 

efeito do tratamento com uma dose de EVs. Como mostrado na Figura 2A, neste segundo 

experimento, observamos uma diferença significativa na espessura da orelha dos animais 

tratados na semana seis em comparação ao grupo controle, três semanas após o tratamento 

(p<0,05). Além disso foi possível observar que a recuperação tecidual foi significativamente 

maior no grupo tratado, como mostrado na Figura 2B. A Figura 2B mostra a diferença 

encontrada entre a semanas do tratamento e a semana dois, considerada a de início do 

aparecimento da lesão, a fim de avaliar melhor a progressão da lesão. Esses resultados indicam 

que a terapia com uma dose de hUMSCs-EVs é capaz de modular o desenvolvimento da lesão 

em animais infectados com L. braziliensis. 
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Figura 2: Efeito das hUMSCs-EVs no desenvolvimento da lesão em camundongos BALB/c 

infectados com L. braziliensis. Camundongos BALB/c foram infectados com L. braziliensis e 

tratados com uma dose de hUMSC-EVs. As lesões foram medidas semanalmente com um 

paquímetro digital. (A) Medida da lesão. (B) Delta da progressão da lesão, cálculo realizado 

subtraindo a média da espessura da orelha de cada semana com a semana dois, semana que os 

animais começaram a apresentar lesão tecidual. Os dados mostrados são representativos de um 

experimento realizado com N = 8 animais.  Os valores mostram a média ± erro padrão da média. 

* p < 0,05. 

 

Em paralelo, avaliamos a carga parasitária dos animais infectados e tratados com EVs. 

Assim, na sexta semana após a infecção foi realizada a eutanásia dos camundongos para a 

retirada da orelha e do linfonodo de drenagem. Os tecidos foram macerados e foi realizado o 

ensaio de diluição limitante a fim de quantificar os parasitas viáveis. Como mostrado na Figura 

3, não encontramos diferenças significativas na carga parasitária, comparando a orelha (Figura 

3A) e o linfonodo (Figura 3B). Dessa forma, o tratamento com as EVs modulou o 

desenvolvimento da lesão, mas não alterou a carga parasitária. 
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Figura 3: Efeito das hUMSCs-EVs na carga parasitária em camundongos BALB/c infectados 

com L. braziliensis. Avaliação da carga parasitária na (A) orelha e (B) linfonodo de drenagem. 

Os dados mostrados são representativos de um experimento realizado com oito animais. Os 

valores mostram a média ± erro padrão da média. 

  

3.2 Camundongos tratados com hUMSCs-EVs não apresentaram mudança no perfil de 

citocinas produzidas 

 

Considerando o efeito anti-inflamatório descrito na literatura sobre as hUMSC-EVs, 

avaliamos a resposta imunológica dos animais tratados. Na sexta semana após a infecção 

avaliamos a produção de citocinas nos animais tratados, a partir de cultura de células 

reestimuladas do linfonodo de drenagem. Como mostrado na Figura 4, não observamos 

diferenças significativas na produção das citocinas avaliadas (A) TNF, (B) IL-12p70, (C) IL-6 

e (D) IL-10. Dessa forma, o tratamento intravenoso de hUMSCs-EVs modula o 

desenvolvimento da lesão, não modifica a carga parasitária e não induz uma modulação na 

resposta celular. 
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Figura 4: Efeito das hUMSCs-EVs na produção de citocinas em camundongos BALB/c 

infectados com L. braziliensis. Seis semanas após a infecção, os linfonodos foram cultivados 

na presença de SLA para a determinação da produção de citocinas. As concentrações de (A) 

TNF, (B) IL-12p70, (C) IL-6 e (D) IL-10 foram determinados por ELISA. Os dados mostrados 

são representativos de um experimento realizado com N = 8 animais. Os valores mostram a 

média ± desvio padrão.  

 

4. DISCUSSÃO 

 

Considerando a patogênese da leishmaniose cutânea localizada, o desenvolvimento de 

um tratamento que seja capaz de eliminar o parasita, controlar a resposta imunológica e que 

seja de fácil aplicação será extremamente benéfico para o paciente. As EVs, de modo geral, têm 

sido avaliadas como tratamento de doenças inflamatórias e de ferimentos na pele, 

principalmente por conta de sua capacidade de modular a resposta imunológica14. As hUMSCs-

EVs têm ação imunomoduladora uma vez que foi demonstrado que elas são capazes de reduzir 

a inflamação em doenças como nefrite lúpica21, doença pulmonar obstrutiva crônica22, 

osteoartrite23 e lúpus24. Além da ação imunomoduladora, as VEs apresentam também ação 

regenerativa, remodelando e promovendo a recuperação da epiderme e da derme, além de 

promover a angiogênese em modelo de feridas causadas pela diabetes25. Dessa forma, como a 

LCL é uma doença inflamatória associada a uma lesão tecidual investigamos os efeitos das 

hUMSCs-EVs nessa doença parasitária. 

Nesse estudo, mostramos que camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis e 

tratados com hUMSCs-EVs por via intravenosa apresentaram uma recuperação tecidual melhor 

e com lesões significativamente menores em comparação ao grupo controle. No contexto da 

LC, não há estudos que utilizem as hUMSCs-EVs como tratamento, porém, nossos dados de 

progressão de lesão estão de acordo com estudos que utilizaram as células tronco mesenquimais 

em infecções causadas por outras espécies. No estudo de Navard et al. 202026, a aplicação de 

MSCs obtidas da medula óssea reduziu de forma significativa a lesão causada pela L. major e 

no estudo de Ramos et al., 202027, a administração de MSCs obtidas do tecido adiposo também 

reduziu de forma significativa o tamanho da lesão causada pela L. amazonensis nos 
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camundongos tratados. No entanto, o tratamento não foi capaz de reduzir a carga parasitária em 

nenhum dos dois estudos, assim como no nosso. No nosso estudo, o tratamento intravenoso 

com hUMSCs-EVs não modulou a resposta imunológica, ou seja, não modificou a resposta 

imune, testada a partir da re-estimulação de células obtidas do linfonodo de animais infectados 

e tratados. Por outro lado, nos estudos realizados com MSCs obtidas do tecido adiposo, os 

autores observaram que na infecção por L. amazonensis, houve um aumento significativo na 

produção de IL-10 nos camundongos tratados em relação ao grupo controle27. Já na infecção 

por L. major, houve um aumento significativo de IFN-y nos camundongos tratados, enquanto 

o grupo controle apresentou um aumento de IL-1028. Isso pode ser explicado pelas 

características da infecção de cada espécie nas linhagens de camundongos. Em Ramos et al. 

(2020)27, os autores utilizaram camundongos da linhagem C57BL/6, os quais, quando 

infectados por L. amazonensis apresentam uma demora no desenvolvimento da resposta pró-

inflamatória. Já os camundongos BALB/c, quando infectados com L. major são susceptíveis à 

infecção e apresentam um perfil de resposta Th229. Assim, no estudo de Zanganeh et al., 

(2020)28, o uso de MSCs foi capaz de modular a resposta para que o animal fosse capaz de 

eliminar o parasita, reduzindo a produção de IL-10. Possivelmente, a via de administração usada 

no nosso estudo não favoreceu a distribuição de EVs para o sítio de infecção, não sendo 

observados os efeitos de imunomodulação como nos artigos supracitados.    

Anteriormente, foi demonstrado que as EVs utilizadas, derivadas de MSCs do cordão 

umbilical, se apresentam, após administração intravenosa, em maior concentração no fígado, 

baço e pulmões, assim como a análise proteômica demonstrou que em seu conteúdo há 

proteínas que estão envolvidas em diversos processos patológicos, relacionados com 

angiogênese, resposta imunológica, reparo de feridas, diferenciação de células e resposta à 

adesão célula-matriz de citocinas20. Assim, especulamos que a falta de imunomodulação que 

observamos pode ser devido à baixa presença de EVs na orelha dos camundongos, local de 

infecção. No entanto, embora não tenhamos observado este efeito, vimos um menor tamanho 

da lesão, indicando o potencial deste tratamento. Dessa forma, com os resultados encontrados, 

estudamos a possibilidade de um tratamento tópico, agindo diretamente no local da lesão.  

 

5. CONCLUSÃO 

 

Em conclusão, demonstramos que o tratamento intravenoso com hUMSCs-EVs é eficaz 

na modulação do desenvolvimento da lesão em camundongos infectados com L. braziliensis, 

mostrando um potencial de tratamento. No entanto, esse tratamento não alterou a carga 

parasitária nem induziu mudanças significativas no perfil de citocinas produzidas, destacando 

então a necessidade de investigar vias alternativas de administração. Dessa forma, iniciamos 

estudos com um novo modelo de aplicação tópico, direcionando as EVs para o sítio da lesão. 

Os resultados desse estudo poderão contribuir significativamente para o desenvolvimento de 

novas estratégias de tratamento para a leishmaniose cutânea, proporcionando uma terapia mais 

eficiente e segura para os pacientes.  
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