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RESUMO 

 

As leishmanioses são um grupo de doenças causadas por parasitos do gênero 
Leishmania, da família Trypanosomatidae. Estima-se que 350 milhões de pessoas 
estão em risco de contrair a doença em 102 países de diferentes continentes. As 
leishmanioses apresentam três formas clínicas: cutânea, mucocutânea e visceral, 
esta última é a mais severa e apresenta o maior número de óbitos. Apesar do 
avanço em biotecnologia no último século, o diagnóstico para as leishmanioses 
baseia-se em métodos diretos, os quais detectam o estágio intracelular do parasito 
por microscopia óptica. No entanto, estes procedimentos invasivos requerem 
microscopista experiente e não fornecem diagnóstico assertivo em todos os casos, 
pois a distribuição dos parasitos nos tecidos afetados não é homogênea. Os exames 
de sangue são os mais fáceis de realizar, porém há pouquíssimas células 
parasitadas circulantes. Com o objetivo de desenvolver métodos mais sensíveis e 
específicos, novas estratégias tecnológicas estão sendo desenvolvidas. Nesse 
contexto, este estudo visou desenvolver um instrumento para um novo método de 
diagnóstico baseado na técnica de acustofluídica, a qual combina a tecnologia de 
microfluídica com forças acústicas para manipulação de células e microrganismos. 
De maneira inovadora, estamos combinando métodos de espectroscopia óptica e 
imagens com acustofluídica. Para tanto, foram usados macrófagos da linhagem 
J774.A1, células hospedeiras da leishmania, foram armadilhados e paralisados 
através da técnica de acustofluídica utilizando ondas de ultrassom, permitindo que 
um espectro Raman completo fosse obtido dentro de alguns intervalos de segundos 
e minutos. Os resultados produzidos confirmam a robustez dos métodos 
acustofluídicos como uma plataforma capaz de armadilhar células macrofágicas da 
linhagem J774.A1. promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania 
chagasi, e também, células J774.A1 infectadas com amastigotas de L. amazonensis, 
as quais são alvos de testes de diagnóstico. Também foi demonstrado que o 
dispositivo acustofluídico desenvolvido pelo grupo de pesquisa foi capaz de 
armadilhar macrófagos da linhagem J774.A1 para bio-Raman espectroscopia, como 
demonstrado no artigo derivado desta tese, intitulado, “3D - Printed Acoustofluidic 
Devices for Raman Spectroscopy of Cells”.  Por fim, o trabalho desenvolvido pode 
facilitar e aperfeiçoar o diagnóstico das leishmanioses, utilizando amostras 
biológicas menos invasivas. 

 

Palavras-chave: Leishmaniose; Acustofluídica; Bioespectroscopia. 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 

 

The leishmaniases are a group of diseases caused by protozoan parasites of the 

genus Leishmania, family Trypanosomatidae. Approximately 350 million people are 

at risk of developing the disease in 102 countries. The leishmaniases are composed 

of three main clinical forms, namely cutaneous, mucosal, and visceral, with the last 

one being the most severe and causing most deaths. Despite the technological 

advances, routine diagnostics is based on direct methods which detect the 

intracellular stage of the parasite using microscopy in tissue samples from aspiration 

of the spleen, liver, bone marrow, and lymph nodes. However, these invasive 

procedures require an experienced microscopist and do not provide a safe diagnosis 

in all cases because parasite distribution in affected tissues is not homogenous. 

Blood tests are the most practical ones to perform, but there are little circulating 

infected cells. With the aim of developing more sensitive and specific methods, new 

technological strategies are being developed. Then, this study aimed to develop an 

instrument for a new diagnostic method based on the acoustofluidic method which 

combines the technology of microfluidics with acoustic forces to manipulate cells and 

microorganisms. As an innovation, we are combining optical spectroscopy with 

acoustofluidics. The obtained results  confirm the robustness of acoustofluidc 

methods as a platform to trap macrophages of the J774.A1 cell line,  Leishmania 

amazonensis and Leishmania chagasi promastigotes, and J774.A1 cells infected 

with L. amazonensis amastigotes, which are targets of diagnostic methods. It was 

also demonstrated that the acoustofluidic device developed by our research group 

was able to trap J774.A1 macrophages for bio-Raman spectroscopy as showed in 

the paper, obtained from this thesis, which is entitled “3D - Printed Acoustofluidic 

Devices for Raman Spectroscopy of Cells”.  Therefore, this study can facilitate and 

improve leishmaniasis diagnosis using less invasive biological samples. 

 

Keywords: Leishmaniasis, Acoustofluidics, Bioespectroscopy. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 As leishmanioses são doenças causadas pelo protozoário parasito que 

pertence ao gênero Leishmania, ordem Kinetoplastida e família Trypanosomatidae. 

A transmissão ocorre durante o repasto sanguíneo de fêmeas de flebotomínio 

infectadas com o parasito. Existem 53 espécies de Leishmania, sendo 20 delas 

patogênicas para o homem, diferindo nas manifestações clínicas provocadas no 

hospedeiro, divididas em três grupos principais, assim classificadas: leishmaniose 

cutânea (LC) ou tegumentar, mucocutânea (LMC) e visceral (LC), esta última 

também conhecida como calazar (AKHOUNDI et al., 2016; SUNDAR & 

CHAKRAVARTY, 2013).  

 Caracterizadas como doenças negligenciadas, apresentam formas clínicas 

distintas, sendo a LV a mais severa e a que apresenta maior número de óbitos. A 

Leishmania infantum (syn. Leishmania chagasi) é o agente causador da LV nas 

Américas, na China e na bacia do Mediterrâneo, apresentando o cão (Canis 

familiaris) como reservatório de importância epidemiológica (ANVERSA et al., 2018). 

Os casos caninos, na maioria das vezes, precedem os casos humanos, 

principalmente devido à proximidade destes. Além da presença do vetor e do 

reservatório, há outros fatores importantes para a progressão da doença, como a 

imunidade do hospedeiro e a virulência do parasito (ALVAR et al., 2004; 

KRAUSPENHAR et al., 2007). 

Segundo a OPAS (2020), na América latina, as leishmanioses são zoonoses 

com diferentes padrões de transmissão, sendo o ciclo silvestre o principal da 

leishmaniose cutânea e o doméstico rural e urbano da leishmaniose visceral. 

Embora ainda mantenha algumas características rurais, a LV se apresenta em 

processo de urbanização com significativa expansão geográfica.  A grande 

população de cães que fica nas ruas dos grandes centros pode abrigar animais 

assintomáticos que tem grande importância na saúde pública, pois também são 

fontes de infecção para os flebotomíneos e assim apresentam papel ativo na cadeia 

de transmissão da doença (MULE et al, 2020). 

Até o presente momento, o tratamento básico da LV e LC baseia-se em 

poucas opções terapêuticas. Estibogluconato de sódio e antimoniato de meglumina 

são a base da quimioterapia de primeira escolha em países endêmicos, 
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especialmente no subcontinente indiano, sendo os fármacos de segunda escolha a 

anfotericina B e sua formulação lipossomal, paromomicina e miltefosina. De acordo 

Srivastava et al. (2016), além de poucas opções terapêuticas, o uso destes fármacos 

é limitado devido à alta toxicidade, a via de administração parental, exceto a 

miltefosina, a ineficácia devido ao surgimento de cepas resistentes aos fármacos e 

elevado custo de tratamento no caso de formulações lipídicas da anfotericina B.  

 Em se tratando do diagnóstico de rotina, este baseia-se em métodos diretos, 

os quais detectam o estágio intracelular do parasito por microscopia em tecido de 

biópsia ou punção aspirativa do baço, fígado, medula óssea ou linfonodos. No 

entanto, estes procedimentos invasivos requerem microscopista experiente e não 

fornecem diagnóstico positivo em todos os casos, pois a distribuição dos parasitos 

nos tecidos afetados não é homogênea. Além disso, para uma investigação 

diagnóstica completa é importante avaliar o estado imunológico do hospedeiro e a 

evolução clínica da doença (NOLI; SARIDOMICHELAKIS, 2014; SAKKAS; 

GARTZONIKA; LEVIDIOTOU, 2016). 

Portanto, é de notória importância o estudo de novos métodos de diagnóstico 

para doenças negligenciadas a exemplo das leishmanioses. Também torna-se 

relevante o estudo sob novas metodologias de manipulação de células a fim de 

baratear os custos de experimentos laboratoriais.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

Para fins de exposição de nossa revisão de literatura, a seguir apontaremos 

um apanhado dos nossos pressupostos, começando pelo agente etiológico e seu 

ciclo de vida, bem como a imunopatogenia e as manifestações clínicas, passando 

pelos vetores e reservatórios, concluindo com a epidemiologia, tratamento, 

diagnóstico e os avanços em Biotecnologia.  

 

 

2.1 Agente etiológico e ciclo de vida 

 

A Leishmania é um parasito intracelular que possui ciclo de vida digenético, o 

qual existe sob duas formas evolutivas: amastigota e promastigota. As 

promastigotas metacíclicas são alongadas (Figura 1a), possuem um flagelo bastante 

desenvolvido, são encontradas dentro do intestino das fêmeas dos flebotomíneos 

(inseto vetor) e são as formas infectantes, seu corpo celular mede entre 6 e 8 μm de 

comprimento. As amastigotas são esféricas (Figura 1b), medem cerca de 3 μm de 

largura e 6 μm de comprimento, possuem flagelo externalizado e estão presentes 

dentro dos fagócitos mononucleares dos hospedeiros vertebrados, como exposto na 

Figura 2. (DE ALMEIDA et al., 2003).  

 

Figura 1 – Esquema tridimensional das formas promastigota metacíclica e amastigota de L. 
amazonensis mostrando as principais estruturas, sendo A - Forma promastigota e B - Forma 

amastigota 
 

 
 

Fonte: Teixeira et al., 2013.  

 

A B 
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Figura 2 – Micrografia da forma amastigota dentro de um vacúolo parasitóforo no interior de 
um macrófago através de um microscópio eletrônico de varredura 

 

 

Fonte: Rodrigues et al., 2008. 

 

 Como reforçam atores como Burza, Croft e Boelaert (2018) e Paho (2019), no 

Brasil, existem sete espécies distintas do parasito, sendo que destas, seis 

(Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis, Leishmania guyanensis, 

Leishmania lansoni, Leishmaia shawii, e Leishmaia naiffi) são responsáveis pela LC 

e uma espécie (Leishmania chagasi) responsável pela LV.  

Durante o repasto sanguíneo, o inseto vetor regurgita as formas 

promastigotas metacíclicas no hospedeiro vertebrado. Estas formas são fagocitadas, 

iniciando a fase de desenvolvimento intracelular do parasito e, quando 

internalizadas, se localizam dentro do vacúolo parasitóforo ou fagolisossomo, onde 

ocorre a diferenciação da forma promastigota para amastigota, as quais se 

multiplicam por divisão binária, levando ao rompimento dos macrófagos (Figura 2). 

Por sua vez, as amastigotas livres ou células infectadas podem ser ingeridas pelo 

flebotomíneo durante o repasto sanguíneo (SRIVASTAVA et al., 2016)  .  

Na concepção de SRIVASTAVA et al. (2016) e BATES (2018), no interior do 

intestino dos insetos, as células infectadas se rompem, liberando as formas 
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amastigotas, que se transformam em promastigotas, recomeçando o ciclo biológico 

do parasito, como ilustrado na Figura 3 apresentada a seguir.  

Figura 3 – Ciclo de vida de Leishmania spp 

 

Fonte: Site sanarsaúde.com, 2019.1 

 

2.2 Imunopatogenia e manifestações clínicas 

 

 Na perspectiva de Lukes et al. (2014), embora os macrófagos sejam células 

fagocitárias especializadas no combate a agentes infecciosos, as leishmanias 

desenvolveram mecanismos de defesa capazes de subverter sua capacidade 

microbicida, conseguindo sobreviver neste ambiente potencialmente tóxico e 

multiplicar-se até a ruptura da célula, quando são liberadas para infectar outros 

macrófagos, propagando a infecção.  

 A internalização das promastigotas ocorre por fagocitose mediada pelo 

reconhecimento receptor/ligante. Nesse processo geralmente participam os 

                                                           
1
 Disponível em: https://www.sanarsaude.com/portal/residencias/artigos-noticias/leishmaniose-

resumo-completo-tudo-que-o-veterinario-precisa-saber. Acessado em: 08 nov. 2020. 

https://www.sanarsaude.com/portal/residencias/artigos-noticias/leishmaniose-resumo-completo-tudo-que-o-veterinario-precisa-saber
https://www.sanarsaude.com/portal/residencias/artigos-noticias/leishmaniose-resumo-completo-tudo-que-o-veterinario-precisa-saber
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receptores para complemento CR1 e CR3 dos macrófagos. As moléculas do 

complemento C3b e C3bi fixadas nas formas promastigotas de Leishmania ligam-se 

aos receptores de macrófagos CR1 e CR3, respectivamente, mostrando o 

importante papel do receptor de complemento na internalização do parasita na 

célula hospedeira (ROBLEDO, 1994). 

A resposta adaptativa contra os parasitos ocorre após a apresentação de 

antígenos por macrófagos e células dendríticas, via Complexo Principal de 

Histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex - MHC) classe II para as 

células T. Contudo, as leishmanias são também susceptíveis à ação dos neutrófilos 

que possuem grande capacidade de produzir peróxido de hidrogênio (H2O2) e óxido 

nítrico (NO). Porém, como afirmam Carvalho, Passos e Jesus (2005) e Alexander et 

al. (2012), ao penetrar no hospedeiro, o parasito infecta os macrófagos escapando 

do ataque dos neutrófilos. 

 Ainda na visão dos últimos autores supracitados, em consonância com os 

pressupostos de Scott e Novais (2016), as células T podem exercer sua função 

através da toxicidade mediada por células CD8+ ou através da secreção de citocinas 

que vão ativar macrófagos para destruir os microorganismos intracelulares. Já as 

células T CD4+ podem ser diferenciadas por várias subpopulações. Entre elas estão 

as células Th1 e Th2, que são respectivamente de fundamental importância para a 

defesa e susceptibilidade do hospedeiro contra as infecções.   

Em resposta à estimulação, as células Th1 produzem IFNγ e IL-2 e é 

necessária para controlar a infecção. A liberação de IFNγ acarreta na ativação do 

macrófago e produção de NO, importantes na erradicação do parasito intracelular. A 

atividade leishminicida do macrófago induzida por IFNγ pode ser aumentada por 

outras citocinas, como TNFα e Fator Inibitório de Migração (Migration Inhibitory 

Factor - MIF). Por outro lado, as células Th2 são responsáveis por produzir IL-4, IL-

10, IL-13 e TGF-β (SCOTT, NOVAIS, 2016). 

No entendimento de Mccall et al. (2013) e Tomiotto-Pelleissier et al. (2018), 

este tipo de resposta não é capaz de controlar a infecção, já que aumenta a 

expressão de arginase e multiplicação dos parasitos resultando no agravamento da 

doença, como ilustrado na Figura 4 a seguir. 
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Figura 4 – Esquema do mecanismo imunológico que induz a diferenciação das células T 

CD4+ nas subpopulações Th1 e Th2 

 

Fonte: Adaptado de Alexander et al., 2012. 

 

2.2.1 Leishmaniose visceral 
 

A LV é caracterizada por sinais clínicos incluindo hepatoesplenomegalia e 

caquexia, podendo levar à morte se não houver tratamento (Figura 5); no entanto, 

segundo Alvar et al. (2012), dependendo da fase da doença e da imunidade do 

hospedeiro, este por muitas vezes apresenta-se assintomático. O período de 
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incubação varia de duas semanas a 18 meses, podendo aparecer lesões cutâneas 

iniciais de dois a oito meses após a infecção, podendo os sintomas da LV 

demorarem anos para aparecer.  

Efetivamente, a doença é bastante progressiva e se a infecção sintomática 

não for tratada é geralmente fatal, com uma taxa de mortalidade de 75 a 95%. Os 

parasitos proliferam onde há células do Sistema de Fagocítico Mononuclear, 

especialmente macrófagos. Estas são mais abundantes no baço e no fígado e, 

consequentemente, a infecção resulta em um aumento de ambos os órgãos. As 

células da medula óssea também são infectadas e os pacientes desenvolvem 

pancitopenia e imunossupressão, tornando-os susceptíveis a infecções secundárias 

(READY, 2014). 

 

Figura 5 – Hepatoesplenomegalia em paciente com leishmaniose visceral 

 

Fonte: Teixeira et al., 2013. 

 

Os cães domésticos são os principais reservatórios para L. infantum em 

regiões endêmicas e a maioria deles é assintomática. De acordo com Shokri, Fakhar 

e Teshnizi (2017), os sinais clínicos da LV em cães infectados incluem caquexia, 

queda de pelo, feridas na derme, perda de peso, linfadenopatia e letargia, como 

evidenciado na Figura 6 abaixo.  
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Figura 6 – Cães com sinais clínicos da leishmaniose visceral canina, como queda de pelo, 

feridas na derme e perda de peso 

 

Fonte: Teixeira et al., 2013; Noli e Saridomichelakis, 2014. 

 

2.2.2 Leishmaniose cutânea 
  

  Segundo PAHO (2019), a forma cutânea ou tegumentar é tida como uma 

forma benigna da leishmaniose, apresenta acometimento da pele com lesões 

indolores, únicas ou múltiplas, bordas elevadas, concentrando-se em partes do 

corpo como a face, braços e pernas, que tendem a ter cura espontânea ou 

apresentam uma significativa resposta à terapêutica. Em consonância, Verma et al 

(2012) apontam que esta dispõe de formato arredondado que varia de alguns 

milímetros até centímetros de diâmetro, com base eritematosa e infiltrada, associada 

a bordas bem delimitadas e elevadas. O fundo da ferida é avermelhado e com 

granulações. A partir das úlceras ou isoladamente podem surgir lesões vegetantes e 

verrucosas, como retratado na Figura 7A.  

  Na LC, o período de incubação é relativamente variável, podendo a infecção 

evoluir após um período de incubação de uma a doze semanas, em uma pápula que 

aumenta de tamanho podendo formar úlcera. Na visão de Silveira (2019), a lesão 

típica, em aspecto de cratera de lua, é indolor e apresenta bordas salientes com 

fundo necrótico úmido e granuloso, ilustrado também na Figura 7.     
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  A Leishmaniose Cutânea Difusa (LCD) é uma forma rara da leishmaniose, 

causada pela L. amazonensis ou pela L. aethiopica. Verma et al. (2012) e PAHO 

(2019) evidenciam que nesta forma é verificada a ocorrência de diversas lesões não 

ulceradas, nodulares ou em placas, que afetam principalmente a face, e podem 

chegar a cobrir o corpo inteiro, como mostra a Figura 7B). Assim sendo, conforme 

Burza, Croft e Boelaert (2018), a LMC compromete a mucosa, com destruição 

tissular progressiva da mucosa nasal e orofaringeana, podendo levar à perfuração 

do septo e ocasionar uma possível desfiguração da face e perda do septo, palato e 

pavilhão auditivo, devido à intensa resposta inflamatória, como exposto na Figura 

7C.  

 

Figura 7 – Formas clínicas da Leishmaniose Cutânea (LC): A: Leishmaniose cutânea; B: 

Leishmaniose Cutânea difusa; C: Leishmaniose Mucocutânea

 

Fonte: BRASIL, 2017.  

 Se não tratadas, as lesões podem evoluir para cura espontânea, deixando 

cicatrizes atróficas, no período de meses a poucos anos. Além disso, podem 

também permanecer ativas e coexistir com lesões mucosas que surgem 

posteriormente. Conforme apontam Mcgwire e Satoskar (2013), na maioria dos 

casos, a doença mucosa ocorre após as lesões cutâneas e o diagnóstico de 

comprometimento da mucosa é estabelecido apenas meses a anos depois da cura 

clínica da lesão cutânea primária, embora haja casos em que a mucosa é o local 

primário.  

 

2.3 Vetores e reservatórios 

 

A
A 
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 Na natureza, todas as espécies de Leishmania são transmitidas ao homem ou 

a outros hospedeiros vertebrados durante o repasto sanguíneo de fêmeas 

hematófagas infectadas. Estes insetos denominados flebotomíneos (Figura 8), 

pertencem à ordem Díptera, família Psychodidae, subfamília Phlebotominae e 

gênero Lutzomyia, e são popularmente conhecidos como mosquito-palha, asa dura, 

birigui ou cangalhinha. Estes dípteros possuem o corpo revestido por pelos e são de 

coloração clara, medindo de 1 a 3 mm de comprimento. Possuem uma grande 

distribuição nos climas quentes e temperados, apresentando atividade crepuscular e 

pós-crepuscular e abrigando-se durante o dia em lugares úmidos, escuros e 

protegidos dos ventos. Rath et al. (2003) e Marques e Forattini (2005) reforçam que 

ambos os sexos necessitam de carboidratos como fonte energética, mas apenas as 

fêmeas se alimentam de sangue para o desenvolvimento de seus ovos.  

 

Figura 8 – Fêmea de flebotomíneo (Diptera: Psychodidae) ingurgitada durante repasto 
sanguíneo realizado em pele de isca humana 

 
 

Fonte: Site do CDC – Centers for disease control and prevention, 2006. 2 

 

 O gênero Lutzomyia é o responsável pela transmissão das leishmanioses nas 

Américas, existindo 350 espécies catalogadas, distribuídas desde o sul do Canadá 

até o norte da Argentina. De acordo com Rocha et al. (2010), destas, pelo menos 

200 ocorrem na bacia amazônica. As principais espécies envolvidas na transmissão 

da leishmaniose tegumentar americana são: Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia 

whitmani, Lutzomyia umbratilis, Lutzomyia intermédia, Lutzomyia wellcome e 

                                                           
2
 Disponível em: https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=10277. Acesso em: 08 jan. 2020. 

https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=10277
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Lutzomyia migone. O principal vetor da leishmaniose visceral no Brasil é o Lutzomyia 

longipalpis, o qual está distribuída no peridomicílio de áreas rurais, subúrbios de 

baixa altitude e favelas de diversas regiões tropicais da América Latina 

(STEVERDING, 2017). 

 

2.4 Epidemiologia 

 

As leishmanioses estão presentes principalmente em países localizados em 

regiões tropicais e subtropicais, acometendo países mais pobres e em 

desenvolvimento, atingindo populações mais vulneráveis, sem e/ou com pouco 

acesso ao saneamento básico e com educação sanitária escassa. Sua expansão é 

multifatorial e geralmente está associada às condições subsistentes de habitação, 

desnutrição, baixa escolaridade e deficiência do sistema imunológico. Estas também 

representam uma problemática na saúde pública, pois são necessários grandes 

investimentos dos governos em prol da erradicação da doença, partindo da 

prevenção, como pulverização de ruas com inseticida, até o tratamento, o qual é 

custoso para os sistemas públicos (BRASIL, 2017; PAHO, 2019).  

Este grupo de doenças é o segundo mais frequente em todo o mundo, e é 

endêmico em 102 países, com incidência anual de 1 milhão de novos casos, 

prevalência de 12 milhões de casos por ano e cerca de 30 mil óbitos por ano (WHO, 

2021). Nas Américas, as leishmanioses acometem 18 países, sendo a LV a forma 

mais severa e quase sempre fatal, se não tratada, e a LC representa a forma clínica 

mais comum. Além disso, a LMC possui uma evolução crônica podendo causar 

deformidades e sequelas (OPAS, 2020).  

Segundo dados da OPAS (2020), no Brasil, a LC e LMC apresentaram juntas 

uma incidência de 17,7 e ocorrência de 17.526 novos casos, sendo 95,3% de LC e 

4,7% de LM, entre 2015 e 2017. Neste mesmo triênio foi observado que 91,8% das 

pessoas acometidas pela doença são maiores que 10 anos, onde 16,3% dos casos 

totais ocorreram nas fronteiras e que a doença prevalece no sexo masculino 

(72,7%). A Figura 9 mostra um panorama geral da situação no país, mostrando 

regiões que sofrem com a doença.  
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Figura 9 – Incidência de leishmaniose cutânea e mucosa no Brasil 

 

Fonte: OPAS, 2017. 

 

A forma mais severa da doença, a LV, acomete todos os continentes do 

planeta (Figura 10), sendo que 90% destes relatados ocorrem em seis países: Índia, 

Bangladesh, Sudão, Sudão do Sul, Brasil e Etiópia. Mesmo com acesso ao 

tratamento, a LV pode resultar em taxas de letalidade de 10-20%. Essa parasitose 

apresenta 0,2 a 0,4 milhões de casos em todo o mundo, com incidência anula de 58 

mil casos, exceto na Nova Zelândia e no Sul do Pacífico. (AKHOUNDI et al., 2016; 

ALVAR et al., 2012). A figura abaixo, demonstra geograficamente as regiões ao 

redor do mundo acometidas pela LT (Figura A) e LV (figura B) até o ano de 2019, 

segundo a Organização Mundial de Saúde.  
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Figura 10 - Situação epidemiológica das leishmanioses no mundo no ano de 2019: A - 
Distribuição da leishmaniose tegumentar; B - Distribuição da leishmaniose visceral 

 

 

 

 

Fonte: WHO, 2019.3 

 

                                                           
3
 Disponível em: https://www.who.int/health-topics/leishmaniasis#tab=tab_1. Acesso em: 20 maio 

2021. 

A 

B 

https://www.who.int/health-topics/leishmaniasis#tab=tab_1
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Estima-se que no Brasil há uma incidência anual de 4.200 casos de LV 

(AKHOUNDI et al., 2016; ALVAR et al., 2012). Entre os anos de 2007 e 2013 foram 

registrados em nosso país mais de 26 mil casos de LV, sendo que a região Nordeste 

possui o maior percentual de casos registrados no país (51%). De acordo com os 

dados do SINAM (2014), o Brasil é o terceiro maior foco de LV do mundo e é 

responsável por 90% dos casos notificados nas Américas. No país, a LV é uma 

doença que requer a notificação compulsória, e que cujos medicamentos para o 

tratamento são fornecidos exclusivamente pelo governo (BELO et al., 2013; DE 

ARAUJO et al., 2013). 

O Brasil é endêmico para as duas formas da doença, fato este que se justifica 

devido ao clima tropical do país, o que é favorável a proliferação do díptero 

transmissor da doença. Esse caráter endêmico é observado ao avaliar um período 

de 10 anos no Brasil, e a despeito da forma visceral, houve uma curva decrescente 

no mundo que não foi acompanhada pelo Brasil. (WHO, 2021).  

 

2.5 Tratamento 

 

 A leishmaniose é uma doença antiga, tendo descrições de suas 

manifestações clínicas cutâneas que datam de 1500 a 2500 anos a.C. No entanto, 

os relatos sobre o seu tratamento são apenas do final do século XIX, quando se 

começou a usar ácido lático puro para cauterizar as lesões. Além disso, foram 

utilizados sulfato de cobre, ácido de bateria velha e extratos de plantas. (OPS, 

2020). 

 Conforme Rath et al. (2003) e Frezard, Demicheli e Ribeiro (2009), embora o 

uso medicinal de compostos de antimônio seja conhecido desde séculos antes da 

era cristã, para diversos fins terapêuticos, apenas em 1912 o tártaro emético foi 

utilizado pela primeira vez para tratar a Leishmaniose Cutânea pelo médico Gaspar 

de Oliveira Vianna, o qual era utilizado na época como substância emética, 

tratamento contra sífilis, gota, dentre outros. Entretanto, seu uso foi contestado por 

outros estudiosos os quais enalteceram os seus efeitos colaterais, o que levou ao 

desenvolvimento dos antimoniais pentavalentes, que apresentam maior taxa de cura 

e menos efeitos tóxicos que a forma trivalente. Tais informações serão exploradas 

ao longo das próximas subseções.  



30 
 

 

2.5.1 Antimoniais 
 

 Dentre os compostos de antimoniais utilizados no tratamento da leishmaniose 

destacam-se os complexos de antimônio trivalentes tais como o tartarato antimonial 

de potássio (Tártaro emético), antimoniato de bis-catecol-3,5-dissulfonato sódico 

(Stibophen®, Repodral®, Fuadina®) e tioglicolato de sódio e antimônio, bem como os 

antimoniais pentavalentes, antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®, 

antimoniato de meglumina), gluconato de antimônio sódico (Pentostan®, 

Solustibosan®, estibogluconato sódico) e ureia estibamina (Estibamine®) (BRASIL, 

2014).  

Estudiosos como Wyllie, Cunningham e Fairlamb (2004) sugerem que o 

antimônio compromete o potencial redox tiol da célula, induzindo o efluxo de tióis 

intracelulares e inibição de tripanotiona redutase. Outra hipótese, segundo Demicheli 

et al. (2002), diz respeito à capacidade do SbV em formar complexos com 

nucleotídeos, inibindo a topoisomerase e interferindo no metabolismo do parasito. 

No entanto, devido a cardiotoxicidade e intolerância gastrintestinal dos antimoniais 

trivalentes (SbIII), são os antimoniais pentavalentes (SbV) que apresentam maior uso 

terapêutico (SERENO et al., 1998). 

Ao longo dos anos diferentes regimes de dosagens foram propostos numa 

tentativa de alcançar a menor dose terapêutica eficaz e com menos efeitos 

colaterais. A Organização Mundial de Saúde (2014) preconiza que as doses de 

antimoniais não devem ultrapassar 20 mg/kg/dia, não se ultrapassando o limite de 

850 mg de antimônio, devido à sua elevada toxicidade. Mialgias, dores abdominais, 

alterações hepáticas e distúrbios cardiológicos e renais são efeitos colaterais 

frequentemente associados ao uso destes fármacos.   

Ainda que o antimoniato de metilglucamina seja bastante eficaz em regredir 

rapidamente as manifestações clínicas e hematológicas da doença e provocar 

esterilização do parasita, a crescente incidência de casos de resistência tem sido 

uma séria preocupação para a sua utilização em áreas endêmicas. Devido às baixas 

dosagens e tratamentos descontínuos, começaram a ocorrer falhas na terapia e 

consequente aumento da resistência de parasitos (RATH et al., 2003; SUNDAR & 

CHAKRAVART, 2019). 
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O aumento da incidência de falha terapêutica nos últimos anos vem se 

tornando uma grande ameaça, principalmente aos pacientes coinfectados com 

Leishmania e HIV. A principal causa dessa emergência é o mau uso dos fármacos, 

que leva à seleção de pequenas populações resistentes. Esse fenômeno de falha 

terapêutica é complexo, uma vez que há vários fatores envolvidos: características do 

hospedeiro, como genética e resposta imunológica; fatores técnicos, como a 

qualidade do fármaco e a via de administração parenteral; a duração do tratamento; 

e a biologia do parasito, como uma variabilidade intrínseca em relação à 

susceptibilidade ao antimônio (CROFT; SUNDAR & FAIRLAMB, 2006).  

Sendo assim, Plano et al. (2011) reforçam que os principais pontos contrários 

à terapia com antimoniais são o desenvolvimento de resistência de várias cepas 

frente a estes tratamentos, os regimes de tratamento com altas doses por longos 

períodos, administração parenteral, além de elevada toxicidade renal e cardíaca, 

muitas vezes levando os pacientes a abandonarem o tratamento.  

 

2.5.2 Anfotericina B   

 

É um antibiótico macrolídeo da classe dos polienos, derivado de uma cepa de 

Streptomyces nodosus, largamente utilizado para o tratamento de infecções fúngicas 

sistêmicas que pertence ao grupo de fármacos leishmanicidas de segunda geração, 

usada extensivamente no caso de falhas no tratamento com compostos antimoniais. 

O mecanismo de ação, assim como da toxicidade, envolve a formação de poros 

artificiais ao longo da membrana celular do parasito e hospedeiro, alterando a 

permeabilidade seletiva a cátions e levando à morte celular. A anfotericina B 

também interfere na síntese do ergosterol, um importante componente de membrana 

da Leishmania (LEMKE; KIDERLEN & KAYSER, 2005; SANGSHETTI et al, 2015).  

Apesar de sua eficácia a anfotericina B também é tóxica e está associada a 

efeitos secundários graves. No entanto, em áreas em que existem níveis elevados 

de resistência ao SbV, a anfotericina B é o fármaco de escolha (HAMILL, 2013; 

BRASIL, 2014). Alguns desses efeitos foram contornados por alterações em sua 

formulação, tais como lipossomal, dispersão coloidal e complexo lipídico. Estas 

formulações lipídicas da anfotericina B mantêm sua atividade e reduz a toxicidade.  

Assim sendo, foi visto que a anfotericina B é efetiva no tratamento de 

leishmaniose visceral, com toxicidade mais baixa quando encapsulada em 
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lipossomas, porém o alto custo limita sua utilização, sendo utilizada apenas em LV 

(KLEMPTNER et al, 2014; FUNABASHI et al, 2020). 

 

2.5.3 Pentamidina 
 

 

A pentamidina pertence ao grupo das diaminas aromáticas e sua atividade 

terapêutica foi descoberta casualmente. Basselin et al. (1997) descreveram que a 

pentamidina, utilizada na clínica contra casos de leishmaniose resistente aos 

antimoniais pentavalentes, apresenta resultados significantes em pacientes 

imunodeprimidos. No entanto requer administração parenteral e têm sido 

observados efeitos adversos significantes após sua administração. Dentre os 

principais efeitos estão hipoglicemia, hipotensão, mialgias, alterações cardiológicas 

e nefrotoxicidade. Além disso, há relatos de morte repentina, o que limita seu 

emprego terapêutico (HAFIZ; KYRIAKOPOULOS, 2021).  

Embora o mecanismo preciso pelo qual a pentamidina atue não esteja claro, 

sabe-se que as diamidinas interferem na síntese de poliaminas, bloqueando a 

utilização de S-adenosil-L-metionina ao inibir enzimas como a ornitina 

descarboxilase e a espermidina sintetase, impedindo, assim, a síntese de 

biomoléculas de importância em vários processos bioquímicos da fisiologia celular 

do parasita. Além disso, outra teoria bastante aceita tem proposto que ocorre 

inibição da topoisomerase mitocondrial. Já o mecanismo de resistência pode estar 

associado à redução do potencial da membrana mitocondrial e redução do acúmulo 

do fármaco em terapias prolongadas (MUKHERJEE; DAS & SEN, 2006; 

PORCHEDDU et al., 2012). 

 

2.5.4 Miltefosina 
 

 A miltefosina é um antineoplásico alquilfosfolipídico que se mostrou eficaz 

contra Leishmania spp. in vitro e in vivo. No entanto, a grande vantagem do uso 

desse fármaco é o fato de ser o primeiro e único usado por via oral, quer seja para 

tratar a LV ou LC. A dose de miltefosina atualmente recomendada, como 

monoterapia, é de 2,5 mg/kg/dia durante 28 dias, embora na prática clínica outras 

doses sejam administradas. De maneira geral ela tem sido bem tolerada, com 
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exceção de leves efeitos colaterais gastrointestinais, embora o seu potencial 

teratogênico dificulte seriamente a sua utilização generalizada na clínica e em 

programas nacionais de eliminação (BRASIL, 2018; BRASIL, 2020). 

As dificuldades encontradas no tratamento da leishmaniose, como o alto 

custo, o longo período de tratamento, a via de administração, os efeitos colaterais, 

as contraindicações e a resistência são fatores que relatam o quanto a quimioterapia 

da leishmaniose está distante de ser satisfatória. Assim, é imprescindível o 

desenvolvimento de novos fármacos capazes de apresentarem alta seletividade, um 

alto índice terapêutico e ser de fácil administração. 

 

2.6 Diagnóstico  

 

O diagnóstico de rotina baseia-se em métodos diretos, os quais detectam o 

estágio intracelular do parasito por microscopia em tecido de biópsia ou punção 

aspirativa do baço, fígado, medula óssea ou linfonodos. No entanto, estes 

procedimentos invasivos requerem microscopista experiente e não fornecem 

diagnóstico positivo em todos os casos, pois a distribuição dos parasitos nos tecidos 

afetados não é homogênea. Além disso, para uma investigação diagnóstica 

completa é importante avaliar o estado imunológico do hospedeiro e a evolução 

clínica da doença (NOLI; SARIDOMICHELAKIS, 2014; SAKKAS; GARTZONIKA; 

LEVIDIOTOU, 2016; TRONCARELLI et al., 2009).  

O diagnóstico parasitológico, utilizando aspirado de medula óssea como 

amostras, constitui o padrão ouro para o diagnóstico da LV. De acordo com Goto e 

Lindoso (2010) e Srivastava et al. (2011), para o diagnóstico etiológico, as 

alternativas incluem técnicas moleculares para a detecção de DNA de Leishmania 

spp. por meio de métodos baseados na Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), 

que pode detectar o gênero Leishmania para confirmar a leishmaniose ou até 

mesmo identificar as espécies de Leishmania. O método de diagnóstico por PCR é 

realizado utilizando DNA do parasito, que pode ser extraído de fragmento de pele, 

mucosa, sangue periférico, medula óssea ou baço (BRASIL, 2014; BRASIL, 2017). 

No diagnóstico laboratorial, os parasitos são geralmente identificados quanto 

ao gênero Leishmania por microscopia, onde, por sua vez, a forma amastigota é 

geralmente detectada microscopicamente após a coloração com Giemsa. Os 

exames de sangue são os mais fáceis de realizar, porém há pouquíssimas células 
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parasitadas circulantes. Os aspirados de baço são uma fonte rica de células 

parasitadas, no entanto a biópsia deve ser realizada somente por profissionais 

treinados, por existir o risco de ruptura ou sangramento do órgão. A aspiração da 

medula óssea é frequentemente utilizada, mas é uma técnica especializada com 

menor sensibilidade. A inoculação de materiais de biópsia em meios de cultura ou 

em roedores de laboratório pode ser um método sensível, porém requer um tempo 

elevado para chegar ao resultado do diagnóstico, como destacam Noli e 

Saridomichelakis (2014) e Sakkas, Gartzonika e Levidiotou (2016).  

Os métodos mais utilizados para o diagnóstico sorológico das leishmanioses 

são imunofluorescência indireta (IFI) e o ensaio imunoenzimático (ELISA), também 

são utilizados o teste rápido imunocromatográfigo, aglutinação direta e imunobloting. 

Esses testes são sensíveis, porém a especificidade pode variar, principalmente em 

áreas endêmicas de Trypanosoma spp. Os anticorpos antileishmania permanecem 

detectáveis durante meses ou anos após o tratamento, porém, quando há baixos 

níveis de infecção é difícil diagnosticar.  

Ademais, é comum que o resultado sorológico positivo seja encontrado em 

um paciente infectado que não tem LV, mas outra doença. Dessa forma, novamente 

autores como Noli e Saridomichelakis (2014) e Sakkas, Gartzonika e Levidiotou 

(2016) enfatizam a importância de uma análise cuidadosa para o maior número 

possível de diferenciais de reação cruzada, especialmente quando o quadro clínico 

não é típico da doença.  

Sabe-se que cães com leishmaniose são reservatórios dos parasitos e, por 

conseguinte, contribuem para a transmissão da doença, o diagnóstico precoce e 

tratamento são considerados um componente essencial no controle da doença 

(RIBEIRO et al., 2013). Destarte, Baneth e Aroch (2008) afirmam que alguns cães 

apresentam sintomas clínicos, como lesões oculares e na pele, alterações no 

esqueleto ósseo e emagrecimento. Porém, há casos não sintomáticos, que por sua 

vez representam as maiores dificuldades para identificação da doença. 

 A maioria das infecções é diagnosticada clinicamente com sintomas de febre 

irregular, leucopenia e anemia, hepatoesplenomegalia e supressão da medula 

óssea. Para o diagnóstico laboratorial de cães assintomáticos ou que apresentam 

poucos sintomas (oligossintomáticos) são requeridos testes de alta sensibilidade e 

especificidade. De modo a proporcionar mais sensibilidade aos testes, novas 
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ferramentas baseadas em métodos moleculares estão sendo desenvolvidas (LEITE 

et al., 2010; MOHAMMADIHA et al., 2013; MOTAZEDIAN et al., 2008). 

Recentemente, o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) 

aprovou a venda e uso do teste rápido para leishmanioses, o qual foi desenvolvido 

pela empresa Victory Square Health® em parceria com a Universidade Federal de 

Minas Gerais (UFMG). A VS Health desenvolveu e validou o desempenho clínico de 

seu teste de diagnóstico para leishmaniose com resultados que excede os testes 

atualmente disponíveis, com maior sensibilidade (93,2%) e especificidade (91,3%) 

em diagnosticar corretamente a leishmaniose tanto em animais quanto em humanos 

(VS TECHNOLOGIES, 2020).  

2.7 Avanços na biotecnologia em saúde 
 

A biotecnologia pode ser definida como um conjunto de disciplinas, como 

engenharia química, biologia e física, inter-relacionadas no desenvolvimento de 

novos conhecimentos. A bioinformática, por exemplo, reúne aspectos da biologia e 

ciências da computação; a nanociência, apresenta características da física e da 

química. A modalidade da biotecnologia tem tornado pesquisadores mais 

interdisciplinares, que desenvolvem projetos de maior complexidade, contribuindo 

com o desenvolvimento da Ciência, Tecnologia e Inovação (CT&I) (FOLEY, 2016).   

As técnicas e aplicações da biotecnologia para a saúde humana são inúmeras 

e abrange uma diversidade de profissões. Classificando-as em quatro grupos, o 

primeiro é composto por substâncias biotecnológicas, como as proteínas 

recombinantes, anticorpos monoclonais, genes e células-tronco para uso 

terapêutico. O segundo, reúne os biofármacos. O terceiro, os reagentes e kits 

utilizados em diagnósticos de análises clínicas. E o quarto grupo compreende as 

vacinas preventivas e terapêuticas (REIS et al., 2009). 

Na visão de Madureira (2011), a importância do avanço na biotecnologia 

frente às doenças negligenciadas é relevante para a erradicação destas doenças, 

que em sua maioria estão presentes nos países menos desenvolvidos e que 

apresentam recursos humanos e financeiro devastados. Pode-se citar a aplicação 

da biotecnologia no diagnóstico molecular para detectar possíveis doenças como 

dengue, leishmaniose, malária, doença de chagas, tuberculose, sífilis e leptospirose, 

apenas para destacar algumas dentre o amplo espectro de doenças.  
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Dentre as ciências citadas, a física se destaca por estar presente em diversos 

avanços biotecnológicos, como raios X, tomografias, PET-SCAN (do inglês Positron 

Emission Tomography), ressonância magnética e radioterapia. Alguns dispositivos 

físicos se encontram presentes em áreas como farmácia e biotecnologia, como o 

controle e medição de fluidos biológicos nas atividades científicas e industriais. 

Deste modo, há a possibilidade de uma atuação mais rápida e precisa sobre o 

escalamento das dimensões celulares, como exemplo na utilização de dispositivos 

microfluídicos, que serão abordados nas subseções seguintes.  

2.7.1 Microfluídica 
 

 A microfluídica é uma ciência tecnológica que se encontra em crescente 

expansão, podendo ser aplicada em diversas ferramentas, as quais são promissoras 

para estudos em áreas como engenharia e medicina. Exemplos de dispositivos 

microfluídicos utilizados no cotidiano do ser humano são os testes de medição de 

glicemia e de gravidez, que no século passado eram realizados apenas com testes 

robustos em laboratório. As técnicas de microfabricação foram desenvolvidas pela 

Bell Labs na década de 1970 e após 10 anos houve o registro da primeira aplicação 

da microfluídica na biologia celular (SACKMANN; FULTON & BEEBE, 2014).   

O avanço nas tecnologias de microfabricação abriu caminho para novas 

abordagens para manipular e monitorar células em um ambiente que mimetiza as 

condições in vivo. Conforme Vickerman et al. (2008), os recursos encontrados nos 

experimentos in vivo, como presença de vários tipos de células em uma única região 

e em imagem tridimensional (3D) são facilmente alcançáveis por técnicas atuais de 

microfabricação e podem ser combinados com protocolos de cultura de células. As 

principais vantagens dos sistemas de cultura de células nos dispositivos 

microfluídicos são a capacidade de usar pequenas quantidades de células e de 

reagentes, possuir controle preciso do ambiente espacial e temporal e visualização 

de alta resolução de eventos celulares em tempo real.  

A microfluídica também está inserida no âmbito da indústria farmacêutica, a 

qual fornece soluções inovadoras. A P&D (pesquisa e desenvolvimento) está 

concentrada na capacidade de replicação das funções vitais de órgãos humanos em 

um microchip, conhecida como tecnologia de órgão em um chip (do inglês “organ-

on-a-chip”) (Figura 11). Esta técnica nasceu da junção da tecnologia de 
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microfabricação e da engenharia de tecidos, o que possibilitou o desenvolvimento de 

dispositivos para testes de novos medicamentos (XIONG et al., 2014). 

 

 

 

 

Figura 11: Esquema representativo de um órgão em um chip (do inglês “organ-on-a-chip”) 

  

Fonte: Ufluidix, 2022.   

 

O desenvolvimento e aplicação de microchips simples e acessíveis está 

ascendendo mundialmente e é constantemente aplicado na área da saúde. Pode-se 

citar o resultado do trabalho realizado com colaborações de cientistas americanos, 

europeus e africanos que desenvolveram um dispositivo para diagnosticar o vírus da 

imunodeficiência humana (HIV).  

Na verdade, o diferencial do dispositivo em relação às técnicas já existentes 

foi a utilização de cerca de um milésimo de mililitro do sangue periférico dos 

pacientes, e o HIV foi diagnosticado com sucesso na maior parte dos pacientes. 

Segundo Chin et al. (2011), este estudo demonstrou o potencial dos dispositivos 

microfluídicos para substituir testes de laboratório convencionais, a fim de contribuir 

para a saúde em países em desenvolvimento.  
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2.7.2 A técnica de acustofluídica e suas aplicações biotecnológicas 
 

 A técnica de acustofluídica conjuntura a metodologia microfluídica com ondas 

de ultrassom em cavidades com submilímetro. A técnica de ultrassom agregou 

tecnologias para manipulação sem contato de micropartículas, tais como células e 

outros microorganismos para separação, enriquecimento e bioensaios. A 

acustofluídica apresenta aspectos promissores nos ensaios de células que podem 

ser levitadas e padronizadas em 1D e 2D em uma cavidade acústica com dimensões 

da ordem de alguns milímetros.  O aprisionamento acústico é realizado no regime 

ultrassônico através de ondas estacionárias que exercem a força de radiação 

acústica sobre uma micropartícula (PATEL et al., 2014; WESER et al., 2020). 

Dispositivos microfluídicos acústicos são ferramentas que utilizam ondas 

sonoras para manusear objetos ou fluidos em micro ou nanoescala em biomedicina 

e química analítica. Eles apresentam designs simples e compacto e sua operação é 

biocompatível, o que os caracterizam como plataformas ideais para pesquisa básica, 

de diagnóstico e terapêutica. Além disso, na microfluídica acústica, as células ou 

materiais não necessitam estar fisicamente em contato com outros alvos para serem 

manipulados. De acordo com Zhang et al. (2020), isso implica em impactos 

mecânicos mínimos, bem como redução do calor conduzido pelos transdutores 

utilizados, diminuindo os danos físicos e biológicos nos materiais em estudo. 

Sabe-se que os dispositivos de acustofluídica apresentam a capacidade de 

manipular células em fluidos, podendo apresentar uma vasta variabilidade, por 

exemplo, utilização do sangue total e periférico, saliva e urina, independente das 

propriedades físicas da partícula ou célula alvo. Outrossim, torna-se viável manipular 

vários grupos de células dentro de um domínio fluido simultaneamente, sendo 

possível separá-los. A técnica de acustofluídica também é empregada na separação 

de célula, baseando-se em um dispositivo capaz de distinguir diferenças na 

densidade celular e nas propriedades mecânicas, como demonstra a Figura 12. (XIE 

et al., 2020; ZHANG et al., 2020).  

 

Figura 12: (a) Esquema e (b) foto do dispositivo de separação de células acústicas 
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Fonte: Xie et al., 2020. 

Em vista disso, o Grupo de Acústica Física (GAF-UFAL) planejou a fabricação 

de dispositivos de acustofluídica com tecnologia de impressão 3D para realização de 

ensaios celulares com Leishmania spp. e macrófagos realizados no Laboratório de 

Farmacologia e Imunidade (LaFI) para investigar a influência do aprisionamento por 

acustofluidica e da nano-termometria, assim como desenvolver um protótipo de teste 

de diagnóstico por aglutinação direta aprimorados por ultrassom.  
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3. JUSTIFICATIVA 

 

Sabe-se que as doenças negligenciadas carecem de investimentos 

financeiros e humanos, sendo necessário otimizar aspectos como diagnóstico e 

tratamento das leishmanioses. A pesquisa científica, por sua vez, apresenta uma 

oportunidade de novos conhecimentos, otimizando técnicas já descritas na literatura 

e inovando tecnologicamente, eventualmente resultando em novos métodos de 

diagnóstico e tratamento, visando menor toxicidade para as células hospedeiras. 

Além da toxicidade seletiva contra as diferentes espécies de Leishmania spp., com 

alvos farmacológicos específicos para o parasito, é capaz de reduzir a probabilidade 

de efeitos colaterais, tornando-se assim uma alternativa mais eficaz para o 

tratamento das leishmanioses.  

Como destacam Edmondson et al. (2014), os ensaios celulares baseados em 

microarranjos têm grande importância no processo de drug-discovery, fornecendo 

um processo que utiliza ferramentas simples, rápidas e econômicas, evitando dessa 

maneira testes em animais em grande escala e com alto custo. Assim sendo, as 

plataformas de separação baseadas em microfluidos são promissoras, pois podem 

realizar a separação com uma amostra de volume reduzida, diminuindo o consumo 

de reagentes e assim ocupam menos espaço. Além do mais, as escalas de 

comprimento da microfluídica são da mesma ordem de magnitude que as células 

manipuladas, o que torna a técnica de microfluídica uma plataforma de separação 

ideal para aplicações em células (REBOUD et al., 2012). 

Sabe-se que a busca de novos métodos para o diagnóstico de doenças 

infecciosas é de benfeitoria para a saúde pública, o que permite o rastreamento de 

enfermidades, como exemplo, a leishmaniose, que por sua vez facilita a erradicação 
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da doença. Partindo disso, este trabalho visou contribuir no desenvolvimento de um 

método diagnóstico inovador através de uma plataforma de opto-acustofluídica 

inédita projetada para a identificação de amostras microfluídicas contendo 

Leishmania.  

 

 

 

 

 

 

4. OBJETIVOS 

 

 Para a realização desta pesquisa, destacam-se os objetivos listados a seguir. 

 

4.1 Objetivo geral 

 

Investigar a influência do aprisionamento por acustofluidica e nano-

termometria de Leishmania spp. e macrófagos como inovação metodológica para o 

monitoramento de eventos em ensaios biológicos.  

 

4.2 Objetivos específicos  

 

● Desenvolver protocolos para manipulação e posicionamento de formas 

promastigotas e amastigotas de Leishmania spp. e de células hospedeiras 

(linhagem J774.A1) em armadilhas acústicas geradas por ondas estacionárias de 

ultrassom em dispositivos de acustofluídica; 

 

● Contribuir para o desenvolvimento de técnicas em dispositivos de acustofluídica a 

fim de avaliar células e parasitos individualmente, extraindo informações sobre 

reações enzimáticas, propriedades mecânicas das células e taxa de divisão 

celular, através de espectroscopia Raman. 
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5. METODOLOGIA 

 

 Os procedimentos de armazenamento das células e parasitos e a 

experimentação foram realizados no Laboratório de Farmacologia e Imunidade 

(LaFI) da UFAL sob coordenação da Profa. Dra. Magna Suzana Alexandre Moreira.  

O dispositivo utilizado nos experimentos foi desenhado e fabricado pelo doutorando, 

Giclênio Cavalcante, orientado pelo professor Dr. Glauber Thomaz do Grupo de 

Acústica Física (GAF). O manuseio do equipamento foi realizado pelo Dr. Harisson 

Santos, em colaboração com o professor Dr. Carlos Jacinto no LabRAM. 

 

5.1 Experimentos realizados no LAFI 
 

 A seguir, serão detalhados os procedimentos envolvidos nos experimentos 

realizados no LAFI.   

5.1.1 Macrófagos murinos J774.A1  
 

A linhagem de macrófagos murinos fenótipo aderente, J774.A1, foi cultivada 

em meio RPMI (Sigma®), em garrafas para cultura de 75 cm2, suplementado com 

10% de SFB (soro fetal bovino) em estufa a 37ºC com atmosfera úmida de 95% 

contendo 5% de CO2.  

Assim sendo, os macrófagos foram cultivados até atingirem 90% de 

confluência, e em seguida foram centrifugados a 1500 rpm, por 5 minutos na 
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temperatura de 4°C para a separação de células vivas e mortas. Após a 

centrifugação, as células foram contadas com microscópio óptico em câmara de 

Newbauer. Para a realização do experimento, utilizou-se 2x107 células/mL diluídas 

em 1mL de PBS (tampão fosfato salina, do inglês ¨phospate buffer saline¨). 

5.1.2 Promastigotas de Leishmania spp 
 

 As formas promastigotas do parasito foram mantidas in vitro em meio 

Schneider’s, suplementado com 10% de SFB e 2% urina humana a 27 ºC em estufa 

de Demanda Bioquímica de Oxigênio (BOD). No momento do uso, os parasitos 

foram colocados em tubos tipo falcon e centrifugados à 3.500 rpm durante 10 

minutos à 25 ºC. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi 

ressuspenso em PBS. Fez-se, então, a contagem dos parasitos em câmara de 

Neubauer, para posterior realização dos experimentos.  

5.1.3 Amastigotas de Leishmania amazonensis 
 

Macrófagos foram plaqueados sobre garrafas de cultivo e infectados com 

formas promastigotas de L. amazonensis, na proporção de 10 parasitos: 1 

macrófago. A garrafa com as células infectadas foi incubada por 4 horas em estufa 

de CO2 a 37ºC com atmosfera úmida contendo 5% de CO2. Após este tempo de 

infecção, os macrófagos foram “lavados” com PBS para remoção dos parasitos não 

fagocitados. Os macrófagos infectados foram desaderidos da placa por força 

mecânica, e as células foram contadas com o auxílio da câmara de Neubauer. 

5.1.4 Armadilhamento das células e parasitos 
         

Os experimentos de armadilhamento foram realizados no GAF e LabRAM 

com as células e os parasitos diluídos em PBS. Para isso, foi injetado 10 µL de 

células e/ou parasitos no dispositivo acustofluídico com o auxílio de seringa e scalp. 

Em continuidade, o fluido foi submetido à frequência de ondas de ultrassom de 

3.319 MHz e tensão pk-pk menor que 5 volts, dentro do dispositivo, a fim de 

aprisionar promastigotas das espécies de L. amazonensis e L. chagasi, macrófagos 
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infectados e não infectados. Os experimentos foram realizados em triplicata 

experimental e biológica.  

 

5.2 Experimentos realizados no GAF  
 

A seguir, serão detalhados os procedimentos envolvidos nos experimentos 

realizados no GAF.   

5.2.1 Fabricação do dispositivo de acustofluídica 
 

O armadilhamento acústico de micropartículas ou células é realizado em uma 

câmara acústica cilíndrica com uma altura de H = 750 µm e diâmetro de 2R = 4 mm. 

A câmara é produzida dentro de um disco cilíndrico, que é fabricado com uma 

impressora 3D (Moonray D75, Sprintray, Inc., EUA) através da técnica de 

processamento digital de luz. Um atuador piezocerâmico (titanato zirconato de 

chumbo, PZT-8) com um diâmetro de 25 mm é colado por baixo da câmara 

ressonante com epóxi (Huntsman, Corp., EUA). Uma lâmina de vidro de 150 µm de 

espessura é colocada no topo da câmara, funcionando como um refletor acústico 

(Figura 13).  

 Este dispositivo foi desenhado e fabricado pelo doutorando, Giclênio 

Cavalcante, orientado pelo professor Dr. Glauber Thomaz. 

 

Figura 13. Demonstração do dispositivo de acustofluidica  

 

Fonte: Santos, 2021.  
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5.2.2 Espectroscopia Raman 

 

As medições Raman foram realizadas por um microscópio Raman confocal 

(LabRam HR Evolution, HORIBA, França). O microscópio compreende uma lente 

objetiva de 40× (com uma abertura numérica NA = 0,65) e um diodo laser CW que 

gera um laser de 785 nm com uma potência abaixo de 100 mW. O sinal Raman 

espalhado posteriormente é coletado pela mesma lente e é disperso por 300 

ranhuras/mm. O sistema é calibrado usando uma banda de fônon de silício a 520 

cm−1 como referência. O laser Raman é posicionado por um estágio translacional 

controlável xyz. O manuseio do equipamento foi realizado pelo Dr. Harisson Santos, 

em colaboração com o professor Dr. Carlos Jacinto no LabRAM. 

 

5.2.3 Instrumentação Eletrônica 
 

O atuador piezocerâmico do dispositivo acusticofluídico, como demonstrado 

na figura 14 abaixo, é excitado com um sinal sinusoide produzido por um gerador de 

função (AFG1022, Tektronix, Inc., EUA) e amplificado por um amplificador de 

potência RF (240L, Electronics & Innovation, Ltd., EUA). Os sinais de condução são 

monitorados com um osciloscópio de dois canais (TDS 2012C, Tektronix, Inc., EUA) 

Também na Figura 14 a seguir é possível ver a seguinte ordem de materiais: 

1. Microscópio óptico com câmera utilizado para a visualização das células no 

dispositivo; 2. Gerador de funções; 3. Computador para visualização e registro das 

imagens. 4. Seringa acoplada a um scalp para inserção do fluido no dispositivo; 5. 

Dispositivo acustofluidico; 6. Osciloscópio. 

 

Figura 14: Instrumentos eletrônicos utilizados no experimento 
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Fonte: Silva, 2022. 

  

  

 

  

 

6. RESULTADO E DISCUSSÃO 

 

  Em continuidade ao apresentado, serão detalhados os resultados e 

discussões da presente pesquisa, tomando como base o artigo derivado da tese.  

 

6.1 Artigo derivado da tese  
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O artigo exposto apresenta resultados preliminares do desenvolvimento de 

um dispositivo de acustofluídica desenvolvido por membros do GAF do IF-UFAL, 

coordenado pelo professor Dr. Glauber T. Silva.  Os resultados confirmam a 

capacidade do dispositivo em aprisionar células macrofágicas e de melhorar as 

informações oriundas das células através da espectrometria de massas obtida por 

RAMAN.  

Neste trabalho, foi demonstrado o uso de métodos de nanoscopia e 

nanotermometria integrados em dispositivos de micro-acusticofluídica para 

monitoramento de eventos em ensaios celulares. Esta técnica permite a 

investigação de uma célula isolada ou um aglomerado de células que serão 

acusticamente armadilhadas e levitadas em uma cavidade (biorreator) com 

dimensões da ordem de alguns milímetros. Através das análises de 

nanotermometria, pode-se extrair informações sobre reações enzimáticas, taxa de 

divisão celular, propriedades mecânicas da membrana celular, e processos 

fundamentais, como distinção entre células cancerosas e sadias, dentre outras.  

A investigação dessas propriedades foi realizada através de nanosensores 

fluorescentes multifuncionais capazes de realizar imagens e sensoriamento termo-

óptico simultaneamente. Além disso, é de fundamental importância que as bandas 

de emissão e absorção destes nanosensores fluorescentes operem nas janelas 

biológicas (regiões espectrais onde as células são parcialmente transparentes, 

devido uma baixa absorção e espalhamento da luz incidente e emitida).  

Após a execução dos experimentos preliminares, procedeu-se com a 

investigação da aplicação da acustofluídica e nano-termometria como inovação 

tecnológica para o estudo das leishmanioses, utilizando o dispositivo para o 

aprisionamento dos macrófagos e dos parasitos. Para isto, promastigotas de L. 

amazonensis (agente etiológico da leishmaniose tegumentar) e L. chagasi (agente 

etiológico da leishmaniose visceral) foram submetidas à frequência de ondas de 

ultrassom de 3.319 MHz e tensão pk-pk menor que 5 volts, dentro do dispositivo. 

Observa-se na figura 15 o aprisionamento de promastigotas das espécies de L. 

amazonensis e L. chagasi, que se mantiveram estáticas durante o experimento. 
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Figura 15: Promastigotas de L. amazonensis (A) e L. chagasi (B), estáticas durante o 

aprisionamento, no aumento de 40x 

 

Fonte: Silva, 2022. 

 

Para demonstrar a capacidade do dispositivo acustofluídico em aprisionar 

formas amastigotas de Leishmania, macrófagos J774.A1 foram infectados com 

promastigotas de com L. amazonensis  (Figura 16). O resultado da análise foi 

promissor, demonstrando que através da acustofluídica o dispositivo apresenta a 

capacidade de aprisionar não somente células sadias como também células 

infectadas, as quais são os alvos de testes de diagnóstico.  

 

Figura 16: Macrófagos infectados com L. amazonensis, estáticos durante o aprisionamento, 

nos aumentos de 40x (A) e 10x (B). 

 

Fonte: Silva, 2022. 
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No trabalho descrito por Xie et al. (2020), os autores demonstram a 

separação de células por acustofluídica, baseando-se na densidade e 

compressibilidade, independentemente de seus tamanhos e manipulando as 

propriedades acústicas em meio fluídico. A separação foi realizada devido a 

variação das dimensões dos canais microfluídicos, os comprimentos de onda dos 

sinais acústicos e as propriedades do meio fluido. O método foi aplicado para 

separar células Hela selvagens e tratadas com paraformaldeído com base nas 

diferenças das propriedades mecânicas; foi alcançada uma taxa de recuperação de 

85% para células fixadas. Também foi aplicado para separar glóbulos vermelhos 

(RBCs) e glóbulos brancos (WBCs) que têm densidades diferentes. Assim sendo, 

conforme os autores supracitados, uma taxa de recuperação de 80,5% para WBCs 

foi alcançada.   

Cardoso et al. (2009) desenvolveram um dispositivo acustufluídico para medir 

ácido úrico em saliva humana, o qual foi baseado em medições espectrofotométricas 

ópticas e em fluxo acústico, que potencializa a reação dos fluidos devido ao 

aquecimento e agitação. A transmissão acústica foi fornecida por um piezoelétrico 

de β-PVDF depositado sob a matriz microfluídica do dispositivo. Além disso, um 

dispositivo eletrônico foi utilizado para a detecção, leitura, processamento de dados 

e atuação de sinal. Segundo os autores acima mencionados, os resultados 

experimentais comprovaram que a transmissão acústica baseada neste polímero 

piezoelétrico é vantajosa e reduz em 55% o tempo necessário para a obtenção dos 

resultados das análises.  

Por sua vez, no trabalho de Papadakis et al. (2019) foi possível desenvolver 

um método e plataforma para detecção de ácidos nucléicos portátil utilizando ondas 

fluídicas como ferramenta. A amplificação do DNA da Salmonella foi realizada em 

três amostras biológicas, swab nasal, sangue total e saliva. Como apontam os 

autores abordados acima, a simplicidade do método combinada com a operação e 

detecção do smartphone, o rápido tempo de análise amostra-resposta (30 min) e 

alto desempenho em três das amostras humanas mais importantes em diagnóstico, 

sugerem que a metodologia poderia se tornar uma ferramenta móvel de escolha 

para detecção de ácidos nucleicos.  
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7. CONCLUSÃO 

 

O presente estudo confirma a robustez dos métodos acustofluídicos como 

uma plataforma capaz de armadilhar células macrofágicas da linhagem J774.A1, 

promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania chagasi, e também células 

J774.A1 infectadas com amastigotas de L. amazonensis, as quais são alvos de 

testes de diagnóstico. Também comprovou-se que o dispositivo acustofluídico 

desenvolvido pelo grupo de pesquisa foi capaz de armadilhar macrófagos da 

linhagem J774.A1 para bio-Raman espectroscopia, como demonstrado no artigo 

derivado desta tese, intitulado, “3D-Printed Acoustofluidic Devices for Raman 

Spectroscopy of Cells”. A tese desenvolvida pode facilitar e aperfeiçoar o diagnóstico 

das leishmanioses, utilizando amostras biológicas menos invasivas. 

O trabalho apresentado ressalta um caráter inovador, bem como a 

interdisciplinaridade, envolvendo profissionais de áreas diversas, como engenheiros, 

físicos, farmacêuticos, biólogos, entre outros.  Além disso, a tese descrita está 

correlacionada com o projeto do PPSUS (Programa de Pesquisa para o SUS), 

coordenado pela professora Dra. Aline Cavalcanti de Queiroz, intitulado, 

Desenvolvimento de um novo método de diagnóstico para as leishmanioses 

utilizando acustofluídica - Fase 1 - Processo n° E:60030.0000000194/2021, 

aprovado no Programa de pesquisa para o SUS/Chamada FAPEAL N° 06/2020 – 

PPSUS. 

Mais recentemente a autora da tese, junto com colaboradores liderados pelo 

Me. Giclênio Cavalcante concorreram ao edital do Catalisa ICT do SEBRAE e foram 

aprovados. A proposta é projetar e desenvolver dispositivos com a tecnologia 

acustofluídica de baixo custo para aplicações às ciências da vida e biotecnologia. 

Utilizaremos impressão 3D para prototipagem em resina e termoplásticos, e técnicas 

industriais de réplica como moldagem por injeção e hot embossing, uma vez que o 

uso de métodos de fabricação industrial visa a escalabilidade de nossos produtos.  

Além disso, a tese consta com a exposição de quatro artigos demonstrados 

no ¨Material Suplementar¨, onde a autora participou de outros projetos acadêmicos 

durante o seu doutoramento, contribuindo para a sua formação e outros alunos de 
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pós-graduação e graduação do LaFI, coordenado pela professora Dra. Magna 

Suzana Alexandre Moreira. 

 

8. MATERIAL SUPLEMENTAR 

Artigos desenvolvidos durante o doutorado em colaboração: 
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