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RESUMO 

 

Infecções provocadas por Leishmania braziliensis apresentam manifestações clínicas 

diversas e a Leishmaniose Cutânea Localizada (LCL) é a mais comum. Apesar da existência 

de diversos trabalhos que avaliam aspectos específicos da resposta imune celular na LCL 

humana, ainda são escassos os estudos de avaliação dos eventos imunológicos associados à 

interação Leishmania/fagócitos. Nesse estudo, o principal objetivo foi avaliar a interação de 

formas promastigotas de L. braziliensis com monócitos do sangue periférico e caracterizar os 

aspectos fenotípicos-funcionais através da avaliação do perfil de expressão de marcadores de 

superfície celular (TLR-2, TLR-4, CD16, CD32, CD64, IL-10R, IFN-R, HLA-DR, CD80 e 

CD86), do perfil de citocinas (TNF-, IL-12, IL-10 e TGF-) e dos níveis de óxido nítrico 

intracelulares de monócitos do sangue periférico na ausência e na presença de formas 

promastigotas de L. braziliensis. Foram avaliados voluntários saudáveis (CS, N = 10) e 

pacientes portadores de LCL atendidos no Centro de Referência em Leishmanioses do Centro 

de Pesquisas René Rachou, no momento da primeira avaliação antes do tratamento (LC T0, N 

= 10) e 90 dias após tratamento (LC T90, N = 10). Dessa forma, esse estudo amplo, 

prospectivo, que envolve análises de aspectos fenotípicos-funcionais de monócitos, célula 

alvo para a Leishmania, trata-se de abordagem inédita e que poderá contribuir para melhor 

compreensão da relação parasito-hospedeiro no contexto da LT. Os resultados alcançados 

demonstraram, em monócitos de pacientes avaliados antes do tratamento, baixa produção de 

TNF-α e NO associada a uma baixa expressão de TLR2, CD32, HLA-DR e CD86, e alta 

produção de IL-10, TGF-β e IL-10R. Após o tratamento, monócitos demonstraram alta 

produção de TNF-a, IL-12 e NO associada a alta expressão de IFN-γR, TLR4, CD64 e CD86, 

e baixa produção de IL-10, TGF-β e IL-10R. Dessa forma, na doença ativa a resposta imune 

modulada é importante para o estabelecimento da infecção e para a modulação da resposta 

inflamatória que se estabelece com a evolução da doença, o que é determinante para indicar o 

grau de gravidade da doença. Após o tratamento e a cura clínica ficou evidente o papel da 

resposta pró-inflamatória que, além de ser indicativo da boa resposta ao tratamento, é 

essencial para evitar a reativação das lesões, estimulando também a capacidade dos 

monócitos/macrófagos de controlar a infecção no caso de um novo contato com o parasito. 
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ABSTRACT 

 

Infections caused by Leishmania braziliensis present diverse clinical manifestations 

and, localized cutaneous leishmaniasis (LCL) is the most common. Although there are several 

studies that evaluate specific aspects of the cellular immune response in human LCL, there 

are few published studies evaluating the immunological events associated with the 

Leishmania/ phagocytes interaction. In this study, the primary objective was to evaluate the 

rate of internalization of L. braziliensis promastigotes and characterize the phenotypic and 

functional aspects, by evaluating the cellular surface markers expression profile (TLR-2, 

TLR-4, CD16, CD32, CD64, IL-10R, IFN-R, HLA-DR, CD80 e CD86), cytokine profile 

(TNF-, IL-12, IL-10 e TGF-) and the levels of intracellular nitric oxide in peripheral blood 

monocytes, in the absence and presence of L. braziliensis promastigotes. To achieve the 

goals, healthy volunteers (CS, N = 10) and LCL patients attended at the Leishmaniasis 

Reference Center of René Rachou Research Center at the time of the first evaluation before 

treatment (T0 LC, N = 10) and 90 days after treatment (T90 LC, N = 10), were evaluated. 

Hence, this wide and prospective study that involves analysis of phenotypic and functional 

aspects of monocytes, target cell for Leishmania, is a unique approach that may contribute to 

better understanding of the host-parasite relation in the context of LT. The achieved results 

demonstrate that monocytes from patients evaluated before treatment, showed low production 

of TNF-α and NO associated with a low expression of TLR2, CD32, HLA-DR and CD86, and 

high production of IL-10, TGF-β and IL-10R. After treatment, monocytes showed a high 

production of TNF-α, IL-12 and NO associated with an increased expression of IFN-γ, TLR4, 

CD64 and CD86, and low production of IL-10, TGF-β and IL-10R. Thereby, in active 

disease, the modulated immune response is important for the establishment of infection and 

for the control of the inflammatory response that establishes with the evolution of the disease, 

which is critical to indicate the degree of disease severity. After treatment and clinical cure, 

became evident the role of the inflammatory response which, besides is indicative of the good 

response to treatment, is essential to prevent reactivation of the lesions, thus stimulating the 

ability of monocyte/macrophages to control the infection in case of a new contact with the 

parasite. 

 

 



 

 

1. INTRODUÇÃO 



2 
 

1.INTRODUÇÃO 

 

1.1 Aspectos gerais das leishmanioses 

 

As leishmanioses referem-se a um espectro de doenças infecciosas, não contagiosas, 

causadas por protozoários da ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae, gênero 

Leishmania. Os parasitos são transmitidos pela picada de insetos fêmea pertencentes à Ordem 

Díptera, Família Psychodidae, Subfamília Phlebotominae, e gênero Lutzomya no Novo 

Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo. O gênero Leishmania compreende parasitos 

intracelulares obrigatórios que se reproduzem por divisão binária, dentro de células 

fagocíticas mononucleares de mamíferos suscetíveis (Laison et al., 1987). A diversidade de 

espécies de Leishmania, associada à capacidade da resposta imune de cada indivíduo à 

infecção, está relacionada com as várias formas clínicas das leishmanioses. Em função do 

caráter espectral das manifestações clínicas, diferentes classificações para a doença já foram 

propostas (Pearson & Sousa 1996, Grevelink & Lerner 1996). Entretanto a Organização 

Mundial da Saúde (OMS) divide e caracteriza as leishmanioses em dois grupos: Leishmaniose 

Tegumentar (LT) e Leishmaniose Visceral (LV).  

As leishmanioses estão entre as dez endemias mundiais de prioridade absoluta da 

OMS devido ao caráter endêmico em 98 países de diversas regiões do mundo, concentradas 

em áreas tropicais e subtropicais da América, África, Ásia e Europa (David & Craft, 2009; 

Ameen, 2010; WHO, 2014). O número de pessoas infectadas está estimado em 

aproximadamente 12 milhões, além disso, cerca de 367 milhões se encontram em risco de 

adquirir a doença (WHO, 2014).  

As leishmanioses, assim como outras doenças parasitárias endêmicas, têm sido 

relacionadas a áreas de pobreza e escassos recursos humanos e econômicos para seu controle 

e profilaxia. Porém, cada foco possui particularidades que devem ser avaliadas para que se 

estabeleçam medidas profiláticas efetivas. 

 

1.2 Leishmaniose tegumentar 

 

Considerando as formas de resposta do hospedeiro, a partir do local da picada do vetor 

e, a localização das lesões e a evolução clínica, Marzochi & Marzochi (1994) propuseram 

uma classificação clínica para a LT. Assim, a LT foi dividida em duas formas clínicas 

principais: leishmaniose cutânea (LC) e leishmaniose mucosa (LM). A leishmaniose cutânea 



3 
 

compreende as formas: cutânea localizada (única / múltipla), cutânea disseminada, recidiva 

cútis e cutânea difusa. A leishmaniose mucosa por sua vez compreende as formas: mucosa 

tardia, mucosa concomitante, mucosa contígua, mucosa primária e mucosa indeterminada 

(MS, 2007). Segundo a OMS, a incidência anual estimada para LT é de 700.000 a 1.2 milhões 

de casos (WHO, 2014). No Brasil, verificou-se no período de 1985 a 2012, uma média anual 

de 25.426 casos autóctones de LT, sendo 9.141 no ano 2012 (MS, 2013). No estado de Minas 

Gerais, desde a década de 1950, época em que a doença foi descrita, os surtos registrados de 

LT tem sido relacionados, quase exclusivamente, às atividades de desmatamento (Gontijo et 

al., 2002). Entretanto, a partir da década de 1990, a epidemiologia da doença tem sofrido 

alterações, sendo descritos casos em áreas periurbanas de cidades de médio e grande porte 

(Passos et al., 1993; Kawa et al., 2010; Shimabukuro et al., 2010; Bacha et al., 2011; Camara 

Coelho et al., 2011; Quaresma, 2014), além das áreas de colonização antiga. Minas Gerais 

apresenta atualmente um dos maiores números de casos de LT dentre os estados brasileiros, 

onde foram notificados nos anos de 2008 a 2012 – 1.160, 1.047, 1.926, 1.746, 1.041 casos da 

doença, respectivamente (SES-MG, 2013). 

 

1.3 Leishmaniose cutânea  

 

A LC é amplamente distribuída, e cerca de um terço dos casos ocorrem em cada uma 

das três regiões epidemiológicas: as Américas, a bacia do Mediterrâneo e Ásia Ocidental do 

Oriente Médio à Ásia Central. Os dez países com o maior número de casos confirmados são o 

Afeganistão, Argélia, Brasil, Colômbia, Costa Rica, Etiópia, Irã, Peru, Sudão e Síria, e, 

juntos, representam de 70 a 75% da incidência de LC em todo o mundo (WHO, 2014).  

A LC pode ser causada por qualquer espécie de Leishmania, e seu período de 

incubação varia de 15 dias a 8 semanas. Inicialmente forma-se um nódulo cutâneo único ou 

múltiplo no local da inoculação, que evolui para a úlcera, geralmente pouco dolorosa. O 

tamanho da lesão também é variável, podendo alcançar apenas alguns milímetros ou até 

mesmo mais de 10 centímetros. Além das lesões cutâneas clássicas podem ocorrer casos 

assintomáticos que são confirmados durante inquéritos epidemiológicos com indivíduos que 

possuem Intradermorreação de Montenegro (IDRM) positiva, mas que não apresentam 

cicatrizes nem história de lesões. Existem ainda, relatos de formas subclínicas que evoluem 

para cura espontânea dentro de 6 a 15 meses, aproximadamente (David & Craft, 2009).  

No Brasil, foram identificados sete espécies de Leishmania amplamente distribuídas 

como agentes etiológicos da LC: L. (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, 
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L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.) lindenbergi e L. (Leishmania) amazonensis (Grimaldi et 

al., 1989; Silveira et al., 2002). A espécie L.braziliensis está presente em todo o território, e é 

a principal responsável pela leishmaniose cutânea localizada (LCL) (MS, 2007), forma clínica 

mais comum. A LCL consiste inicialmente de pápula ou nódulo caracterizado por infiltrado 

dérmico rico em macrófagos, linfócitos e plasmócitos, que com a evolução da lesão, torna-se 

ulcerada, redonda ou ovalada, com bordas bem definidas, elevadas e endurecidas (Magalhães 

et al., 1986; Gutierrez et al., 1991; Weigle et al., 1996). Difere-se da forma cutânea 

disseminada e da forma cutânea difusa, formas clínicas menos frequentes e que caracterizam 

espectros mais graves. A carga parasitária nas lesões varia de acordo com a espécie de 

Leishmania infectante e com o estado imunológico do hospedeiro.  

 

1.4 Leishmania braziliensis e sua transmissão  

 

A Leishmania braziliensis causa lesões cutâneas e mucosas metastáticas e se distribui 

amplamente no Brasil, tanto em áreas de colonização recente na Amazônia quanto em antigas 

do Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul (MS, 2006). Alguns autores destacam a Lutzomyia 

(Nyssomyia) whitmani (Antunes & Coutinho, 1939) como o vetor mais importante no Brasil. 

Na região sudeste, a transmissão da L. braziliensis está associada principalmente aos vetores 

Lutzomyia (N.) whitmani e Lutzomyia (N.) intermedia. No entanto, em Minas Gerais, tem sido 

demonstrado maior número de casos de LC transmitidos por L. (N.) whitmani. Essa espécie já 

foi encontrada em um grande número de áreas endêmicas e em associação com uma ampla 

diversidade vegetacional (Quaresma, 2014). L. (N.) whitmani também foi encontrado no 

peridomicílio, em chiqueiros e plantações de banana, o que demonstra a habilidade de 

sobrevivência da espécie em ambiente doméstico (Quaresma, 2014).  

A falta de conhecimentos específicos sobre a ecologia dos vetores limita a 

possibilidade do estabelecimento de novas medidas de controle mais eficazes e a elaboração 

de modelos preditivos que possam fornecer informações sobre as áreas e períodos de maior 

risco de transmissão. A Leishmania spp. é um parasito digenético (heteroxeno), que circula 

entre os hospedeiros vertebrados e seus vetores, sob as formas amastigotas (ovais e sem 

flagelo aparente) dentro das células do sistema mononuclear fagocitário dos mamíferos, e 

várias formas flageladas no tubo digestivo dos flebotomíneos (promastigotas procíclicas e 

metacíclicas) (Pinto-da-Silva et al., 2002).  

A forma infectante de L. braziliensis, assim como nas outras espécies de Leishmania, é 

a promastigota metacíclica, transmitida ao hospedeiro vertebrado através do repasto 
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sanguíneo do inseto vetor. Primeiramente, quando o flebótomo ingere o sangue com as 

amastigotas, estas, ao alcançarem o intestino médio ou estômago do vetor, sofrem um 

primeiro ciclo replicativo e se transformam em formas promastigotas procíclicas flageladas. 

Estas, também por processos sucessivos de divisão binária, se multiplicam ainda no sangue 

ingerido, que é envolto por uma membrana peritrófica, secretada pelas células do estômago do 

inseto. Após a digestão do sangue, a membrana peritrófica se rompe, as formas promastigotas 

ficam livres e passam a colonizar a região do piloro e ílio, onde permanecem aderidas pelo 

flagelo ao epitélio intestinal, por meio de hemidesmossomos, com o auxílio do 

lipofosfoglicano (LPG). Nesta fase, os parasitos sofrem sucessivas divisões celulares até 

atingir a fase metacíclica (término do ciclo replicativo), quando ocorrem mudanças estruturais 

nas moléculas de LPG ancoradas na membrana extracelular do parasito. Os parasitos do 

gênero Leishmania mudam o tamanho ou adicionam ramificações ao LPG, diminuindo a sua 

afinidade pelo intestino do vetor, dessa forma, deixam o intestino e migram em direção à 

probóscide do inseto, onde permanecem até o próximo repasto sanguíneo (Kavoosi et al., 

2006; Kavoosi et al., 2010). A partir da deposição das formas promastigotas metacíclicas na 

pele (homem - hospedeiro acidental), inicia-se uma complexa interação entre o parasito e a 

resposta imunológica do hospedeiro, crucial no estabelecimento/controle da infecção (MS, 

2006). 

 

1.5 Diagnóstico da leishmaniose cutânea 

 

O diagnóstico da LC é realizado com base em aspectos clínicos, epidemiológicos e 

laboratoriais. A utilização de métodos de diagnóstico laboratorial visa à confirmação dos 

achados clínicos, e oferece importantes informações epidemiológicas, pela identificação da 

espécie, fornecendo diretrizes em relação às medidas a serem adotadas para o controle do 

agravo (MS, 2007). O diagnóstico clínico é realizado durante a avaliação médica, precedida 

de anamnese onde são avaliados os principais dados epidemiológicos como existência de 

casos na região, procedência de área endêmica (viagem ou antiga residência), referência de 

cães ou outros mamíferos com lesões sugestivas que residem em áreas próximas, inserção em 

áreas florestais, entre outros.  

Dentre os exames laboratoriais os testes parasitológicos são os procedimentos de 

primeira escolha por serem mais rápidos, de menor custo e de fácil execução, além disso, são 

considerados definidores de diagnóstico (MS, 2007). O teste mais utilizado é a visualização 

por microscopia óptica das formas amastigotas do parasito em espécimes corados obtidos por 



6 
 

escarificação, biópsia com impressão por aposição ou punção aspirativa (MS, 2007). A 

eficácia deste método depende do tempo de evolução da doença, das espécies de Leishmania e 

do treinamento do microscopista, apresentando sensibilidade muito variável, com valores 

próximos de 60% em locais de transmissão da L. braziliensis (Pirmez et al., 1999; Marques et 

al., 2006). O estudo histopatológico através da coloração pela Hematoxilina-Eosina (HE) 

permite a visualização do parasito em aproximadamente 60% dos casos (Magalhães et al., 

1986). A probabilidade de encontro do parasito é inversamente proporcional ao tempo de 

evolução da lesão cutânea, tornando-se rara após um ano. Infecções secundárias contribuem 

para diminuir a sensibilidade desse método, portanto, devem ser tratadas previamente (MS, 

2007). O cultivo do parasito oferece a possibilidade de seu isolamento para futuros ensaios de 

identificação de espécies ou estudos de resistência a drogas (Romero et al., 1999; MS, 2007).  

A IDRM por ser um teste imunológico de hipersensibilidade tardia, avalia a resposta 

imune celular na derme, pela medida de enduração da pele 48 a 72 horas após a injeção de 

antígeno padronizado na face volar do antebraço. O resultado do teste é influenciado pelo 

estado imunológico do indivíduo, tempo de evolução da doença, espécie de Leishmania 

infectante e pelo antígeno empregado. Um resultado positivo pode significar infecção 

assintomática, infecção passada ou doença ativa. Pode-se observar resultado negativo nas 

primeiras quatro a seis semanas após o surgimento da lesão cutânea (MS, 2007). Após a cura 

clínica, a IDRM pode permanecer positiva durante vários anos sendo, portanto, de limitado 

valor para o diagnóstico de reativação (MS, 2007). 

Já os métodos moleculares de detecção do DNA (reação em cadeia da polimerase - 

PCR) de Leishmania são sensíveis e específicos para o diagnóstico, especialmente em 

situações nas quais os parasitos são escassos, como nas lesões de pacientes portadores de 

leishmaniose cutânea (Mendonça et al., 2004; MS, 2007). Porém, na rotina de diagnóstico, 

esse método ainda é pouco utilizado (MS, 2007).  

 

1.6 Aspectos terapêuticos da leishmaniose cutânea 

 

Os antimoniais pentavalentes (Sb
+5

) são as drogas de primeira escolha no tratamento 

das leishmanioses (MS, 2007). Seu mecanismo de ação ainda não é totalmente conhecido. 

Acredita-se que interferem no metabolismo bioenergético das formas amastigotas de 

Leishmania, inibindo a glicólise e a oxidação dos ácidos graxos, reduzindo a produção de 

ATP e GTP (Berman, 1988; MS, 2007). A exposição das formas amastigotas por quatro 

horas, nas doses de 150 a 500 mg de Sb
+5

/mL, resultaram em um decréscimo de certos 
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substratos, dose dependente de CO2. Quando expostos a 500 mg de Sb
+5

/mL, observou-se 

queda no nível de produção de CO2 a partir da glicólise, facilitando a destruição do parasito. 

Os compostos de antimônio pentavalentes, como o estibogluconato de sódio, exercem pouco 

efeito sobre as formas promastigotas que crescem em culturas de tecidos. Este acentuado 

contraste entre as atividades in vitro e in vivo do composto, sugere que, para exercer a 

atividade leishmanicida, é necessária a redução de Sb
+5

 para Sb
+3

. Outros mecanismos 

também podem estar envolvidos (MS, 2007).  

Segundo a OMS (2012), a dose de antimonial recomendada varia entre 10 e 20 mg 

Sb
+
5/kg/dia durante 20 dias seguidos, e para o tratamento da forma cutânea, é recomendada a 

via injetável intra-muscular ou endovenosa. Os dois tipos de antimoniais pentavalentes que 

podem ser utilizados são o antimoniato de N-metil glucamina (Glucantime®) e o 

estibogluconato de sódio, este último não comercializado no Brasil (MS, 2007). O 

Glucantime® é indicado para o tratamento de todas as formas clínicas da LT, embora as 

formas mucosas exijam maior cuidado, podendo apresentar respostas mais lentas e maior 

possibilidade de recidivas. A principal limitação do Glucantime® é a sua toxicidade, que 

produz efeitos adversos potencialmente graves e fatais (Sampaio et al., 1997; Oliveira et al., 

2005) e impede seu emprego em pacientes com doenças pré-existentes, além de exigir 

monitoramento cuidadoso de diversas funções orgânicas (Herwaldt & Bermam, 1992). Seus 

principais efeitos tóxicos são arritmias cardíacas, disfunções renal, hepática e pacreática 

(Sampaio et al., 1997; Oliveira-Neto et al., 2000; MS, 2007).  

A eficácia do Glucantime® na forma cutânea é variável dependendo da região 

estudada e do esquema de tratamento empregado. O prazo máximo estipulado pelo Ministério 

da Saúde para reepitelização completa das lesões é de noventa dias, mas os pacientes são 

acompanhados até doze meses após o término do tratamento para monitoração. Caso não 

ocorra cicatrização completa após três meses do término do tratamento, o esquema terapêutico 

é repetido, porém prolongado, com duração de 30 dias. Pacientes que não respondem ao 

tratamento convencional são tratados com drogas de segunda escolha, como Anfotericina B 

ou Pentamidina. A cura das Leishmanioses é apenas clínica, uma vez que os parasitos 

permanecem, em baixa concentração, no corpo do indivíduo por toda a vida (MS, 2007). 

 

1.7 Aspectos imunopatológicos da leishmaniose cutânea 

 

Os macrófagos são as principais células da resposta imune inata, e podem interiorizar 

e destruir patógenos, instruir a resposta adaptativa através da apresentação de antígenos, 



8 
 

eliminar restos celulares de células mortas, eliminar células apoptóticas durante o 

desenvolvimento e mediar a reabsorção óssea, como os osteoclastos (Ravetch & Aderem, 

2007). Essas células possuem um papel intrigante na leishmaniose, pois servem ao mesmo 

tempo como células hospedeiras para os parasitos e como células reguladoras da resposta 

imune equipadas para destruir esses microrganismos.  

A interação inicial Leishmania-macrófago é fundamental para o estabelecimento da 

infecção no hospedeiro. Após serem depositadas na pele do hospedeiro, as formas 

promastigotas metacíclicas de Leishmania spp. se ligam a receptores específicos e são 

fagocitadas por macrófagos residentes (histiócitos) e por células polimorfonucleares, como os 

neutrófilos, que correspondem às primeiras células a migrarem para o local da infecção 

(Mosser & Rosenthal, 1993). Ao interiorizar as promastigotas, não há multiplicação destas 

formas do parasito no interior dos neutrófilos. Portanto, supõe-se que essas células sirvam 

como abrigo temporário para o parasito no momento inicial da infecção. Essas células 

infectadas secretam quimiocinas que atraem macrófagos para o sítio da infecção. Alguns 

macrófagos fagocitam os neutrófilos apoptóticos infectados e essa ação resulta na infecção de 

macrófagos pelo parasito e na liberação de citocinas moduladoras como IL-10 e TGF-β 

(Zandbergen, 2004). Esses parasitos internalizados indiretamente se estabelecem e se 

multiplicam dentro de fagolisossomos dos macrófagos. Normalmente, esta proliferação ocorre 

na derme em intensidade dependente de fatores do parasito e do hospedeiro. Em pacientes 

imunodeprimidos a proliferação pode tornar-se intensa, o que torna possível a visualização de 

parasitos no tecido conjuntivo da derme em grande quantidade, além de células parasitadas na 

epiderme (MS, 2006). 

Durante a infecção, a atividade leishmanicida de macrófagos ocorre em diferentes 

momentos. No início, a fagocitose de formas promastigotas pelos macrófagos resulta em 

ativação de mecanismos oxidativos, com produção de radicais hidroxila, superóxido, peróxido 

de hidrogênio e óxido nítrico (NO), que interagem com a membrana fosfolipídica do patógeno 

levando-o a morte (Cunningham, 2002; Awasthi, 2004; Wilson, 2005). Posteriormente, os 

macrófagos quiescentes, parasitados com a forma amastigota, podem ser ativados por 

citocinas, e então matar o parasito intracelularmente. A grande produção de espécies reativas 

de oxigênio (ROS) pode levar a danos em macromoléculas como lipídios, proteínas, ácidos 

nucléicos ou carboidratos, podendo afetar também a função celular (Vouldoukis, 1995).  

Assim como outras espécies de parasitos, protozoários do gênero Leishmania possuem 

diversos mecanismos de escape da resposta imunológica do hospedeiro. De acordo com De 

Souza-Leao et al. (1995) e Belkaid, Butcher & Sacks (1998), os parasitos conseguem 
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promover inibição de determinadas funções exercidas pelos macrófagos, como fagocitose, 

produção de óxido nítrico e interleucina (IL)-12, bem como a expressão de HLA-DR e, dessa 

forma, estabelecer a infecção. 

Já foi amplamente descrito que o estabelecimento e a evolução das lesões causadas por 

infecções por L. brazilienses são altamente dependentes da imunidade celular (Pirmez et al., 

1990; Da-Cruz et al., 1994; Coutinho et al., 1998; Baratta-Masini et al., 2007; Keesen et al., 

2011; Brelaz-de-Castro et al., 2012; Carvalho et al., 2012; Freitas-Teixeira et al., 2012). 

Porém, o perfil de resposta imune associado à infecção em humanos ainda não está bem 

determinado. Estudos têm se concentrado na determinação de aspectos importantes da 

resposta imune na LCL, dentre eles, mecanismos imunológicos associados à resistência 

natural, à presença de lesão ativa, aos processos de cura espontânea e cura após o tratamento. 

Follador et al. (2002) avaliaram a resposta imune celular associada com resistência 

natural à leishmaniose em indivíduos assintomáticos, que apresentavam intradermorreação de 

Montenegro (IDRM) positiva, mas sem história prévia da doença e sem lesão aparente e 

observaram que pacientes considerados resistentes apresentavam níveis de IFN- e TNF- 

mais baixos e níveis de IL-5 mais elevados no sobrenadante de cultura de linfócitos, quando 

comparados à pacientes com lesão ativa. Os autores sugerem que este perfil misto de citocinas 

poderia modular a resposta imunológica, diminuindo a reação inflamatória e 

consequentemente o surgimento da lesão. Posteriormente, Baratta-Masini et al., (2007) 

demonstraram que indivíduos considerados resistentes apresentavam um perfil de citocinas do 

tipo 0 (IL-4, IL-5, IL-13 e IFN-γ), com níveis de produção basal. Contudo, estes indivíduos 

também apresentavam em análises de células mononucleares do sangue periférico estimuladas 

com antígeno de Leishmania menor frequência de células T IL-4
+
, elevada razão entre células 

IFN-
+
/IL10

+
 e altos níveis plasmáticos de nitrito e nitrato, sugerindo que a maior proporção 

de citocinas do tipo 1 em relação às do tipo 2 contribui para prevenir o crescimento dos 

parasitos e o desenvolvimento de lesões. Freitas-Teixeira et al. (2012) mostraram em 

indivíduos MT
+
 (positivos para IDRM) maior capacidade leishmanicida in vitro, evidenciada 

pelo aumento de neutrófilos HLA-DR
+
, monócitos CD23

+
 e maior razão linfócitos T 

CD8
+
HLA-DR

+
/CD4

+
HLA-DR

+
.  

 Diferentes padrões de distribuição de linfócitos T nas lesões cutâneas ativas têm sido 

descritos: CD4
+
 > CD8

+
 (Barral et al., 1987; Pirmez et al., 1990), CD4

+
 = CD8

+
 (Lima et al., 

1994) e CD4
+
 < CD8

+
 (Vieira et al., 2002; Amato et al., 2003), sugerindo uma 

heterogeneidade dos subtipos de células T nas lesões por Leishmania. A presença de 
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linfócitos T  também tem sido associada com a fase inicial da formação do granuloma. 

Acredita-se que estas células participem do reconhecimento antigênico e/ou da produção de 

citocinas no microambiente da lesão (Da-Cruz et al., 2005; Gollob et al., 2008). Já o influxo 

de células B tem sido associado à deposição de imunocomplexos que podem estar envolvidos 

na patogênese das lesões (Ridley et al., 1984).   

Na leishmaniose cutânea humana, a imunidade celular e a predominância de isotipos 

IgG1, IgG2 e IgG3 no plasma têm sido associadas à resposta do tipo 1, que atua no controle 

da infecção. O evento crucial para indução da resposta imune curativa contra a Leishmania é a 

eficiente ativação de linfócitos e monócitos capazes de produzir citocinas protetoras que 

levam à ativação de macrófagos, via IFN-γ, resultando na síntese de intermediários de 

nitrogênio e oxigênio reativo e, consequentemente, na morte dos parasitos intracelulares 

(Salaizo-Suazo et al., 1999). Quanto ao perfil de citocinas, vários autores já demonstraram 

que há aumento da produção de IL-4 e IL-10, durante a fase inicial da infecção, sugerindo que 

essas citocinas estejam associadas à “down-regulation” da resposta do tipo 1, facilitando a 

proliferação do parasito (Coutinho et al., 1998; Rocha et al., 1999; Brelaz et al., 2012; Brelaz-

de-Castro et al., 2012). Entretanto, tem sido descrito que, com a evolução da lesão, linfócitos 

T de pacientes portadores de LCL são capazes de produzir citocinas do tipo 1, como IFN- e 

TNF-. Assim, a LCL relaciona-se à resposta imunológica que favorece a cura (Brelaz et al., 

2012; Brelaz-de-Castro et al., 2012; Souza et al., 2012). Portanto, acredita-se que uma 

resposta predominantemente inflamatória (tipo 1) responsável pela eliminação do parasito, 

mas modulada, seja importante para a resolução da infecção na LCL, evitando lesões teciduais 

extensas. Nesse sentido, tem sido demonstrada, em lesões de pacientes portadores de LCL, a 

presença de células T reguladoras, caracterizadas fenotipicamente como CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
, 

produtoras de grandes quantidades de IL-10 e TGF-β. Campanelli et al. (2006) observaram 

que em cultura, estas células são capazes de inibir a proliferação de células T do sangue 

periférico, sugerindo ação imunorreguladora.   

De acordo com alguns autores (Da-Cruz et al. 1994; Castellano et al. 2009; Reis et al. 

2009; Brelaz et al., 2012; Brelaz-de-Castro et al., 2012; Carvalho et al., 2012), na cura clínica 

após tratamento específico, observa-se produção de IFN- por linfócitos T CD4
+
 e CD8

+
 e 

células NK que ativam macrófagos. Estas células produzem TNF- que em sinergia com o 

IFN- induzem ativação de iNOS e produção de NO, responsável pela destruição das formas 

amastigotas e eliminação do parasito (Giudice et al., 2012; Souza et al., 2012).  
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A tendência à cura espontânea é relatada como uma característica desta forma clínica. 

Tem sido evidenciado que culturas de células de pacientes, estimuladas com antígeno de 

Leishmania, e que obtiveram a cura de forma espontânea, produzem TNF- e IFN- 

(Carvalho et al., 1995; Brelaz et al., 2012; Brelaz-de-Castro et al., 2012; Souza et al., 2012).  

Entretanto, a observação de cura espontânea em estudos clínicos no Brasil é reduzida e não 

parece ser uma tendência da infecção pela L. braziliensis (Herwaldt & Bermam, 1992).  

 

 



 
 

2. JUSTIFICATIVA
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2.JUSTIFICATIVA 

 

O estabelecimento e a evolução das lesões causadas por infecção por L. braziliensis 

são altamente dependentes da imunidade celular. No entanto, o perfil de resposta imune 

associado à infecção em humanos ainda não está bem determinado. A possibilidade de se 

avaliar a interação Leishmania/monócitos e o seu impacto na expressão de marcadores de 

ativação, receptores envolvidos na interação/internalização do parasito, bem como na síntese 

de citocinas pelas células alvo do parasito, permitirá melhor compreensão dos mecanismos 

imunológicos envolvidos no estabelecimento bem como nos eventos associados à cura após 

tratamento específico da LCL.  

Existem muitos métodos “in vitro” que descrevem a interação de fagócitos com 

Leishmania, principalmente aqueles derivados de estudos em modelos experimentais murinos, 

caninos e/ou linhagens celulares isoladas. Estas técnicas são baseadas na quantificação de 

parasitos no interior dos fagócitos, através de microscopia convencional, imunofluorescência 

e também citometria de fluxo ou através da utilização de marcadores radioativos com 

subsequente determinação de lise celular por cintilação. Entretanto, esses estudos não 

apresentaram nenhum relato de análise multiparamétrica, com foco na caracterização 

detalhada das alterações em marcadores de superfície e/ou intracelulares decorrentes do 

processo de interação/internalização do parasito. Recentemente nosso grupo estabeleceu um 

protocolo empregando um sistema de imunofenotipagem de plataforma multicromática, onde 

é possível avaliar o processo de fagocitose de formas promastigotas de Leishmania spp. por 

monócitos e estabelecer o perfil de citocinas e os níveis de óxido nítrico intracitoplasmáticos, 

produzidos pelos monócitos, envolvidos no direcionamento da resposta imune contra a 

Leishmania (Costa-Silva, 2013), que foi empregado no presente estudo. Diante do exposto, 

torna-se evidente que um estudo amplo incluindo avaliações de aspectos fenotípicos-

funcionais de monócitos de pacientes portadores de LCL e após tratamento específico, 

consiste em uma abordagem relevante buscando contribuir para a melhor compreensão da 

relação parasito-hospedeiro no contexto da LT. 



 

 

3. OBJETIVO
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3.OBJETIVO 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar o perfil fenotípico-funcional de monócitos de pacientes portadores de 

leishmaniose cutânea localizada, tratados com o antimoniato de N-metil glucamina. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

1. Avaliar a interação de monócitos do sangue periférico com formas promastigotas de L. 

braziliensis, antes e após tratamento. 

 

2. Caracterizar aspectos fenotípicos de monócitos do sangue periférico, na ausência e 

presença de formas promastigotas vivas de L. braziliensis, através da avaliação do perfil de 

expressão de marcadores de superfície celular (TLR-2, TLR-4, CD16, CD32, CD64, IL-10R, 

IFN-R, HLA-DR, CD80 e CD86), antes e após tratamento. 

 

3. Caracterizar aspectos funcionais de monócitos do sangue periférico, na ausência e presença 

de formas promastigotas vivas de L. braziliensis, através da avaliação do perfil de citocinas 

intracelulares (TNF-, IL-12, IL-10 e TGF-) e dos níveis de produção de óxido nítrico 

intracelular, antes e após tratamento. 

 

4. Correlacionar aspectos fenotípicos-funcionais de monócitos de pacientes portadores de 

leishmaniose cutânea localizada, avaliados antes e após tratamento. 

 

5. Correlacionar aspectos fenotípicos-funcionais de monócitos com o tempo de evolução e o 

tamanho das lesões de pacientes portadores de leishmaniose cutânea localizada. 



 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Aspectos éticos 

 

O estudo seguiu a resolução 196/96 do Conselho Nacional de Saúde que trata das 

diretrizes e normas de pesquisas envolvendo seres humanos. O projeto proposto, bem como o 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foram encaminhados para análise pelo Comitê 

de Ética em Pesquisa do Centro de Pesquisa René Rachou, e aprovados em 11 de agosto de 

2008 (Parecer número 21/2008 – CEPSH – CPqRR). 

 

4.2 Caracterização da população avaliada 

  

Foram incluídos 10 pacientes (Tabela 1) portadores de leishmaniose cutânea 

localizada, provenientes da região metropolitana de Belo Horizonte/MG, atendidos no Centro 

de Referência em Leishmanioses, do Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ-MG, e 10 

indivíduos saudáveis voluntários e doadores de sangue (idade entre 18 a 60 anos) 

provenientes do banco de sangue do Hospital Felício Rocho, como grupo controle (CS). 

Todos os pacientes receberam tratamento com antimoniato de N-metil glucamina 

(Glucantime®), conforme descrito no tópico “4.5 Tratamento específico e critério de cura”. 

Foram coletadas amostras de sangue venoso dos pacientes, sendo 5 mL-EDTA para 

realização do hemograma e 20 mL-Heparina sódica para realização de ensaios imunológicos 

em dois momentos, antes (LC T0) e 90 dias após o término do tratamento (LC T90), tempo 

preconizado pelo Ministério da saúde como prazo máximo para reepitelização total das lesões 

(MS, 2007). 
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Tabela 1. Caracterização da população avaliada. 

Paciente Idade Gênero 
Nº de 

lesões 

Tempo da 

lesão (dias) 

Diâmetro da 

lesão (mm) 

Área total de 

lesão (mm²) 

1 42 F 1 126 9,5 x 7,5 72 

2 55 M 1 60 29,3 x 29,3 858,4 

3 34 M 1 100 55 x 45,6 2508 

4 23 M 1 150 69,5 x 46 3197 

5 22 F 6 44 12,4 x 10,9 * 871,3 ** 

6 28 M 1 60 22,6 x 19,4 438,4 

7 42 M 6 150 19,75 x 18,6 * 3285,9 ** 

8 27 F 1 60 23,7 x 14,1 334,1 

9 51 M 1 120 64,5 x 31,1 2005,9 

10 18 M 1 90 21,8 x 17,1 372,7 

Média 34 - - 96 32,8 x 23,9 1389,8 

* Diâmetro médio das seis lesões. 

**A área total da lesão foi calculada a partir do diâmetro da lesão. Em pacientes com mais de uma lesão, a área 

de cada lesão foi calculada separadamente e foram somadas para obter a área total da lesão (mm²). 

 

4.3 Critérios de inclusão 

 

Foram convidados a participar do estudo pacientes adultos (maiores de 18 e menores 

de 60 anos de idade), encaminhados ao Centro de Referência em Leishmanioses (CRL) do 

Centro de Pesquisas René Rachou (CpqRR) apresentando lesões cutâneas típicas de 

leishmaniose,  e diagnóstico de LCL confirmado por critérios clínicos, epudemiológicos e 

exame parasitológico (“imprint” ou cultivo) positivo. 

  

4.4 Critérios de exclusão 

 

Não foram incluídos neste estudo pacientes portadores de doenças sistêmicas 

concomitantes, que sabidamente interferem na capacidade imunológica do indivíduo; uso de 

medicação tópica sobre a lesão cutânea e uso prévio de leishmanicidas; contra-indicação para 

o uso do Glucantime® na dose e esquema terapêutico recomendados pelo Ministério da 

Saúde. Pacientes com resposta negativa à Intradermo Reação de Montenegro (IDRM) também 

foram excluídos, visando incluir pacientes que apresentam evidência de resposta imune 

celular preservada. 
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4.5 Tratamento específico e critério de cura 

 

O tratamento e critério de cura adotados foram os propostos pelo Ministério da Saúde. 

A cura é apenas clinica e indica-se o acompanhamento regular por 12 meses. Deste modo, a 

cura é definida pela reepitelização das lesões ulceradas, regressão total da infiltração e 

eritema, até três meses após a conclusão do esquema terapêutico. Entretanto, nos casos com 

evidência de cicatrização progressiva das lesões sem cumprir completamente os critérios 

acima, sugere-se o prolongamento da observação até seis meses (MS, 2007). Os pacientes do 

estudo foram atendidos no Centro de Referência em Leishmanioses do CPqRR e tratados, 

segundo as recomendações do Ministério da Saúde, com 20 mg/Kg de antimônio 

(Glucantime®) por dia, durante 20 dias, por via intramuscular. Os pacientes foram 

acompanhados clinicamente e através de exames laboratoriais (dosagens bioquímicas para 

avaliação de função renal, hepática, pancreática; hemograma e eletrocardiograma) durante o 

tratamento e até 12 meses após o final do tratamento específico, porém, avaliamos somente 

antes e 90 dias após o término do tratamento. Não houve recidiva nem falha terapêutica no 

grupo de pacientes inseridos no estudo.   

 

4.6 Exames laboratoriais 

 

4.6.1 Teste imunológico 

 

Os pacientes incluídos no estudo foram submetidos ao teste imunológico através da 

Intradermo Reação de Montenegro, realizada conforme preconizado pelo Ministério da Saúde 

(MS, 2007). O método se fundamenta na inoculação do antígeno por via intradérmica e 

visualização da resposta de hipersensibilidade celular retardada. O antígeno empregado é 

produzido pelo Centro de Produção e Pesquisa em Imunobiológicos do Centro de Pesquisas 

de Saúde do Paraná, utilizando L. amazonensis, cepa de referência MHOM/BR/73/M2269 

onde cada mL do produto contém 40 µg de nitrogênio protéico. Após antissepsia, foi aplicado 

o volume de 0,1 mL na derme, utilizando agulha modelo 13 x 3,3 na face volar do antebraço.  

O resultado foi considerado positivo quando se observou enduração igual ou maior a 0,5 cm 

de diâmetro, 48 horas após a aplicação. 
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4.6.2 Teste parasitológico 

 

Os pacientes incluídos no estudo foram submetidos ao exame parasitológico direto 

(“imprint”) e indireto (cultura de aspirado da lesão). Para obtenção das amostras foram 

realizados procedimentos de biópsia das lesões cutâneas. A análise do “imprint” foi realizada 

conforme protocolo do CRL-CpqRR/ FIOCRUZ – MG, fundamentado nas orientações do 

Ministério da Saúde (MS, 2007). A obtenção dos aspirados bem como o cultivo do material, 

foram realizados segundo procedimentos padronizados no CRL-CpqRR/ FIOCRUZ – MG. A 

biópsia trata-se de um procedimento médico e sua realização tem risco mínimo para o 

paciente.  Após antissepsia e aplicação de degermante na lesão e pele circunjacente, a lesão 

foi lavada com solução salina estéril 0,9%, seguida de aplicação de iodo-povidine. Foi 

realizada a anestesia local com cloridrato de lidocaína 2%. O fragmento da borda da lesão foi 

retirado com instrumento cirúrgico cortante circular de 6 mm (“punch”), direcionado à 

camada mais profunda da derme. Em seguida, o excesso de sangue foi retirado com papel de 

filtro estéril e o fragmento dividido em duas partes. Uma parte do material foi aplicada sobre 

a superfície de três lâminas para microscopia (“imprint”).  

Após a fixação do material aderido às lâminas de vidro por aposição (“imprint”), o 

espécime foi corado pelo método de Giemsa e observado ao microscópio óptico, em objetiva 

de imersão. O resultado foi considerado positivo quando foram visualizadas formas 

amastigotas de Leishmania spp. no interior ou não de células fagocitárias.  

Os aspirados foram obtidos utilizando-se sistema a vácuo, segundo a técnica de 

Romero et al. (1999), com pequenas modificações. Para o cultivo dos aspirados, utilizou-se 

tubos de vidro com tampa de borracha (Vacutainer
®
) com capacidade para 10 mL. Aos tubos 

foi adicionado meio de cultura bifásico composto de uma fase sólida de agar acrescido de 

10% de sangue de coelho desfibrinado e, uma fase líquida de 200 µL de solução salina 

(0,9%), adicionado de 25 µg/mL de gentamicina. Os tubos foram tampados com tampa de 

borracha e o vácuo restituído por aspiração de ar por duas vezes utilizando seringa de 20 mL. 

A técnica consiste em puncionar a pele sadia adjacente à lesão, após anestesia e antissepsia, e 

dirigir a agulha em direção à área inflamada da lesão. Após procedimento de rotação da 

agulha, retirou-se o sistema permitindo que o ar do ambiente penetrasse no tubo e deslocasse 

os pequenos fragmentos de tecido cortados pelo bisel da agulha para o meio de cultivo. Para 

cada paciente foram utilizados três tubos. Após a coleta do material, os tubos foram mantidos 

em estufa incubadora B.O.D. à 26°C por até 21 dias. A leitura das culturas foi realizada aos 4, 

7, 14 e 21 dias. No momento das leituras, os tubos foram agitados suavemente para 
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homogeneizar a suspensão e, aproximadamente 10 µL da cultura foram colocados entre 

lâmina e lamínula (22 x 22 mm) e examinados ao microscópio óptico com aumento de 40 

vezes. Foi considerado resultado positivo quando formas promastigotas foram encontradas no 

material examinado. O resultado foi considerado negativo quando após 21 dias de repetidas 

leituras, não se observou crescimento do parasito. 

 

4.7 Obtenção e marcação de formas promastigotas de L. braziliensis 

 

As formas promastigotas de L. braziliensis (MHOM/BR/1986/MSS), foram obtidas a 

partir de cultivos em meio bifásico contendo NNN e meio líquido complexo LIT (“liver 

infusion tryptose”) suplementado com 20% de SFB (soro fetal bovino), por 7 dias (fase 

estacionária de crescimento), a temperatura de 26°C. Os parasitos foram transferidos para 

tubos cônicos de polipropileno de 50 mL, e a suspensão foi submetida à centrifugação 10 x g, 

durante 10 minutos a temperatura ambiente. Os parasitos foram recuperados após um período 

de repouso de 30 minutos em estufa B.O.D a 26°C, coletando-se o sobrenadante que foi 

transferido para outro tubo, sendo o sedimento desprezado. Em seguida, os parasitos foram 

lavados por centrifugação a 480 x g, durante 10 minutos a 4
o
C com 20 mL de PBS 

(“phosphate buffered saline”) 10% SFB pH 7,2. O sedimento foi ressuspendido em 1 mL de 

PBS 10% SFB pH 7,2. Os parasitos foram contados e a suspensão ajustada para o número 

necessário para os ensaios de fagocitose (10
8
 parasitos/mL). Para a marcação das formas 

promastigotas de Leishmania, quantidades equivalentes de parasitos e da preparação do 

fluorocromo AlexaFlúor 647 (1 mL de parasitos na concentração de 10
8
 parasitos/mL + 1 mL 

de AlexaFlúor 647 na concentração de 3,2 µg/mL) foram incubados por 30 minutos a 37ºC 

em estufa 5% CO2. Após a incubação, estes foram lavados por centrifugação a 480 x g, 

durante 10 minutos a 18C com PBS 0,015M, pH 7,4 – PBS 1x e ressuspendidos com PBS 1x 

para um volume adequado de parasitos (1 parasito/ 2 células). Uma alíquota foi separada para 

avaliação no citômetro de fluxo a fim de avaliar a intensidade de fluorescência apresentada 

pelos parasitos marcados com a preparação de AlexaFlúor 647. A qualidade da marcação foi 

avaliada através da intensidade média de fluorescência (IMF) entre 10
2
 e 10

3 
apresentada pela 

maioria (no mínimo 60%) dos parasitos marcados (Figura 1). 
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Figura 1. Esquema ilustrativo da seleção e marcação de formas promastigotas vivas de L. braziliensis. A Figura 

“A” representa o perfil de promastigotas de L. braziliensis, selecionadas no gate “Promastigotas” em gráfico de 

distribuição pontual de tamanho versus granulosidade. A Figura “B” representa a intensidade média de 

fluorescência apresentada pelos parasitos após a marcação com Alexa Fluor 647 em gráfico de histograma. 

 

4.8 Avaliação da interação monócito-Leishmania, do perfil de expressão de marcadores 

de superfície celular e de citocinas intracelulares de monócitos 

 

 Para o ensaio de interação de monócitos do sangue periférico humano com formas 

promastigotas de L. braziliensis, foi utilizado o protocolo descrito por GOMES et al., (2012), 

adaptado. 

A fim de evitar a interferência de anticorpos e proteínas do complemento, ambos 

importantes para a internalização da Leishmania, leucócitos do sangue periférico 

(10
7
células/mL) na ausência do plasma autólogo foram incubados com os parasitos numa 

relação de 1 parasito/ 2 células por 1 hora, em tubos de polipropileno de 14 mL contendo 1 

mL de PBS 3%SFB, em estufa a 37ºC, 5% de CO2. Foram realizadas culturas nas mesmas 

condições descritas acima, sem parasitos (cultura controle). Após incubação, Brefeldina A - 

BFA (10 g/mL) foi adicionada às culturas que foram re-incubadas por mais 4 horas em 

estufa a 37
o
C, 5% de CO2. Em seguida, EDTA (2 mM) foi adicionado e as culturas foram 

incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente.  

Para avaliação do perfil de marcadores de superfície celular, após incubação, 200 L 

(1.000.000 de leucócitos) das culturas foram transferidos para tubos de poliestireno de 5 mL 

contendo 3 L de anti-CD14PerCP e 2 L de anticorpo anti-superfície (IL-10R, IFN-R, 

TLR-2, TLR-4, HLA-DR, CD-16, CD-32, CD-64, CD-80 e CD-86 conjugados ao 

fluorocromo PE – Tabela 2) e incubados por 20 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo 

da luz. Foram adicionados 3 mL de solução de lise comercial (FACS Lysing Solution – BD 

Biosciences) no vórtex e as células foram incubadas por 10 minutos ao abrigo da luz. Os 
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tubos foram submetidos à centrifugação a 600 x g, 18ºC por 10 minutos. Em seguida, os tubos 

foram vertidos, a suspensão celular ressuspendida em 2 mL de PBS 1x e os tubos submetidos 

à centrifugação a 600 x g, 18ºC por 10 minutos. Novamente, os tubos foram vertidos, a 

suspensão celular ressuspendida e um volume de 200 L de solução fixadora (10 g/L de 

paraformaldeído, 1% de cacodilato de sódio, 6,67 g/L de cloreto de sódio, pH 7,2) foi 

adicionado em cada tubo. Após 15 minutos a 4ºC, 3.000 monócitos foram adquiridos e a 

análise dos parâmetros morfométricos e imunofenotípicos determinados com o auxílio do 

citômetro de fluxo FACScalibur – BD. Para a análise dos dados foi utilizado o software 

FlowJo (Flow Cytometry Analysis Software, versão 7.6.1). 

 

Tabela 2. Anticorpos utilizados para avaliação da expressão de marcadores de superfície celular. 

Marcador Fluorocromo Clone Função 

Anti-CD14 PerCP MØP9 Receptor para complexo de 

lipopolissacarídeo e proteína 

ligadora de 

lipopolissacarídeo. 

 

Anti-TLR-2 PE TL2.1 Receptor envolvido no 

reconhecimento de 

patógenos e ativação da 

resposta imune inata. 

 

Anti-TLR-4 PE HTA125 Receptor envolvido no 

reconhecimento de 

patógenos e ativação da 

resposta imune inata. 

 

Anti-CD16 PE 3G8 Receptor de baixa afinidade 

para IgG. 

 

Anti-CD32 PE 3D3 Receptor Fc de média 

afinidade para 

imunoglobulinas agregadas: 
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complexos imunes. 

 

Anti-CD64 PE 10.1 Receptor de alta afinidade 

para IgG. Medeia a 

fagocitose, a captura do 

antígeno e a ADCC. 

 

Anti-IFN-γR 

(CD119) 

PE GIR-208 Receptor da citocina IFN-γ. 

 

Anti-IL-10R 

(CD210) 

PE 3F9 Receptor da citocina IL-10. 

 

Anti-HLA-DR PE G46-6 Molécula de MHC de classe 

II, participa da ativação 

celular. 

 

Anti-CD80 PE L307.4 Co-regulação de ativação de 

linfócitos T. 

 

Anti-CD86 PE 2331 (FUN-1) Co-regulação de ativação de 

linfócitos T. 

 

 

Para avaliação do perfil de citocinas intracelulares, após incubação, 500 L (2.500.000 

leucócitos) das culturas foram transferidos para tubos de poliestireno de 5 mL contendo 6 L 

de anti-CD14PerCP e re-incubados por 20 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da 

luz. Foram adicionados 3 mL de solução de lise comercial (FACS Lysing Solution – BD 

Biosciences) de hemácias no vórtex e as células foram incubadas por 10 minutos ao abrigo da 

luz. Os tubos foram submetidos à centrifugação a 600 x g, 18ºC por 10 minutos. Em seguida, 

os tubos foram vertidos, a suspensão celular ressuspendida em 500 L de PBS 1x contendo 

0,5% de BSA e 0,1% de azida sódica – PBS-W gelado e 3 mL de PBS-W contendo 0,5% de 

saponina – PBS-P gelado e os tubos submetidos à centrifugação a 600 x g, 18ºC por 10 

minutos. Os tubos foram vertidos, a suspensão celular ressuspendida em 3 mL de PBS-W 

gelado e novamente submetidos à centrifugação a 600 x g, 18ºC por 10 minutos. A suspensão 
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celular foi ressuspendida em 250 µL (aproximadamente 5.000.000 leucócitos, ou seja, 20.000 

células/µL) de PBS-W e 30 µL (aproximadamente 600.000 leucócitos) foram transferidos 

para placas de fundo em U de 96 poços contendo 20 L de anticorpo anti-citocinas 

previamente diluídas em PBS-P (TNF-, IL-12, IL-10 e TGF- - Tabela 3) e, em seguida, 

incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Após incubação, foram 

adicionados 100 L de PBS-P gelado/poço e a placa foi submetida à centrifugação a 600 x g, 

18ºC por 10 minutos. Em seguida, a placa foi vertida, as células ressuspendidas e foram 

adicionados 200 L de PBS-W gelado/poço. A placa foi centrifugada novamente a 600 x g, 

18ºC por 10 minutos. Após centrifugação, a placa foi vertida, a suspensão celular 

ressuspendida e um volume de 200 L de solução fixadora gelada foi adicionado por poço. 

Após 15 minutos a 4ºC, 3.000 monócitos foram adquiridos e a análise dos parâmetros 

morfométricos, fenotípicos e funcionais foi determinada com o auxílio do citômetro de fluxo 

FACScalibur – BD. Para a análise dos dados foi utilizado o software FlowJo (Flow 

Cytometry Analysis Software, versão 7.6.1.). 

 

     Tabela 3. Anticorpos utilizados para avaliação da produção de citocinas intracelulares. 

Marcador Fluorocromo Clone Função 

Anti-TNF-α PE Mab11 Inflamação local, ativação 

endotelial.  

 

Anti-IL-12 PE C11.5 Ativa células NK, induz a 

diferenciação de células T 

CD4 em células Tipo 1.  

 

Anti-IL-10 PE JES3-9D7 Potente supressor das 

funções dos macrófagos.  

 

Anti-TGF-β PE TB21 Inibe crescimento celular, 

antiinflamatório, induz 

mudança para produção de 

IgA.  
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É importante ressaltar que os resultados só foram considerados válidos nas análises em 

que foi observada uma leitura de 3.000 monócitos/tubo e no mínimo 200 monócitos 

expressando determinado marcador de superfície celular, citocina ou NO. 

 

4.9 Avaliação da produção de óxido nítrico 

 

Kojima et al. desenvolveram em 1998, um reagente permeável à membrana celular 

que permite a determinação dos níveis de NO intracelular por citometria de fluxo, 

denominado diacetato de 4,5-diaminofluoresceína (DAF-2 DA). A determinação do NO 

intracelular por citometria de fluxo baseia-se na capacidade do NO de oxidar o reagente 4,5-

diaminofluoresceína (DAF-2), que não é fluorescente para uma forma fluorescente. Assim, 

resumidamente, o DAF-2 DA é convertido a 4,5-diaminofluoresceína (DAF-2) por meio da 

ação de esterases intracelulares. O DAF-2 não é permeável à membrana celular 

permanecendo, portanto, no interior das células. Em pH fisiológico, o DAF-2 é relativamente 

não fluorescente. No entanto, na presença de NO e oxigênio, um produto fluorescente é 

formado, o triazolofluoresceína (DAF-2T). A medida da fluorescência é feita pela leitura da 

amostra no citômetro de fluxo e é proporcional à concentração de NO nas células (Havenga et 

al., 2001; Strijdom et al., 2004; Schachnik et al. 2008).    

Leucócitos do sangue periférico (100 µL – 1.000.000 células) foram incubados com os 

parasitos (5 µL – 500.000 parasitos) numa relação de 1 parasito/2 células por 1 hora sob 

agitação, em tubos de polipropileno de 5 mL, estufa a 37ºC, 5% de CO2. Foram incluídos 

ainda: 30 µL de PBS 1x 10% SFB + 100 µL da cultura (controle de células); 10 µL de PBS 1x 

10% SFB + 20 µL de DAF-2/DA (4,5-diamino-fluorescein diacetate) 10 µM + 100 µL da 

cultura (controle negativo); 10 µL de aminoguanidina – AG 1 M + 20 µL de DAF-2/DA 10 

µM + 100 µL da cultura  (controle de especificidade); 10 µL de LPS 100 g/mL + 10 µL de 

DAF-2/DA 10 µM + 100 µL da cultura  (controle positivo). As culturas foram incubadas por 

mais 3 horas em estufa a 37
o
C, 5% de CO2 na presença de DAF-2DA. Após incubação, os 

tubos foram transferidos para o gelo, e as culturas transferidas para tubos de poliestireno de 5 

mL contendo 3 L de anticorpo anti-CD14PerCP seguindo nova incubação por 20 minutos ao 

abrigo da luz. Foram adicionados 2 mL de solução de lise comercial (FACS Lysing Solution – 

BD Biosciences) no vórtex e as células foram incubadas por 10 minutos ao abrigo da luz. Foi 

adicionado 1 mL de PBS 1x gelado aos tubos e estes foram submetidos à centrifugação a 600 

x g, 18ºC por 10 minutos. Em seguida, os tubos foram vertidos, a suspensão celular 

ressuspendida e lavada com 2 mL de PBS 1x gelado a 600 x g, 18ºC por 10 minutos. Após 
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lavagem, os tubos foram vertidos novamente e a suspensão celular ressuspendida em 150 L 

de solução fixadora. Para aquisição dos dados, 3.000 eventos/ “gate” de monócitos foram 

obtidos usando citômetro de fluxo FACScalibur – BD. Para análise dos dados, foi utilizado o 

software FlowJo (Flow Cytometry Analysis Software, versão 7.6.1.). 

 

4.10 Análise dos dados 

 

4.10.1 Estratégias de análise da interação monócito-Leishmania e do perfil fenotípico-

funcional de monócitos do sangue periférico 

  

Para alcançar os objetivos propostos de avaliação do perfil fenotípico-funcional de 

monócitos do sangue periférico, duas diferentes estratégias de análise foram empregadas. 

Inicialmente, monócitos foram identificados e selecionados por uma janela - “gate”, 

em gráficos de densidade de fluorescência-3 (FL3-H, CD14 PerCP) versus granulosidade 

celular (Side Scatter - SSC) (Figura 2A). Após seleção da população de interesse foi possível 

avaliar o percentual de monócitos que interagiram com formas promastigotas de L. 

braziliensis, em gráfico de densidade de fluorescência-4 (FL4-H, Leish Alexa Fluor 647) 

versus fluorescência-3 (FL3-H, CD14 PerCP), representado na figura 2B. 
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Figura 2. Análise representativa da interação monócito-Leishmania por citometria de fluxo. A figura “A” 

representa o perfil da população de monócitos, selecionados no gate “Monócitos” em gráfico de densidade de 

fluorescência-3 (CD14 PerCP) versus granulosidade (SSC). A figura “B” representa o perfil de análise da 

população de monócitos na presença de formas promastigotas de L. braziliensis marcadas com Alexa Fluor 647, 

em gráfico de densidade de fluorescência-4 (Leish Alexa Fluor 647) versus fluorescência-3 (CD14 PerCP). 

Monócitos que interagiram com o parasito estão representados no quadrante duplo positivo (Q2). 

 

A próxima estratégia correspondeu à avaliação do perfil fenotípico-funcional de 

monócitos. Moléculas expressas constitutivamente (TLR-2, TLR-4, CD16, CD32, CD64, 



28 
 

IFN-γR, HLA-DRe CD86) em monócitos foram analisadas por intensidade média de 

fluorescência (IMF) em gráfico de histograma (Figura 4), enquanto as moléculas de 

produção/expressão induzida (IL-10R, CD80, TNF-α, IL-12, IL-10 e TGF-β) foram 

analisadas por percentual de células produtoras (Figura 3). Assim como na estratégia anterior, 

monócitos foram identificados e selecionados por uma janela - “gate”, em gráficos de 

densidade de fluorescência-3 (FL3-H, CD14PerCP) versus granulosidade celular (Side Scatter 

- SSC). Após seleção da população de interesse foi possível analisar a produção/expressão de 

biomarcadores induzidos em monócitos do sangue periférico (Figura 3).  
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Figura 3. Análise do perfil fenotípico-funcional por monócitos do sangue periférico por citometria de fluxo. A 

figura “A” representa o perfil da população de monócitos, selecionados no gate “Monócitos” em gráfico de 

densidade de fluorescência-3 (FL3-H, CD14 PerCP) versus granulosidade (SSC). A figura “B” representa perfil 

de análise da produção de NO por monócitos do sangue periférico por percentual em gráfico de densidade de 

fluorescência-1 (FL1-H, DAF-2T) versus densidade de fluorescência-3 (FL3-H, CD14 PerCP). Monócitos 

produtores de NO estão representados no quadrante duplo-positivo (Q2). 
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Figura 4. Análise do perfil fenotípico-funcional por monócitos do sangue periférico por citometria de fluxo. A 

figura “A” representa o perfil da população de monócitos, selecionados no gate “Monócitos” em gráfico de 
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densidade de fluorescência-3 (FL3-H, CD14 PerCP) versus granulosidade (SSC). A figura “B” representa perfil 

de análise da expressão de CD32 por monócitos do sangue periférico, por intensidade média de fluorescência. 

 

4.10.2 Análises de redes de correlações 

 

As redes de interações entre as biomoléculas (Shannon, Owen, Ozier, et al., 2003) 

foram construídas no software Cytoscape (versão 2.8.2), para avaliar a associação entre a 

expressão de marcadores de superfície, produção de óxido nítrico e a produção de citocinas, 

para o grupo controle e grupo dos pacientes avaliados antes e noventa dias após o término do 

tratamento. Para construção das redes de interações, foram usados como referência, os 

resultados das análises de correlação entre os biomarcadores avaliados no estudo. 

 

4.11 Análise estatística dos dados 

 

As análises estatísticas foram realizadas com auxílio do software GraphPad Prism 

5.0.0 (San Diego, CA). Os dados apresentaram distribuição não paramétrica, dessa forma, 

para análise comparativa entre 3 grupos foi aplicado o teste Kruskal-Wallis, seguido do teste 

de Dunn´s. Para análise comparativa entre dois grupos, foi empregado o teste não paramétrico 

Mann-Witnney. O teste de correlação de Spearman foi realizado para avaliar a associação 

entre os biomarcadores. O índice de correlação (r) foi utilizado para caracterizar a força de 

correlação como negativa (r < 0), correlação positiva fraca (0 > r < 0,36), positiva moderada 

(0,37 > r < 0,67) e positiva forte (r > 0,68), conforme proposto por Taylor (1990). As 

diferenças estatisticamente significativas foram consideradas quando p < 0,05. 
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5.RESULTADOS 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Avaliação da interação monócito-Leishmania de pacientes portadores de 

leishmaniose cutânea localizada, avaliados antes e após tratamento. 

 

A Figura 5 representa a análise da interação de formas promastigotas de L. braziliensis 

com monócitos do sangue periférico de indivíduos do grupo controle constituído por 

indivíduos saudáveis doadores de sangue (controle saudável – CS) e pacientes portadores de 

LCL antes do tratamento (LC T0), e 90 dias após o tratamento (LC T90) através da avaliação 

do percentual de monócitos CD14
+
Leish

+
 (L. braziliensis marcada com Alexa Flúor 647). Os 

dados demonstraram menor interação monócito-Leishmania nos grupos LC T0 (p = 0,0010) e 

LC T90 (p < 0,0001) quando comparados ao grupo controle, e menor interação monócito-

Leishmania no grupo LC T90 (p < 0,0001) quando comparado ao grupo LC T0. 
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Figura 5. Avaliação da taxa de interação de formas promastigotas vivas de L. braziliensis com monócitos do 

sangue periférico de indivíduos dos grupos: controle (CS, n = 10), pacientes com lesões cutâneas causadas por L. 

braziliensis avaliados antes do tratamento (LC T0, n = 10) e 90 dias após o tratamento (LC T90, n = 10). Os 

resultados estão apresentados como percentual de células CD14
+
Leish

+
 em formato de gráficos de barras que 

destacam a mediana e o intervalo interquartil. As diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre os 

grupos CS, LC T0 e LC T90 estão representadas pelas linhas conectoras.  

 

Após avaliação da interação monócito-Leishmania, foi de nosso interesse caracterizar 

o perfil fenotípico-funcional dessas células em culturas de produção basal, ou seja, na 
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ausência de formas promastigotas de L. braziliensis e culturas com formas promastigotas de 

L. braziliensis, a fim de verificar se existe influência direta do parasito no perfil fenotípico-

funcional dessas células em pacientes portadores de LCL (LC T0) e tratados apresentando 

total reepitelização das lesões (LC T90). 

 

5.2 Caracterização dos aspectos fenotípicos de monócitos do sangue periférico.  

 

5.2.1 Avaliação da expressão de receptores Toll 2 e 4 

 

A Figura 6 representa a análise do perfil de expressão dos receptores Toll 2 (TLR-2) e 

4 (TLR-4), por monócitos do sangue periférico. 

Os dados demonstraram menor expressão de TLR-2 nos grupos LC T0 (p = 0,0279) e 

LC T90 (p < 0,0001) quando comparados ao grupo CS, em culturas Leish
+
. Foi observado 

maior expressão de TLR-2 (p = 0,0147) e TLR-4 (p = 0,0288) em culturas Leish
+ 

quando 

comparadas as culturas PB, no grupo CS. Em culturas PB, foi observada maior expressão de 

TLR-4 no grupo LC T0 (p = 0,0130) quando comparado ao grupo CS, e maior expressão de 

TLR-4 no grupo LC T90 (p = 0,0054) em relação ao grupo LC T0. Já em culturas Leish
+ 

foi 

observada maior expressão de TLR-4 no grupo LC T90 (p = 0,0057) quando comparado ao 

grupo CS. 
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Figura 6. Avaliação do perfil de expressão de TLR-2 (Figura 6A) e TLR-4 (Figura 6B) em monócitos do sangue 

periférico de indivíduos dos grupos: controle (CS, n = 10), pacientes com lesões cutâneas causadas por L. 

braziliensis avaliados antes do tratamento (LC T0, n = 10) e 90 dias após o tratamento (LC T90, n = 10). Os 

resultados estão apresentados como intensidade média de fluorescência (IMF) de monócitos CD14
+
TLR

+
 em 



33 
 

formato de gráficos de barras que destacam a mediana e o intervalo interquartil. As diferenças estatisticamente 

significativas (p<0,05) entre os grupos CS, LC T0 e LC T90 estão representadas pelas linhas conectoras. Já as 

diferenças estatisticamente significativas entre a cultura de produção basal (PB) e a cultura estimulada (Leish
+
) 

do grupo CS estão representadas pela letra a. 

 

 

5.2.2 Avaliação da expressão de receptores Fcγ: CD16, CD32 e CD64 

 

A avaliação da expressão de receptores de baixa, média e alta afinidade para IgG, 

CD16, CD32 e CD64 respectivamente, em monócitos do sangue periférico está representada 

na Figura 7. 

Os dados demonstraram maior expressão de CD16 nos grupos LC T0 (p = 0,0025) e 

LC T90 (p = 0,0047) quando comparados ao grupo CS em culturas PB. Foi observada maior 

expressão de CD16 (p = 0,0006) em culturas Leish
+ 

quando comparada à cultura PB, no grupo 

CS. Além disso, foi observada menor expressão de CD32 no grupo LC T0 em relação ao 

grupo CS, tanto em culturas PB (p = 0,0266) quanto em culturas Leish
+ 

(p = 0,0343). Foi 

observada ainda, maior expressão de CD64 no grupo LC T90 (p = 0,0220) quando comparado 

ao grupo CS, em culturas Leish
+
. 
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Figura 7. Avaliação do perfil de expressão de receptores Fcγ CD16 (Figura 7A), CD32 (Figura 7B) e CD64 

(Figura 7C) em monócitos do sangue periférico de indivíduos dos grupos: controle (CS, n = 10), pacientes com 

lesões cutâneas causadas por L. braziliensis avaliados antes do tratamento (LC T0, n = 10) e 90 dias após o 

tratamento (LC T90, n = 10), em culturas de produção basal (PB) e em culturas na presença de formas 

promastigotas vivas de L. braziliensis (Leish
+
). Os resultados estão apresentados como intensidade média de 

fluorescência (IMF) de monócitos CD14
+
FcγR

+
 em formato de gráficos de barras que destacam a mediana e o 

intervalo interquartil. As diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos CS, LC T0 e LC T90 

estão representadas pelas linhas conectoras. Já as diferenças estatisticamente significativas entre a cultura de 

produção basal (PB) e a cultura estimulada (Leish
+
) do grupo CS estão representadas pela letra a. 
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5.2.3 Avaliação da expressão dos receptores de IFN-γ e IL-10 

 

A avaliação da expressão de receptores das citocinas IFN-γ e IL-10 em monócitos do 

sangue periférico está representada na Figura 8. 

Foi observada menor expressão de IFN-γR no grupo LC T0 quando comparado aos 

grupos CS (p = 0,0256) e LC T90 (p = 0,0106), em culturas PB. Em culturas Leish
+ 

foi 

observada maior expressão de IFN-γR no grupo LC T90 (p = 0,0327) quando comparado ao 

grupo CS. Foi observado maior percentual de monócitos IL-10R
+
 no grupo LC T0 quando 

comparado aos grupos CS e LC T90 tanto em culturas PB (p = 0,0256; p = 0,0142) quanto em 

culturas Leish
+
 (p = 0,0360; p = 0,0078). Os dados demonstraram ainda, maior percentual de 

monócitos IL-10R
+
 em culturas Leish

+ 
quando comparadas as culturas PB, nos grupos CS (p 

= 0,0411) e LC T90 (p = 0,0403). 
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Figura 8. Avaliação do perfil de expressão de receptores de IFN-γ (Figura 8A), e IL-10 (Figura 8B) em 

monócitos do sangue periférico de indivíduos dos grupos: controle (CS, n = 10), pacientes com lesões cutâneas 

causadas por L. braziliensis avaliados antes do tratamento (LC T0, n = 10) e 90 dias após o tratamento (LC T90, 

n = 10), em culturas de produção basal (PB) e em culturas na presença de formas promastigotas vivas de L. 

braziliensis (Leish
+
). Os resultados estão apresentados como intensidade média de fluorescência (IMF) de 

monócitos CD14
+
 IFN-γR

+
 e como percentual de monócitos CD14

+
IL-10R

+
 em formato de gráficos de barras 

que destacam a mediana e o intervalo interquartil. As diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre os 

grupos CS, LC T0 e LC T90 estão representadas pelas linhas conectoras. Já as diferenças estatisticamente 

significativas entre a cultura de produção basal (PB) e a cultura estimulada (Leish
+
) dos grupos CS e LC T90 

estão representadas pelas letras a e c respectivamente. 
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5.2.4 Avaliação da expressão da molécula de ativação HLA-DR e dos co-estimuladores CD80 

e CD86 

 

A Figura 9 representa a análise do perfil de expressão da molécula de ativação HLA-

DR e das moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 em monócitos do sangue periférico. 

Os dados demonstraram menor expressão de HLA-DR nos grupos LC T0 (p < 0,0001) 

e LC T90 (p < 0,0001) quando comparados ao grupo CS, e menor expressão de HLA-DR no 

grupo LC T0 em relação ao grupo LC T90, tanto em culturas PB (p = 0,0142) quanto em 

culturas Leish
+ 

(p = 0,0188). Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas 

entre os grupos estudados quanto ao percentual de monócitos CD14
+
CD80

+
. Foi observada 

menor expressão de CD86 nos grupos LC T0 (p = 0,0013) e LC T90 (p = 0,0133) quando 

comparados ao grupo CS, e menor expressão de CD86 no grupo LC T0 (p = 0,0063) em 

relação ao grupo LC T90 em culturas PB. Em culturas Leish
+ 

foi observada menor expressão 

de CD86 no grupo LC T0 quando comparado aos grupos CS (p = 0,0017) e LC T90 (p = 

0,0056).  
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Figura 9. Avaliação do perfil de expressão da molécula de ativação HLA-DR (Figura 9A), e das moléculas de 

co-estimulação CD80 (Figura 9B) e CD86 (Figura 9C) em monócitos do sangue periférico de indivíduos dos 

grupos: controle (CS, n = 10), pacientes com lesões cutâneas causadas por L. braziliensis avaliados antes do 

tratamento (LC T0, n = 10) e 90 dias após o tratamento (LC T90, n = 10), em culturas de produção basal (PB) e 

em culturas na presença de formas promastigotas vivas de L. braziliensis (Leish
+
). Os resultados estão 

apresentados como intensidade média de fluorescência (IMF) de monócitos CD14
+
HLA-DR

+
 e CD14

+
CD86

+
 e 

como percentual de monócitos CD14
+
CD80

+
 em formato de gráficos de barras que destacam a mediana e o 

intervalo interquartil. As diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos CS, LC T0 e LC T90 

estão representadas pelas linhas conectoras.  
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5.3 Caracterização do perfil de produção de óxido nítrico intracelular por monócitos do 

sangue periférico. 

 

A análise dos níveis de NO intracelular em monócitos do sangue periférico está 

representada na Figura 10.  

Foi observada menor produção de NO intracelular por monócitos do grupo LC T0 em 

relação aos grupos CS (p = 0,0003) e LC T90 (p < 0,0001), em culturas Leish
+
. Os dados 

também demonstraram maior produção de NO em culturas estimuladas quando comparadas 

as culturas PB, nos grupos CS (p = 0,0002) e LC T90 (p < 0,0001). 
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Figura 10. Avaliação dos níveis de NO intracelular em monócitos do sangue periférico de indivíduos dos 

grupos: controle (CS, n = 10), pacientes com lesões cutâneas causadas por L. braziliensis avaliados antes do 

tratamento (LC T0, n = 10) e 90 dias após o tratamento (LC T90, n = 10), em culturas de produção basal (PB) e 

em culturas estimuladas com formas promastigotas vivas de L. braziliensis (Leish
+
). Os resultados estão 

apresentados como percentual de monócitos CD14
+
DAF-2T

+ 
em formato de gráficos de barras que destacam a 

mediana e o intervalo interquartil. As diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos CS, LC 

T0 e LC T90 estão representadas pelas linhas conectoras. Já as diferenças estatisticamente significativas entre a 

cultura de produção basal (PB) e a cultura estimulada (Leish
+
) dos grupos CS e LC T90 estão representadas 

pelas letras “a” e “c” respectivamente. 
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5.4 Caracterização do perfil de produção de citocinas intracelulares por monócitos do 

sangue periférico. 

 

5.4.1 Avaliação da produção de citocinas pró-inflamatórias 

 

A Figura 11 representa a análise do perfil de produção das citocinas pró-inflamatórias 

TNF-α e IL-12 por monócitos do sangue periférico.  

Nas culturas de avaliação da produção basal (PB) das citocinas, observou-se redução 

no percentual de monócitos TNF-α
+
 nos grupos LC T0 (p = 0,0002) e LC T90 (p = 0,0435) 

quando comparados ao grupo CS e menor percentual de monócitos TNF-α
+
 no grupo LC T0 

(p = 0,0188) quando comparado ao grupo LC T90. Na presença das formas promastigotas 

vivas de L. braziliensis foi observado menor percentual de monócitos TNF-α
+
 no grupo LC 

T0 quando comparado aos grupos CS (p < 0,0001) e LC T90 (p < 0,0001). Os dados 

demonstraram ainda maior percentual de monócitos TNF-α
+
 em culturas na presença de 

formas promastigotas vivas de L. braziliensis quando comparadas as culturas de produção 

basal, no grupo LC T90 (p = 0,0005). Em relação à produção de IL-12, foi observado menor 

percentual de monócitos IL-12
+
 no grupo LC T0 quando comparado aos grupos CS (p = 

0,0056) e LC T90 (p = 0,0028), em culturas de produção basal. Já em culturas com 

promastigotas de L. braziliensis foi observado maior percentual de monócitos IL-12
+
 no grupo 

LC T90 (p = 0,0274) em relação ao grupo CS. Foi observado ainda, maior percentual de 

monócitos IL-12
+
 em culturas estimuladas quando comparadas as culturas PB, nos grupos CS 

(p = 0,0053), LC T0 (p = 0,0003) e LC T90 (p = 0,0002). 
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Figura 11. Avaliação do perfil de citocinas pró-inflamatórias TNF-α (Figura 11A) e IL-12 (Figura 11B) em 

monócitos do sangue periférico de indivíduos dos grupos: controle (CS, n = 10), pacientes com lesões cutâneas 

causadas por L. braziliensis avaliados antes do tratamento (LC T0, n = 10) e 90 dias após o tratamento (LC T90, 

n = 10), em culturas de produção basal (PB) e em culturas na presença de formas promastigotas vivas de L. 

braziliensis (Leish
+
). Os resultados estão apresentados como percentual de monócitos CD14

+
CITOCINAS

+
 em 

formato de gráficos de barras que destacam a mediana e o intervalo interquartil. As diferenças estatisticamente 

significativas (p<0,05) entre os grupos CS, LC T0 e LC T90 estão representadas pelas linhas conectoras. Já as 

diferenças estatisticamente significativas entre a cultura de produção basal (PB) e a cultura estimulada (Leish
+
) 

dos grupos CS, LC T0 e LC T90 estão representadas pelas letras “a”, “b” e “c” respectivamente. 

 

 

5.4.2 Avaliação da produção de citocinas moduladoras 

 

 

A Figura 12 abaixo representa a análise do perfil de produção das citocinas 

moduladoras IL-10 e TGF-β por monócitos do sangue periférico.  

Os dados demonstraram menor percentual de monócitos IL-10
+
 nos grupos LC T0 (p = 

0,0054) e LC T90 (p = 0,0178) quando comparados ao grupo CS, em culturas de produção 

basal. Já nas culturas na presença de formas promastigotas vivas de L. braziliensis, foi 

observado maior percentual de monócitos IL-10
+
 e TGF-β

+
 no grupo LC T0 quando 

comparado aos grupos CS (p = 0,0030; p = 0,0010) e LC T90 (p = 0,0078; p = 0,0056). Foi 

observado ainda, maior percentual de monócitos IL-10
+
 em culturas estimuladas quando 

comparadas as culturas PB, nos grupos LC T0 (p = 0,0010) e LC T90 (p = 0,0188), e maior 

percentual de monócitos TGF-β
+
 em culturas estimuladas quando comparadas as culturas PB, 

no grupo LC T0 (p = 0,0028). 
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Figura 12. Avaliação do perfil de citocinas moduladoras IL-10 (Figura 12A) e TGF-β (Figura 12B) em 

monócitos do sangue periférico de indivíduos dos grupos: controle (CS, n = 10), pacientes com lesões cutâneas 

causadas por L. braziliensis avaliados antes do tratamento (LC T0, n = 10) e 90 dias após o tratamento (LC T90, 

n = 10), em culturas de produção basal (PB) e em culturas na presença de formas promastigotas vivas de L. 

braziliensis (Leish
+
). Os resultados estão apresentados como percentual de monócitos CD14

+
CITOCINAS

+
 em 

formato de gráficos de barras que destacam a mediana e o intervalo interquartil. As diferenças estatisticamente 

significativas (p<0,05) entre os grupos CS, LC T0 e LC T90 estão representadas pelas linhas conectoras. Já as 

diferenças estatisticamente significativas entre a cultura de produção basal (PB) e a cultura estimulada (Leish
+
) 

dos grupos LC T0 e LC T90 estão representadas pelas letras “b” e “c” respectivamente. 

 

 

5.5 Avaliação dos aspectos funcionais – abordagem longitudinal 

 

Após análise dos dados comparativos entre os grupos CS, LC T0 e LC T90 foi de 

nosso interesse avaliar o perfil funcional de monócitos em condições basais (PB) e em 

culturas na presença de formas promastigotas vivas de L. braziliensis, considerando cada 

paciente incluído no estudo antes do tratamento e que foram acompanhados até total 

reepitalização das lesões. Essa abordagem visa conhecer o comportamento funcional de 

monócitos dos pacientes individualmente e observar se foi mantido para todos eles o perfil 

descrito para o grupo nas análises feitas nos itens 5.3 e 5.4 

 Assim, a Figura 13 abaixo representa o perfil de produção de citocinas pró-

inflamatórias e moduladoras e de óxido nítrico por monócitos do sangue periférico de 

pacientes com LCL antes e 90 dias após tratamento com Glucantime®. 

Nossos dados demonstraram claramente perfil imune modulado com maior produção 

de IL-10 e TGF- associada à menor produção de TNF- e NO por monócitos de pacientes 

com LCL após cultura com formas promastigotas de L. braziliensis (Figura 13B). Esse perfil 

foi padrão para todos os pacientes avaliados. Por outro lado, ao reavaliarmos os pacientes 90 
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dias após o término do tratamento, observamos perfil imune pró-inflamatório com maior 

produção de TNF- e NO e menor produção de IL-10 e TGF- por monócitos de pacientes 

com LCL após cultura com formas promastigotas de L. braziliensis (Figura 13D).  
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Figura 13. Avaliação do perfil de citocinas pró-inflamatórias TNF-/IL-12 e moduladoras IL-10/TGF-β e de 

NO em monócitos do sangue periférico de pacientes com lesões cutâneas causadas por L. braziliensis avaliados 

antes do tratamento (LC T0, n = 10) e 90 dias após o tratamento (LC T90, n = 10), em culturas de produção basal 

(PB) e em culturas na presença de formas promastigotas vivas de L. braziliensis (Leish+). Os resultados estão 

apresentados como percentual de monócitos CITOCINAS
+
 ou NO

+
 em formato de gráficos de linhas de cada 

paciente avaliado antes e após tratamento com Glucantime®.  Os retângulos em cinza destacam os achados de 

maior relevância para compreensão do perfil imunológico na LCL. 

 

 

 

5.6 Correlação entre os aspectos fenotípicos e os aspectos funcionais de monócitos do 

sangue periférico na presença de formas promastigotas de L. braziliensis, avaliados antes 

e após tratamento. 

 

A análise das correlações entre biomarcadores fenotípicos e funcionais de monócitos 

do sangue periférico na presença de formas promastigotas de L. braziliensis está representada 

na Figura 14.  
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No grupo CS (Figura 14A), foram observadas correlações positivas entre a expressão 

de CD16 e CD32, HLA-DR e TNF-α, IL-10R e CD80. Já no grupo LC T0 (Figura 14B), 

foram observadas correlações positivas entre a expressão de TLR2 e IL-12, CD64 e IFN-γR, 

CD32 e IL-10, TNF-α e IL-10, e correlação negativa entre a expressão de CD80 e o 

percentual de monócitos Leish
+
. No grupo LC T90 (Figura 14C) foi observada correlação 

positiva entre a expressão de TLR2 e TNF-α e correlação negativa entre CD16 e NO, CD32 e 

NO, percentual de monócitos Leish
+
 e NO, IL-12 e TGF-β. 
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Figura 14. Redes de correlações entre biomarcadores fenotípicos e funcionais de monócitos do sangue periférico 

de indivíduos dos grupos: controle (A, n = 10), pacientes com lesões cutâneas causadas por L. braziliensis 

avaliados antes do tratamento (B, n = 10) e 90 dias após o tratamento (C, n = 10). As linhas contínuas 

representam as correlações significativas positivas fortes (r > 0,68) e as linhas tracejadas representam as 

correlações significativas negativas entre os biomarcadores avaliados.  

 

 

5.7 Correlação entre os aspectos fenotípicos e os aspectos funcionais de monócitos e 

tempo de evolução e tamanho das lesões de pacientes portadores de leishmaniose 

cutânea localizada.  

 

A Figura 15 representa as análises de correlação entre biomarcadores fenotípicos e 

funcionais e tempo de lesão e tamanho da lesão (área total da lesão). Foram apresentados 

apenas os gráficos onde observamos correlações estatisticamente significativas nas culturas 
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realizadas na presença de formas promastigotas vivas de L. braziliensis. Os dados 

demonstraram correlação negativa entre o percentual de monócitos IL-10
+
 e o tempo de 

evolução das lesões (r = -0,67; p = 0,04) e correlação positiva entre a expressão do receptor 

CD16 por monócitos e o tamanho das lesões (r = 0,68; p = 0,04) em pacientes com 

leishmaniose cutânea, antes do tratamento (LC T0). 
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Figura 15. Correlação entre IL-10 versus Tempo de Lesão e CD16 versus Tamanho de Lesão em pacientes com 

leishmaniose cutânea, antes do tratamento nas culturas realizadas na presença de formas promastigotas vivas de 

L. braziliensis. Os valores de “r” estão representados nos gráficos. Os resultados foram considerados 

estatisticamente significativos quando p < 0,05. 



 

  

6. DISCUSSÃO
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6.DISCUSSÃO 

 

Diferentes autores têm demonstrado a importância do estado imunológico de pacientes 

com leishmaniose tegumentar na evolução da doença, e atribuem ao sistema imunológico 

importante função no controle da reativação da doença após o desaparecimento das lesões 

primárias (Walton et al., 1973).  

Na leishmaniose, a resposta imune protetora é predominantemente mediada por 

células. Estudos de Kobayashi & DeLeo, (2009) mostraram que os eventos iniciais da 

infecção por Leishmania spp. são de extrema importância no desenvolvimento de resposta 

imune celular protetora ou favorável à infecção. Neste sentido, o estudo das células da 

imunidade inata como neutrófilos, monócitos/ macrófagos e células dendríticas são de grande 

relevância para o entendimento da formação do ambiente inflamatório que promove o 

direcionamento da infecção.  

Os monócitos/macrófagos são considerados as principais células hospedeiras, 

permitindo a sobrevivência e multiplicação de amastigotas de Leishmania spp., na ausência 

dos mecanismos leishmanicidas (Awasthi et al., 2004). 

No sítio da infecção, a interação Leishmania-macrófago é crucial para o 

direcionamento da doença. Inicialmente, os receptores de reconhecimento padrão (PRRs) 

presentes na superfície de células hospedeiras reconhecem padrões moleculares associados a 

patógenos (PAMPs) da Leishmania. Dentre os PRRs, destacam-se os receptores Toll (TLRs), 

importantes na vigilância e remoção dos parasitos no sítio da infecção (Launois et al., 1995, 

Sacks & Noben-trauth, 2002). Os TLRs estão envolvidos em uma variedade de fenômenos 

celulares, dentre eles pode-se destacar: fagocitose, maturação, atividade microbicida do 

fagossoma via indução da expressão de iNOS, bem como produção de citocinas moduladoras 

e pró-inflamatórias (Singh, Srivastava & Singh 2012). Após o reconhecimento de antígenos 

específicos do parasito, os TLRs ativam os fatores de transcrição NF-κB, ativador de 

proteína-1 (AP-1) e fator regulador de interferon (IRFs), que promovem a síntese de várias 

citocinas pró-inflamatórias (Beutler et al., 2006; O’Neill & Bowie, 2007; Tuon et al., 2008; 

Singh et al., 2012; Faria et al., 2012).  

O lipofosfoglicano (LPG) é a molécula de superfície majoritária em formas 

promastigotas e participa do reconhecimento da Leishmania spp. pelos macrófagos. Segundo 

Tuon et al. (2012), o LPG é reconhecido como PAMP pelo receptor TLR-2 de macrófagos e, 

essa ativação, desencadeia uma resposta do tipo 1, o que contribui para eliminação da 

infecção. Na verdade, a resposta imune de macrófagos é diferenciada considerando os 
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distintos LPGs das diferentes espécies de Leishmania (Ibraim et al., 2013). Ibraim et al. 

(2013) descreveram maior produção de mediadores pró-inflamatórios, como IL-1, IL-6, 

TNF- e NO por macrófagos estimulados com LPG de L. braziliensis, via TLR-4 mas, 

especialmente, via TLR-2. No entanto, Tuon et al. (2012), demonstraram maior expressão de 

receptores TLR-2 e TLR-4 em lesões de pacientes portadores de LCL infectados com L. 

braziliensis, mas sem correlação com produção de citocinas. Kavoosi, Ardestani & Kariminia 

(2009) demonstraram que o reconhecimento do LPG de L. major, via TLR-2, pode levar à 

ativação de NF-κB e produção de TNF-α, IL-12, IFN-γ e IL-10, bem como espécies reativas 

de oxigênio. Por outro lado, Guerra et al., (2010) mostraram em camundongos deficientes de 

TLR-2, redução da carga parasitária e do recrutamento de células inflamatórias durante os 

estágios iniciais da infecção por L. amazonensis. Também segundo Kavoosi et al. (2009) e 

Kavoosi et al. (2010), a sinalização via TLR-2 por LPG de L. donovani metacíclicos é menos 

imunogênico para células de mamíferos, provando a eficiência da transformação 

da Leishmania spp. que, por um mecanismo relativamente comum, sai do flebótomo e é 

reconhecida pelo macrófago do vertebrado, mas sem induzir resposta imune muito intensa, 

aumentando suas chances de infecção (Kavoosi et al., 2010). No entanto, Chandra & Naik 

(2008) demonstraram que a queda na expressão de TLR-2 está associada à redução da 

produção de IL-12 e aumento de IL-10 na infecção por L. donovani, favorecendo à progressão 

da doença. Esses achados sugerem não haver um consenso quanto ao papel de receptores Toll 

na resposta imune anti-Leishmania e que não apenas as diferenças de LPG das diferentes 

espécies do parasito, mas outros fatores como poliporfismos desses receptores, poderiam estar 

associados às diferentes respostas encontradas. Nesse sentido, alguns estudos têm 

demonstrado que Polimorfismos de Nucleotídeo Único (SNPs) em TLRs podem levar a maior 

susceptibilidade às doenças infecciosas (Lorenz et al., 2002; Agnese et al., 2002; 

Mockenhaupt et al., 2006). 

No presente estudo, foi demonstrado que monócitos do sangue periférico de pacientes 

portadores de LC, avaliados antes e após o tratamento, apresentaram menor interação 

monócito-Leishmania. Nossos dados corroboram os achados de Giudice et al., (2012), que 

observou menor capacidade fagocítica em pacientes com LC ativa. Em pacientes com LC 

ativa as funções efetivas das células fagocíticas, principalmente monócitos e macrófagos, 

encontram-se comprometidas devido ao parasitismo e a modulação exercida sobre essas 

células pela Leishmania. Além da redução da interação monócito-Leishmania em pacientes 

com LC avaliados antes e 90 dias após o tratamento, observamos baixa expressão de TLR-2 
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associada à forte correlação com a produção de IL-12 e TNF-, importantes citocinas 

envolvidas na ativação de resposta imune tipo 1 que favorece a ativação de mecanismos 

leishmanicidas de macrófagos. Além disso, foi possível observar maior expressão de TLR-4 

em monócitos de pacientes antes e 90 dias após tratamento, tanto na ausência quanto na 

presença de L. braziliensis. Possivelmente a baixa expressão de TLR-2 poderia ajudar a 

explicar a menor interação monócito-Leishmania observada no grupo dos pacientes com a 

doença ativa e também o perfil funcional dessas células observado nesse grupo de estudo e 

que será discutido abaixo. Parece não haver papel importante de TLR-4 na infecção por L 

braziliensis, mesmo tendo sido observada elevada expressão desse receptor em nosso estudo. 

Quanto à baixa interação monócito-Leishmania observada no grupo de pacientes avaliados 

após tratamento com Glucantime®, pode estar relacionada à menor susceptibilidade desses 

indivíduos que podem desenvolver resposta imune mais rápida e eficaz contra o parasito (Reis 

et al., 2009). Além disso, sabemos que para sobreviver, a Leishmania spp. necessita ser 

internalizada por monócitos, mas, a partir do momento que o indivíduo se torna 

imunocompetente, os parasitos fagocitados são destruídos rapidamente devido à ativação 

eficaz das células infectadas (Souza et al., 2012). Então, embora tenhamos observado que em 

90 dias após tratamento a capacidade fagocítica dos monócitos ainda permanece baixa, 

acreditamos que essas células sejam funcionalmente capazes de promover o “clearance” do 

parasito e controlar a infecção quando de um segundo contato. Como será discutido abaixo, 

nossos dados de avaliação funcional dessas células dão suporte a essa hipótese.  

Parasitos do gênero Leishmania se ligam a macrófagos não apenas via receptores Toll, 

mas principalmente por mecanismos de opsonização específica (Peters et al., 1995; Oliveira 

et al., 2011a). O mecanismo de opsonização específica envolve as proteínas do sistema do 

complemento e anticorpos IgG. Receptores Fcγ, receptores de complemento (CRs) e manose 

(MR) são igualmente importantes para a internalização de Leishmania spp. (Peters et al., 

1995; Oliveira et al., 2011a). A participação de receptores Fcγ nos processos de internalização 

e no desenvolvimento da resposta imune anti-Leishmania foi investigada em vários estudos 

(Kima et al., 2000; Kane & Mosser, 2001; Buxbaum & Scott, 2005;. Miles et al., 2005;. 

Woelbing et al., 2006; Oliveira et al., 2011a). Eles compõem uma interface entre a resposta 

imune celular e a humoral (Soares et al., 2006), os quais parecem decisivos e antagonizam-se 

na patogênese da leishmaniose humana (Santana, 2014). Estudos utilizando camundongos 

infectados com diferentes espécies de Leishmania têm associado os receptores Fcγ e 

anticorpos à exacerbação da LT, contribuindo para o aumento na produção de citocinas anti-

inflamatórias e moduladoras, tais como IL-4, IL-10 e TGF-β, resultando em cargas 
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parasitárias mais elevadas e, consequentemente, no desenvolvimento de lesões maiores e mais 

difíceis de curar (Kima et al., 2000; Peters et al., 1995, Kima et al., 2000; Kane & Mosser, 

2001; Buxbaum & Scott, 2005; Miles et al., 2005; Oliveira et al., 2011a).  

Em nosso estudo, foi observado que monócitos de pacientes portadores de LCL 

apresentaram maior expressão de CD16. Foi demonstrado também que a interação monócito-

formas promastigotas de L. braziliensis aumentou ainda mais a expressão desse receptor. 

Além disso, observamos correlação positiva entre expressão de CD16 por monócitos e 

tamanho das lesões cutâneas apresentadas por pacientes com doença ativa e correlação 

negativa entre a expressão de CD16 e produção de NO após a cura clínica. Vários estudos têm 

mostrado que as subclasses de IgG predominantemente detectadas na LCL são IgG1 e IgG3 

(Souza et al., 2005; Ozbilge et al., 2006) que se ligam preferencialmente ao CD16, sugerindo 

que este receptor desempenha papel crítico na doença crônica (Bolaji et al., 2008). Soares et 

al. (2006) demonstraram maior expressão de CD16 em monócitos de pacientes portadores de 

LCL e também sugeriram papel deletério para esse receptor na leishmaniose humana bem 

como seu uso como marcador de gravidade da doença. Considerando os achados do nosso 

estudo, sugerimos também que CD16 estaria associado à presença de resposta inflamatória, 

crítica durante a evolução da doença e gravidade das lesões. Nossos dados demonstraram 

ainda que embora exista menor expressão de CD32 no grupo LC T0, existe forte correlação 

entre a expressão desse receptor e a produção de IL-10 e correlação negativa entre CD32 e 

produção de NO após 90 dias do tratamento. Diante desses resultados, sugerimos a 

participação de CD32 como biomarcador envolvido na internalização de Leishmania e o 

estabelecimento da infecção. Já o receptor Fcγ de alta afinidade por IgG, CD64, é uma 

molécula particularmente importante em virtude do seu papel na mediação da ADCC e na 

liberação de vários mediadores pró-inflamatórios (Bovolenta et al., 1998; Oliveira et al., 

2011a). Neste sentido, a relação de CD64 com a produção citocinas pró-inflamatórias pode 

explicar o aumento na expressão desse receptor Fcγ por monócitos de pacientes curados 

avaliados 90 dias após o tratamento, uma vez que observamos maior produção de TNF-α, IL-

12 além de maior expressão do receptor de IFN-γ em monócitos após cura clínica.  

Segundo alguns autores (Da-Cruz et al. 1994; Castellano et al. 2009; Reis et al. 2009; 

Brelaz et al., 2012; Brelaz-de-Castro et al., 2012; Carvalho et al., 2012), células de pacientes 

curados após tratamento específico, principalmente linfócitos T CD4
+
 e CD8

+
 e células NK, 

produzem IFN- que ativam macrófagos. Embora em nosso estudo não tenhamos avaliado o 

perfil de produção de IFN-, por termos focado nos monócitos/macrófagos que são as células 

alvo do parasito, nossos dados de avaliação do perfil de expressão do receptor dessa citocina 
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corroboram com a literatura, uma vez que observamos maior expressão de IFN-γR em 

monócitos de pacientes curados, sugerindo ativação dessas células para o controle da 

infecção. Por outro lado, monócitos de pacientes doentes apresentaram maior expressão do 

receptor da citocina IL-10 (IL-10R) e, esse aumento, foi acompanhado por elevados níveis 

desta citocina intracelular. Além disso, L. braziliensis induziu a expressão de IL-10R, uma 

vez que foi observado maior percentual de monócitos IL-10R
+
 em culturas na presença das 

promastigotas quando comparadas às culturas na ausência destes parasitos. Tem sido 

demonstrado que há aumento da produção de IL-4 e IL-10 durante a fase inicial da infecção, 

sugerindo que essas citocinas estejam associadas à “down-regulation” da resposta do tipo 1, 

facilitando o estabelecimento da infecção, via inibição de mecanismos leishmanicidas de 

macrófagos.  

Os nossos resultados mostraram menor expressão de HLA-DR tanto no grupo LC T0 

quanto no grupo LC T90. No entanto, acreditamos não haver prejuízo na ativação de resposta 

imune adaptativa, essencial para o direcionamento da resposta anti-Leishmania durante a 

infecção ativa, que poderia ocorrer devida à baixa expressão de HLA-DR observada. A baixa 

expressão de HLA-DR é importante para o momento inicial de estabelecimento da infecção, 

mas, com a evolução da doença e cronicidade da mesma, mesmo em condições onde temos 

baixa expressão de HLA-DR, mecanismos alternativos (ativação via receptores Fc, por 

exemplo) poderiam estar associados ao desenvolvimento de resposta pró-inflamatória 

necessária ao controle do parasitismo e evolução das lesões. É possível observar também que 

na avaliação após o tratamento com Glucantime®, já há tendência a aumento na expressão de 

HLA-DR sugerindo que a normalização no perfil de expressão de HLA-DR seja um 

fenômeno tardio após a cura e que dão suporte à hipótese de que após tratamento e cura 

clínica, uma resposta favorável ao controle da infecção estaria presente em caso de um novo 

contato com o parasito. Talvez uma avaliação após 12 meses do tratamento poderia mostrar 

um perfil diferenciado, com níveis normais de expressão de HLA-DR.  

Estudos sugerem que a expressão de CD40, CD80 e CD86 tem um impacto 

significativo na resposta imune anti-Leishmania (Brodskyn et al., 2001). Tem sido descrito 

que CD80 recruta e se liga preferencialmente a CTLA-4, enquanto CD86 recruta CD28 

(Pentcheva-Hoang et al., 2004). Recentemente, foi demonstrado e sugerido em doenças 

humanas que, a expressão de CD80 é up-regulada, enquanto CD86 é down-regulada, o que 

levaria ao aumento da gravidade da inflamação (Nolan et al., 2009). Vieira et al., (2013) 

mostraram em pacientes portadores de LCL, diminuição na expressão das moléculas co-

estimuladoras CD80 e CD86 tanto em culturas não estimuladas quanto na presença de SLA 
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(antígeno solúvel de Leishmania). Nossos dados se assemelham aos achados de Vieira et al., 

(2013) no que diz respeito a expressão de CD86, uma vez que observamos queda na 

densidade de expressão de CD86 tanto em culturas não estimuladas quanto na presença de 

promastigotas de L. braziliensis. Entretanto, após o tratamento, há significativo aumento da 

expressão de CD86 em monócitos em relação ao período antes do tratamento, além de haver 

tendência a normalização no perfil de expressão deste marcador em relação ao grupo controle, 

que poderia estar associada ao controle da infecção.  

Dentre os aspectos funcionais dos monócitos/macrófagos infectados, destacam-se as 

ações leishmanicidas do NO, como a inibição da respiração mitocondrial, inativação de 

peroxidases aumentando a suceptibilidade ao dano oxidativo, a inibição da glicólise, mutação, 

inibição dos mecanismos de reparo e síntese de DNA e peroxidação dos lipídios de membrana 

(Giudice et al., 2007). No presente estudo, foi observada menor produção de NO em 

monócitos de pacientes portadores de LCL avaliados antes do tratamento, diferentemente, de 

Assis Souza et al. (2013) que observaram maior produção de NO em pacientes com LT ativa 

quando comparado aos mesmos curados e avaliados 12 meses após o término do tratamento. 

Nossos dados demonstraram maior produção de NO em culturas com promastigotas de L. 

braziliensis em relação às culturas de produção basal, em indivíduos saudáveis e pacientes 

avaliados 90 dias após tratamento. Carminatti (2007) observou maior produção de peróxido 

de oxigênio por monócitos de indivíduos portadores de LT quando comparado a indivíduos 

saudáveis. Em estudos feitos por quimioluminescência também foram encontrados níveis de 

radicais de oxigênio significativamente maiores em pacientes com leishmaniose cutânea do 

que os encontrados em controles normais (Kocyigit, 2002; Carminatti, 2007). Estudos com 

outras espécies de Leishmania demonstraram que promastigotas foram capazes de induzir a 

produção de ROS por fagócitos (Channon et al., 1984; Mallinson & Coombs, 1989; Phan et 

al., 2005; Novais et al., 2014). No entanto, é conhecido que a Leishmania spp. apresenta 

diversos mecanismos de escape que envolve a modulação do sistema imune, dentre eles pode-

se destacar a redução da produção de citocinas pró-inflamatórias que são essenciais para a 

indução da síntese de NO. Acreditamos que este fenômeno possa corroborar para o 

entendimento dos nossos dados, uma vez que associado à baixa produção de NO no grupo LC 

T0, também observamos menor produção de TNF- e IL-12 por monócitos desses pacientes. 

O TNF-α é uma citocina fundamental na defesa contra patógenos intracelulares e os 

macrófagos são a principal fonte de produção (Bazzoni & Beutler, 1996; Körner & Sedgwick, 

1996; Körner et al., 2010). Na LC, alguns autores já demonstraram que a ação conjunta de 

IFN-γ e TNF-α estimula a produção de NO via iNOS, o que leva a destruição da Leishmania 
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spp. (Green et al., 1990; Stenger et al., 1994; Qadoumi et al., 2002; Díaz et al., 2003; Horta et 

al., 2012). Giudice et al. (2012) mostraram que macrófagos infectados por L. braziliensis, de 

pacientes portadores de LC e LM, produziram mais TNF-α, que macrófagos de pacientes 

considerados assintomáticos ou subclínicos. No presente estudo, culturas de monócitos de 

pacientes com lesão cutânea ativa avaliados antes do tratamento apresentaram menor 

percentual de monócitos TNF-α
+
 quando comparado a pacientes avaliados após o tratamento e 

indivíduos saudáveis. Nossos dados corroboram com de Assis Souza et al. (2013) que 

demonstraram menor produção de TNF-α em pacientes com LT ativa quando comparado aos 

pacientes avaliados após 12 meses do término do tratamento. No presente estudo, foi 

demonstrado ainda que a presença de formas promastigotas de L. braziliensis induziu 

aumento no percentual de monócitos TNF-α
+ 

no grupo dos pacientes curados avaliados 90 

dias após tratamento. Após o tratamento específico, os pacientes tornam-se capazes de montar 

uma resposta imune mais eficaz, dessa forma, após estímulo com promastigotas L. 

braziliensis, estes apresentam maior frequência de produção de TNF-α, citocina essencial para 

o combate ao parasito. Esse resultado sugere que os processos decorrentes da interação 

Leishmania-monócito são indispensáveis para a produção dessa citocina. 

A IL-12 é uma citocina produzida por macrófagos, neutrófilos e células dendríticas 

(Watford et al., 2003), e que tem importância no direcionamento da resposta imune do tipo 1, 

uma vez que promove estimulação dos linfócitos T e a produção de IFN-, desencadeando o 

processo de ativação de macrófagos e eliminação do parasito. No presente estudo, foi 

observado, em culturas na ausência de promastigotas de L. braziliensis, menor percentual de 

monócitos IL-12
+ 

no grupo de pacientes com lesão ativa quando comparado aos mesmos 

pacientes após cura clínica e indivíduos saudáveis. Por outro lado, foi possível observar que a 

presença do parasito potencializa a produção de IL-12, pois houve maior percentual de 

monócitos IL-12
+ 

em culturas com promastigotas de L. braziliensis, em relação às culturas de 

produção basal, em todos os grupos de estudo. A produção dessa citocina demonstra sua 

participação no processo inflamatório necessário ao combate do parasito. 

 Os resultados obtidos para pacientes curados, após o tratamento específico, 

demonstraram capacidade em desencadear resposta eficaz e efetiva contra o parasito, o que 

pode ser explicado pelo contato anterior com o parasito e memória imunológica desenvolvida. 

Assim, a presença de TNF- e IL-12 em indivíduos curados, mostra que essas citocinas 

poderiam estar envolvidas na manutenção da cura clínica desses pacientes, evitando 

reativação.  
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Destaca-se ainda as citocinas moduladoras IL-10 e TGF-β. Macrófagos, células 

dendríticas, células T reguladoras, entre outras células, podem contribuir para produção de IL-

10 nas leishmanioses (Campanelli et al., 2006; Carvalho et al., 2012). É sabido que na LV, a 

IL-10 e TGF-β modulam a resposta Tipo 1, reduzem a proliferação linfocitária e a produção 

de IFN-γ (Carvalho et al., 1994a; Nylen & Sacks, 2007), porém, a função dessas citocinas na 

patogênese da LC ainda não está bem elucidada. Alguns autores mostraram que IL-10 

favorece o crescimento parasitário na fase inicial da doença, o que contribui para o 

estabelecimento e manutenção da infecção (Chatelain, Mauze & Coffman, 1999; Salhi et al., 

2008; Castellano et al., 2009; Carvalho et al., 2012). De Assis Souza et al., (2013), 

demonstraram maior produção de IL-10 em pacientes com LT ativa quando comparado aos 

mesmos pacientes curados, avaliados 12 meses após o término do tratamento. De-Campos et 

al. (2010), sugeriram que IL-10 poderia desativar células apresentadoras de antígenos 

infectadas, e que estas deixariam de responder ao estímulo de IFN-γ. Assim como IL-10, já 

foi demonstrado que a produção de TGF-β pode contribuir para o estabelecimento e 

proliferação da Leishmania no interior de células fagocíticas. Barral et al. (1995), mostraram 

aumento no crescimento dos parasitos em 50%, em culturas de macrófagos humanos 

infectados com L. braziliensis estimuladas com TGF-β,  quando comparado a cultura 

controle. Essa mesma análise foi realizada na presença de IFN- e TNF-α, e foi observada 

queda de 40% e 30%, respectivamente, no crescimento dos parasitos. Nessa perspectiva, no 

presente estudo, foi observado maior percentual de monócitos IL-10
+
 e TGF-β

+
 em culturas 

na presença de promastigotas de L. braziliensis quando comparadas as culturas na ausência do 

parasito, no grupo dos pacientes com lesão ativa avaliados antes do tratamento. Observamos 

ainda, correlação negativa entre o tempo de evolução das lesões cutâneas e o percentual de 

monócitos IL-10
+
 em pacientes com doença ativa. Esse resultado mostra que L. braziliensis 

estimula a produção de IL-10 e TGF-β sugerindo, dessa forma, que essas citocinas estão 

envolvidas nos processos que levam ao estabelecimento da doença (Belkaid et al., 2002).  

Embora tenha sido mostrado o papel de IL-10 no estabelecimento da infecção, 

também vem sendo discutido o papel de IL-10 na infecção crônica. Berg et al. (1995) 

demonstraram que IL-10 pode prevenir a resposta imune exacerbada, reduzindo o dano 

tecidual em um modelo de resposta inflamatória cutânea, mas não associado à LC. De fato, 

essa citocina aparenta desempenhar função semelhante na LC, pois já foi demonstrado por Ji 

et al. (2005) que células T reguladoras, produtoras de grande quantidade de IL-10, podem 

contribuir para redução do dano tecidual associado ao processo inflamatório nas lesões 

cutâneas. Além disso, a eliminação do parasito, na falta dessa citocina, tem sido associada à 
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perda de imunidade na reinfecção. Nossos achados corroboram com essa perspctiva, uma vez 

que observamos também, correlação positiva entre a produção de IL-10 e de TNF- no grupo 

LC T0. 

Em relação à resposta ao tratamento, já foi demonstrado que pacientes com alta 

expressão intralesional de IL-10 durante a fase inicial da infecção por L. guyanensis, não 

apresentaram resposta eficiente ao tratamento com isotionato de pentamidina (Bourreau et al., 

2001). Os autores sugerem que IL-10 pode prejudicar a resposta ao tratamento por inibir a 

síntese de citocinas do Tipo 1, como IL-12 e IFN-γ, e/ou a maturação de células dendríticas 

que são essenciais para a efetividade da resposta imune. Nossos dados não corroboram esses 

achados com infecção por L. guyanensis, uma vez que, como já discutido anteriormente, 

observamos perfil pró-inflamatório associado à cura clínica com redução na produção de IL-

10 e expressão do receptor de IL-10. Além disso, observamos correlação negativa entre a 

produção de IL-12 e de TGF-, o que reforça a ideia do envolvimento de IL-12 com perfil 

imunológico associado ao controle da doença. 

Embora diversos estudos tenham se concentrado na elucidação do perfil de resposta 

ideal ao combate da infecção por L. braziliensis, o mesmo ainda permanece controverso. 

Deve-se considerar primeiramente, a diversidade de respostas que podem ser desencadeadas 

por indivíduos diferentes. Visando verificar a existência de um padrão de resposta imune 

diferenciado no grupo de pacientes incluídos em nosso estudo, foi realizada análise 

complementar dos aspectos funcionais de monócitos de cada paciente avaliado antes e após o 

tratamento, na ausência e presença de L. braziliensis, individualmente.  

Nossos dados demonstraram claramente que pacientes com LCL antes do tratamento, 

apresentam padrão de perfil imune modulado com aumento do percentual de monócitos IL-

10
+
 e TGF-

+
 associado à queda do percentual de monócitos TNF-

+
, IL-12

+
 e NO

+
, 

principalmente quando consideramos resultados após cultura com formas promastigotas vivas 

de L. braziliensis. Conforme já foi descrito anteriormente, a presença de citocinas 

moduladoras na fase inicial pode favorecer o estabelecimento da infecção, mas, ao mesmo 

tempo, evita lesões teciduais extensas que podem ocorrer com a evolução da doença ativa. 

Embora não tenha sido possível avaliar os pacientes por grupos considerando tempo de 

evolução das lesões, nossos resultados sugerem o papel da IL-10 na fase inicial de 

estabelecimento da infecção e também no controle da resposta pró-inflamatória que aparece 

com a evolução da doença.   
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Por outro lado, 90 dias após o término do tratamento, foi observado perfil imune pró-

inflamatório com aumento na produção de TNF-, IL-12 e NO e redução na produção de IL-

10 e TGF- por monócitos após cultura com formas promastigotas vivas de L. braziliensis. 

Assim, após o tratamento, e cura clínica observada pela completa reepitalização das lesões, os 

pacientes apresentam capacidade de desencadear resposta imune pró-inflamatória quando de 

um segundo contato com o parasito, resposta essa que pode ser essencial para evitar 

reinfecção. Além disso, os resultados indicam boa resposta ao tratamento importante para 

evitar reativação das lesões cutâneas.  

 

 

Resumidamente, em monócitos de pacientes doentes foi observado perfil pouco 

ativado (menor expressão de TLR-2, CD32, HLA-DR e CD86 e maior expressão de CD16 e 

IL-10R), associado à elevada produção das citocinas moduladoras IL-10 e TGF-β e reduzida 

produção de NO e citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-12. É sabido que a Leishmania spp. 

é capaz de modular os monócitos reduzindo a expressão de marcadores de ativação, que 

levaria a produção de citocinas pró-inflamatórias e NO, responsáveis pela eliminação do 

parasito. Essa modulação favorece o estabelecimento e a proliferação da Leishmania spp. no 

interior das células hospedeiras. Dessa forma, pode-se dizer que foi observado perfil de 

resposta imune modulada, favorável ao estabelecimento da infecção. Contudo, esse perfil 

parece estar associado também a um contrabalanço da resposta pró-inflamatória, uma vez que 

análises de correlação mostraram correlação positiva entre a produção de IL-10 e de TNF-, 

entre a expressão do receptor Fcγ CD64 e IFN-γr e entre a expressão de TLR2 e a produção 

de IL-12 nesses pacientes antes do tratamento. 

É interessante observar no grupo LC T90 (tempo preconizado pelo MS para avaliação 

de cura clínica, no qual os pacientes que respondem bem ao tratamento apresentam total 

reepitalização das lesões) que, as principais diferenças em relação aos pacientes com doença 

ativa representam a menor capacidade fagocítica identificada pela menor interação monócito-

Leishmania associada à expressão reduzida de IL-10R, e aumento da expressão de TLR-4, 

CD64, HLA-DR, CD86. Além disso, foi demonstrado aumento na expressão do receptor de 

IFN-γ, citocina essencial para a ativação de monócitos/macrófagos e consequente produção de 

TNF-α, IL-12 e NO, biomarcadores que apresentaram maior produção por monócitos 

avaliados. Observamos ainda, correlação negativa entre a expressão dos receptores Fcγ CD16 

e CD32 e produção de NO e entre a produção de IL-12 e de TGF- por monócitos após o 
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tratamento. Esse perfil fenotípico reflete uma provável capacidade dos monócitos/macrófagos 

de controlar a infecção no caso de um novo contato com o parasito, protegendo clinicamente 

contra novas reinfecções.  
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Figura 16. Resumo das principais alterações fenotípicas-funcionais, entre os grupos LC T0 e LC T90 de 

monócitos do sangue periférico na presença de formas promastigotas L. braziliensis.  
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7. CONCLUSÃO 

 

O presente estudo permitiu a identificação de biomarcadores na leishmaniose cutânea 

localizada associados à resposta inflamatória modulada. Foi possível observar maior produção 

de citocinas moduladoras IL-10 e TGF- e menor produção de NO associados à expressão 

aumentada dos receptores de IL-10 e FC CD16 que correlacionou com tamanho da lesão 

cutânea. Este perfil imunológico parece ser importante na doença ativa de modo a contribuir 

para o estabelecimento da infecção. No entanto, com a evolução das lesões (fase tardia da 

infecção) que é caracterizada por presença marcante de resposta pró-inflamatória, parece que 

esse perfil modulado teria papel relevante no contrabalanço dessa resposta pró-inflamatória, 

sendo fator determinante de gravidade da doença. 

Por outro lado, após cura clínica e total reepitalização das lesões cutâneas que se segue 

ao tratamento com Glucantime, fica evidente a resposta pró-inflamatória desencadeada pela 

L. braziliensis, onde observamos maior produção de NO, TNF-α, IL-12 e maior expressão de 

IFN-γR. Esse perfil pró-inflamatório, além de ser indicativo da boa resposta ao tratamento, 

seria importante para evitar a reativação das lesões cutâneas e estimular a capacidade dos 

monócitos/macrófagos em controlar a infecção no caso de um novo contato com o parasito na 

área endêmica.  
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Modelo do termo de consentimento livre e esclarecido. 

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAÇÃO NO 

PROJETO:  

 

Correlação entre persistência parasitária e perfil fenotípico-funcional de monócitos de 

pacientes portadores de leishmaniose cutânea localizada (LCL), tratados com o 

antimoniato de N-metil glucamina 

 

CONSENTIMENTO DO VOLUNTÁRIO OU RESPONSÁVEL 

 

Eu, ___________________________________________________, depois de participar do 

processo de seleção e ter sido considerado apto, estou sendo convidado a participar como 

voluntário em estudo prospectivo, tendo o direito de estar ciente dos procedimentos que serão 

realizados durante o estudo. 

 

RESPONSÁVEIS  MÉDICOS 

Vanessa Peruhype Magalhães Pascoal 

Ana Rabello 

 

Ana Rabello 

Andréia Coutinho de Faria 

Maria Camilo Ribeiro de Senna 

Laboratório de Pesquisas Clínicas 

Centro de Referência em leishmanioses 

Centro de Pesquisas René Rachou - FIOCRUZ 

 

INFORMAÇÕES GERAIS 

A leishmaniose tegumentar é uma doença causada por um parasito chamado Leishmania que 

infecta o ser humano pela picada de um inseto chamado flebótomo (mosquito palha). No 

Brasil, segundo o Ministério da Saúde, no período de 1985 a 2005, verificou-se uma média 

anual de 28.568 casos novos de leishmaniose tegumentar. Na região metropolitana de Belo 

Horizonte, de 2000 a 2005, foram notificados 942 casos da doença.  A doença aparece como 

feridas na pele e algumas vezes podem também aparecer feridas dentro da boca, do nariz e da 

garganta (nas mucosas). Os médicos e pesquisadores não sabem ainda quais são as alterações 

da defesa do organismo do paciente que facilitam o aparecimento destas feridas. O estudo de 
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células de defesa presentes no sangue periférico do paciente pode ajudar a entender melhor a 

doença e a descoberta de novos tratamentos ou de uma vacina.  

DESCRIÇÃO DA PESQUISA 

OBJETIVO  

Avaliar o perfil imunológico associado ao tratamento com N-metil Glucamina (Glucantime) 

por meio do conhecimento da correlação entre a carga parasitária de Leishmania spp. e o 

perfil fenotípico-funcional de monócitos do sangue periférico com características clínicas de 

pacientes portadores de LCL. 

 

DESCRIÇÃO DO ESTUDO 

Os pacientes que procurarem o Centro de Referência em Leishmanioses e que tiverem 

o diagnóstico de leishmaniose cutânea comprovado pelos exames adequados, serão 

convidados a participar da pesquisa. Se aceitarem, um pequeno fragmento de lesão, obtido por 

biópsia da ferida de pele será utilizado para avaliação da carga parasitária, no momento da 

primeira consulta antes do tratamento com Glucantime®. Já para a realização de ensaios de 

avaliação imunológica, serão realizadas coletas de sangue venoso (25 mL) em tubos contendo 

anticoagulante EDTA (5 mL) e heparina sódica (20 mL) no momento da primeira avaliação, 

30 e 90 dias após tratamento com Glucantime®.  

Todo o material coletado dos pacientes que aceitarem participar do estudo será 

coletado apenas para quantificação de DNA de Leishmania spp. e caracterização fenotípica-

funcional de monócitos do sangue periférico no momento da primeira consulta e após 30 e 90 

dias do tratamento específico, ou seja, não será utilizado em outras investigações. 

Em caso de reações adversas ao tratamento, os pacientes serão avaliados seguindo 

critérios de toxicidade pelo Glucantime® segundo as orientações do MS e se necessário, 

esquema terapêutico de segunda escolha para o tratamento da leishmaniose será indicado. 

Também em caso de falha terapêutica, esquema terapêutico de segunda escolha para o 

tratamento da leishmaniose será indicado. 

 

BENEFÍCIOS 

Sua participação neste trabalho não lhe trará benefício direto, além do que já lhe é assegurado 

pelo seu atendimento neste serviço. No entanto, o estudo trará maior conhecimento da doença 

em questão. 
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RISCOS POTENCIAIS 

Os procedimentos médicos a serem realizados têm risco mínimo. No entanto, em caso 

de efeito indesejável associado ao procedimento, caberá toda a responsabilidade ao médico 

responsável o acompanhamento do paciente até total cicatrização. A biópsia de pele será 

realizada no ambulatório do CRL/CPqRR/FIOCRUZ por médicos especialistas. É realizada a 

anestesia e com material cirúrgico adequado, retira-se um fragmento de aproximadamente 6 

mm de diâmetro. Não há necessidade de pontos cirúrgicos e a cicatrização se completa em 

torno de 10 dias.  A biópsia de pele será realizada de acordo com o protocolo do 

CRL/CPqRR/FIOCRUZ. As coletas de sangue serão realizados por profissional técnico 

qualificado para essa função, seguindo procedimento estabelecido no CRL/ 

CPqRR/FIOCRUZ. 

 

PERMISSÃO PARA REVISÃO DOS DADOS /CONFIDENCIALIDADE 

Todos os seus registros serão confidenciais, isto quer dizer que todo esforço será feito no 

sentido de resguardar a confidencialidade dos dados fornecidos por você, bem como dos 

resultados de seus exames. Todavia, você fica informado pelo presente documento, que o 

acesso a essas informações pode ser permitido a um número limitado de integrantes da equipe 

médica responsável. 

 

ENTENDIMENTO POR PARTE DOS PARTICIPANTES 

Eu pude fazer perguntas relacionadas com todos os exames e objetivos da pesquisa e os 

pesquisadores estavam aptos a respondê-las. Autorizo, por este documento, a minha inclusão 

neste projeto. 

Fui informado e entendi que posso retirar meu consentimento e interromper minha 

participação neste projeto a qualquer momento, e que a suspensão de meu consentimento não 

impedirá que eu continue a receber a assistência médica necessária. Posso discutir as questões 

relacionadas aos meus direitos e os problemas relacionados com minha participação neste 

projeto, durante ou depois de sua realização, com os responsáveis pelo projeto, pelo telefone 

(031) 3349 7829 ou no CPqRR, situado à Av. Augusto de Lima, nº 1715, Barro Preto, Belo 

Horizonte. 
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CONSENTIMENTO 

Com base no exposto acima, dou meu consentimento para participar voluntariamente desta 

pesquisa. Tenho conhecimento que a minha cooperação com os compromissos marcados 

(consultas, exames) é essencial para o êxito do projeto, e autorizo os pesquisadores a me 

contatarem dentro de 15 dias, conforme as orientações que eu forneci, caso não justifique 

minha ausência a um compromisso marcado. 

___________________________                 ____________________________ 

        Nome do participante     Nome do pesquisador 

___________________________              ____________________________ 

     Assinatura do participante                     Assinatura do pesquisador  

 

 

_______________________________________________________ 

Assinatura do responsável legal (em caso de menores de 18 anos) 

 

Local:____________________________ 

Data: ____/____/____ 
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