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RESUMO 

 

 
         A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é causada por 

protozoários do gênero Leishmania, que acomete a pele e/ou mucosas. Os 

monócitos são precursores de macrófagos, células hospedeiras do parasito, e pouco 

se sabe sobre seu nível de ativação durante a LTA. O presente estudo teve como 

objetivo avaliar o perfil de resposta de citocinas produzidas por monócitos de 

pacientes com leishmaniose cutânea localizada (LCL) em hemoculturas, após 

ativação com agonistas de receptores similares a toll (TLRs) e de receptor NOD2. O 

sangue periférico de pacientes com LCL, com lesões ativas e sem tratamento, e de 

indivíduos controles, pareados por sexo e idade, foi diluído em meio de cultura e 

incubado com lipopolissacarídeo (LPS), agonista de TLR4; lipopeptídeo Pam3Cys 

(Pam), agonista de TLR2; muramildipeptídeo (MDP), agonista de NOD2 ou 

antígenos de Leishmania (V.) braziliensis (Ag). Após incubação, os sobrenadantes 

foram colhidos para dosagem de IL6 e TNF (6 h) e IL-10 (24 h), por ELISA. Nas 

hemoculturas dos pacientes e dos controles, houve produção de IL-6, TNF e IL-10, 

após incubação com todos os estímulos (p < 0,05, Meio vs estímulos, n = 29). Ao 

comparar pacientes e controles, não houve diferença quanto à produção de TNF e 

IL-10, mas a produção de IL-6 foi maior nas hemoculturas não estimuladas dos 

pacientes (p < 0,05, n = 29) e na presença do MDP (p < 0,05, n = 19). A combinação 

Pam/MDP aumentou a produção de IL-6, TNF e IL-10 nas hemoculturas dos 

pacientes e controles, em relação a cada estímulo sozinho (p < 0,05, n = 13 - 14); de 

maneira similar, Ag e MDP juntos aumentaram a concentração de IL-6, TNF e IL-10 

(IL-6 e IL-10, especialmente nas hemoculturas dos pacientes) (p < 0,05, n = 11 - 14). 

Não houve correlação significante entre o número, o tamanho e o tempo das lesões 

dos pacientes com LCL e as concentrações de IL-6, TNF e IL-10 nas hemoculturas 

dos mesmos. Quando comparados os pacientes clinicamente curados após um ciclo 

de medicamento e aqueles clinicamente curados após mais de um ciclo de 

medicamento em relação às concentrações de TNF e IL-10 não foram detectadas 

diferenças significantes entre os grupos, porém, em relação à produção de IL-6, foi 

observado que esta foi mais elevada nos pacientes curados com mais de um ciclo 

de medicamento, após o estímulo MDP (p < 0,05, n = 17 curados com 1 ciclo vs 8 
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curados com mais de 1 ciclo). Os dados sugerem que os monócitos de pacientes 

com LCL podem ser ativados via TLR2, TLR4 e NOD2, induzindo a produção de 

citocinas pró-inflamatórias (IL-6, TNF) e anti-inflamatória (IL-10) e a IL-6 pode estar 

associada ao dano tecidual e a demora na cura dos pacientes, possuindo um papel 

imunopatogênico na LCL humana. 
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ABSTRACT  

 

 

 

American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is caused by protozoa of the 

genus Leishmania. The parasite is hosted by macrophages in cutaneous or mucosal 

lesions. Monocytes are precursors of macrophages, but there is little information 

about monocyte activation during ATL. The present study aimed to evaluate cytokine 

profile of monocytes from patients with localized cutaneous leishmaniasis (LCL) in 

whole blood cultures stimulated with toll-like receptor (TLRs) and NOD2 receptor 

agonists. Peripheral blood from patients with active lesions and no treatment, and 

from healthy blood donors paired by sex and age, was diluted into culture medium 

and incubated with lipopolysaccharide (LPS), TLR4 agonist; lipopeptide Pam3Cys 

(Pam), TLR2 agonist; muramyldipeptide (MDP), NOD2 agonist or Leishmania (V.) 

braziliensis antigen (Ag). After incubation, supernatants were collected to measure 

IL-6 and TNF (6 h) and IL-10 (24 h) by ELISA. There was production of IL-6, TNF 

and IL-10 in cultures from patients and controls after stimulation with all agonists and 

Ag (p < 0.05, medium vs stimulus, n = 29). No differences were detected between 

concentrations of TNF and IL-10, but IL-6 was higher produced in non-stimulated 

cultures from patients than controls (p < 0.05, n = 29) or when the stimulus was MDP 

(p < 0.05, n = 19). The combination Pam/MDP increased the production of IL-6, 

TNF and IL-10 in cultures from patients and controls when compared with each 

stimulus isolated (p < 0.05, n = 13 - 14); similarly, Ag and MDP together induced 

higher concentrations of IL-6, TNF and IL-10 (IL-6 and IL-10, especially in cultures 

from patients) in comparison with each stimulus (p < 0.05, n = 11 - 14). There was no 

correlation between the number, size or time of lesions and levels of IL-6, TNF or 

IL-10. Patients with more than one cycle of treatment to obtain clinical cure showed 

higher levels of MDP-induced IL-6 than those cured with one cycle of treatment (p < 

0.05, n = 17 cured with one cycle vs 8 cured with more than one cycle). Data suggest 

that LCL patient monocytes can be activated via TLR2, TLR4 or NOD2 to produce 

pro-inflammatory (IL-6, TNF) and anti-inflammatory (IL-10) cytokines and IL-6 can 

be associated with tissue lesion and delay of lesion healing indicating an 

immunopathogenic role in LCL. 
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1 INTRODUÇÃO / REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

1.1 Leishmaniose Tegumentar Americana: aspectos gerais. 

 

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma infecção crônica, não 

contagiosa, causada por protozoários do gênero Leishmania. A maioria das 

infecções ocorre como zoonoses entre animais silvestres, sendo o homem um 

hospedeiro acidental no ciclo de transmissão. O parasito é transmitido pela picada 

de um inseto vetor da sub-família Phlebotominae, do gênero Lutzomyia  (Gontijo & 

Carvalho 2003; Almeida & Santos 2011). Durante o repasto sanguíneo, a fêmea do 

flebotomíneo infectada, introduz a forma do parasito, denominada promastigota 

metacíclica, no hospedeiro vertebrado (animais silvestres ou o ser humano), a qual é 

fagocitada por células do sistema fagocítico mononuclear, principalmente 

macrófagos, diferenciando-se nestes em formas amastigotas, que se multiplicam por 

divisão binária. Posteriormente, se um flebotomíneo não infectado alimentar-se do 

sangue ou linfa intersticial de um hospedeiro infectado (animais silvestres, como 

marsupiais e roedores), ele ingere formas amastigotas que irão se diferenciar em 

formas promastigotas procíclicas no intestino do inseto. As formas metacíclicas, 

posteriormente, alcançam a probóscide, podendo ser inoculadas em um hospedeiro 

vertebrado durante o próximo repasto sanguíneo, completando o ciclo heteroxênico 

(Rey 2001; Neves 2011).  A Figura 1 apresenta o ciclo de transmissão da LTA. 



 

 

2 

 

 

 

Figura 1. Esquema do ciclo de transmissão de parasitos do gênero Leishmania. Adaptado de Centers 
For Disease Control And Prevention, EUA. (http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html)   
 

No Brasil, as principais espécies de Leishmania causadoras de LTA são: L. 

(Viannia) braziliensis e L. (Viannia) guyanensis, associadas com lesões cutâneas 

localizadas, disseminadas ou mucosas (oral, nasal e faringeana), e L. (Leishmania) 

amazonensis, relacionada com o desenvolvimento de lesões cutâneas localizadas 

ou disseminadas/difusas da LTA. Dentre estas espécies, L. (V.) braziliensis é a mais 

prevalente e cerca de 1 a 10% dos pacientes infectados por esta espécie 

apresentam a forma clínica mucosa ou mucocutânea (Ashford 2000; Gontijo & 

Carvalho 2003; Guerra et al. 2011). 

Nos últimos 20 anos, tem-se observado um aumento do número de casos de 

todas as formas de Leishmaniose. Fatores como mudanças ambientais, migrações 

descontroladas, turismo ecológico, trabalho em áreas de risco, dificuldades de 

tratamento, hospedeiros imunocomprometidos, entre outros, propiciam contatos 

entre reservatório/homem e o vetor (Shaw 2007). 

A leishmaniose tegumentar é amplamente distribuída no mundo, sendo 

estimado que ocorram, anualmente, cerca de 0,7 a 1,3 milhão de novos casos 

(WHO, 2013). O Brasil está entre os 10 países que respondem por cerca de 70 a 
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75% dos casos de leishmaniose cutânea no mundo, tendo uma média anual de 

22.534 novos casos (Alvar et al. 2012; WHO 2013). Os maiores percentuais de 

casos no país ocorrem nas regiões Norte e Nordeste, seguidos das regiões Centro-

Oeste, Sudeste e Sul (SINAN/SVS/MS 2014). No estado de Goiás, o número de 

casos de LTA confirmados/notificados em 2010 foram 553, em 2011, 314, em 2012, 

310, em 2013, 355 e 2014, 535 (SINAN/SVS/MS 2014). Os municípios com maiores 

números de casos foram: Niquelândia, Minaçu, Goiânia, Mineiros, Baliza, 

Doverlândia, São Miguel do Araguaia, Rio Verde, São Domingos, Caiapônia, 

Uruaçu, Aparecida de Goiânia, Jataí e Porangatu. O sexo masculino responde por 

70,9% dos casos de LTA no estado (SVS/MS/GO 2011). 

 

1.2 As formas clínicas da Leishmaniose Tegumentar Americana  

 

O estabelecimento da infecção primária e o desenvolvimento da LTA, 

clinicamente, dependem de fatores do parasito (genótipo, determinantes de invasão 

ou evasão e patoantigenicidade); do hospedeiro (desnutrição, imunossupressão e 

genética) e do vetor (componentes da saliva). Além disto, a quantidade de parasitos 

inoculados e o estado de ativação dos macrófagos também influenciam no desfecho 

da infecção (Reithinger et al. 2007).   

A leishmaniose cutânea (LC) é caracterizada pela presença de lesões na 

pele, que se iniciam no local de inoculação das formas promastigotas infectantes. A 

lesão primária é geralmente única, embora várias picadas do flebotomíneo ou a 

disseminação local possam gerar um número elevado de lesões. A leishmaniose 

cutânea localizada (LCL) é a forma mais comum da doença com uma a vinte lesões. 

A LCL se manifesta, após um período de incubação (10 dias a três meses), como 

uma pápula eritematosa que progride para nódulo. São freqüentes as ulcerações 

com bordas elevadas, enduradas e o fundo com tecido de granulação grosseira. O 

quadro predomina nas áreas corpóreas descobertas e se instala em pacientes de 

áreas endêmicas ou que lá estiveram recentemente (Marzochi 1992; Furtado 1994; 

Brasil 2007). 

O acometimento das mucosas oral e nasal pode surgir com a lesão cutânea 

ainda em atividade (leishmaniose cutâneo-mucosa, LCM) ou anos após sua 

cicatrização. Cerca de 3 a 5% dos indivíduos portadores de lesões cutâneas irão 

desenvolver a forma mucosa. Sabe-se que a demora na cicatrização da lesão 
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primária e o tratamento inicial inadequado podem estar associados com a evolução 

da doença, inicialmente cutânea, para essa forma tardia. Na maioria dos casos, a 

leishmaniose mucosa (LM) manifesta-se na mucosa nasal, com importante 

comprometimento do septo nasal, seguindo-se, em ordem de freqüência, o 

envolvimento da mucosa oral (Marsden 1986; Pearson & Sousa 1996, Soong et al. 

2012). 

 Entre as formas menos comuns de LTA encontram-se a leishmaniose 

cutânea difusa (LCD), que apresenta lesões nodulares, ricas em parasitos, que não 

cicatrizam espontaneamente e são difíceis de tratar e a forma cutânea disseminada 

(LD), que é caracterizada por múltiplas lesões ulceradas (mais de dez) distribuídas 

por diversas áreas do corpo, em decorrência da disseminação dos parasitos por via 

hematogênica ou linfática (Convit & Kerdel-Vegas 1965; OMS 1990; Costa et al. 

1992; Turetz et al. 2002; Pereira et al. 2009; Goto & Lindoso 2010). 

 

1.3 Imunologia da Leishmaniose Tegumentar Americana 

 

A entrada da leishmânia no organismo desencadeia, primeiramente, a 

resposta imune inata do hospedeiro. Inicialmente, no local de inoculação das formas 

promastigotas desenvolve-se uma resposta inflamatória aguda inespecífica da qual 

participam o sistema complemento, os neutrófilos, eosinófilos, monócitos, 

macrófagos e células NK (Natural Killer), resultando na fagocitose do parasito pelos 

neutrófilos, monócitos, macrófagos e células dendríticas. A glicoproteína 63 (gp63) e 

os glicolipídios lipofosfoglicanos (LPG) são importantes para a interação dos 

parasitos com os macrófagos. As formas infectantes do parasito podem ativar 

diretamente o sistema complemento e também se ligar a anticorpos naturais e ativar 

a via clássica do sistema complemento e, consequentemente, a cascata lítica. Ao 

serem gerados fragmentos da cascata (C3b e C3bi), estes se depositam na 

membrana do parasito e ligam-se aos receptores dos macrófagos (CR1 e CR3), 

facilitando a fagocitose do parasito (Dominguez et al. 2003; Brasil 2006; Silveira et 

al. 2009).  

Os receptores similares à Toll (TLRs, toll-like receptors) são receptores de 

reconhecimento de padrões moleculares (PRRs), relevantes para a imunidade inata 

contra a leishmânia e outros parasitos. Além de TLRs, outros exemplos de PRRs 

incluem receptores com domínio de oligomerização de nucleotídeos (NOD) 
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intracelulares e receptores de varredura (scavenger receptors). A ativação de TLRs 

por PAMPs (padrões moleculares associados a patógenos) induz a produção de 

citocinas inflamatórias e respostas antimicrobianas por células imunes inatas 

(Birnbaum & Craft 2011). O TLR2 é ativado por LPG de Leishmania spp, um 

agonista de TLR2 que estimula a produção de interferon gama (IFN), fator de 

necrose tumoral alfa (TNF) e a translocação nuclear do fator de transcrição NFkB 

em células NK humanas (Becker et al. 2003; de Veer et al. 2003). A ativação de 

TLR2 por LPG e proteofosfoglicano, purificados de L. major, induz a produção de 

espécies reativas de oxigênio (ROS), IFNe interleucina 12 (IL-12) em culturas de 

células mononucleares do sangue periférico humano, sugerindo que o TLR2 parece 

ser importante para a geração de uma resposta imune celular eficaz (Kavoosi et al. 

2009). Em seres humanos, na LCL causada por L. (V.) braziliensis, o TLR2 é o mais 

comum TLR expresso, principalmente por macrófagos presentes nas lesões durante 

a doença ativa (Tuon et al. 2012). O TLR4 é ativado na infecção por L. major e é 

associado com o aumento da atividade da óxido nítrico sintase induzida (iNOS), a 

qual utiliza o aminoácido L-arginina para a produção de óxido nítrico (NO), que é 

uma das principais moléculas leishmanicidas. Contudo, não se conhece os ligantes 

de TLR4 na leishmânia (Kropf et al. 2004). Formas amastigotas de L. (V.) braziliensis 

ativam TLR4 em monócitos humanos pré-sensibilizados com IFNinduzindo TNFe 

IL-10 (Galdino Jr et al. 2016). Foi observada a expressão de TLR9 em macrófagos 

presentes em granulomas na derme de pacientes com LC, sugerindo que a 

expressão deste receptor pode ser importante para a formação do granuloma e para 

o controle do parasito (Tuon et al. 2010). Notou-se elevada expressão de TLR9 

quando as células mononucleares do sangue periférico de pacientes com LC, 

decorrente de infecção com L. (V.) braziliensis, foram submetidas a uma cultura com 

antígeno solúvel de Leishmania e quando comparado com os indivíduos não 

infectados na presença do estímulo. A expressão deste receptor correlacionou-se, 

positivamente, com o tamanho da lesão nos pacientes. Houve aumento, também, na 

expressão de CD16 e TNF nos monócitos infectados e diminuição na expressão de 

moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 (Gollob et al. 2014). 

Os neutrófilos são, rapidamente e massivamente, recrutados para o local de 

inoculação de Leishmania, onde fagocitam os parasitos (Charmoy et al. 2010), que 

podem sobreviver dentro destas células, evitando a geração das tóxicas espécies 
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reativas de oxigênio (ROS) (Laufs et al. 2002) e se dirigindo para compartimentos 

não líticos, como reportado na infecção por L. donovani (Gueirard et al. 2008). A 

fagocitose de neutrófilos apoptóticos por macrófagos e células dendríticas (DCs) 

após infecção com L. major pode limitar a ativação dos macrófagos e DCs, levando 

a uma melhor sobrevida do parasito (Van Zandbergen et al. 2004; Afonso et al. 

2008; Laskay et al. 2008). No entanto, promastigotas de L. (L.) amazonensis são 

mortos por redes extracelulares de neutrófilos (NETs) (Guimaraes-Costa et al. 2009). 

A função dos monócitos na leishmaniose será descrita mais abaixo. As DCs são 

células fagocíticas mononucleares capazes de fagocitar e transportar antígenos de 

Leishmania para os linfonodos onde ocorre o processamento e apresentação deles 

aos linfócitos T virgens, os quais geram células T efetoras importantes para o 

combate à infecção (Garg et al. 2007; Soong 2008).  

Nos pacientes com LTA, a ativação dos linfócitos T auxiliares (Th) gera uma 

mistura das respostas Th1 e Th2. Os pacientes com LCL apresentam resposta 

imune humoral, bem como, uma boa resposta imune celular contra Leishmania, esta 

última sendo avaliada por intradermorreação de Montenegro (IDRM), que é um teste 

cutâneo de hipersensibilidade tardia para antígenos de Leishmania. O perfil Th1 

(produção de IFN), geralmente, predomina em relação ao Th2 (produção de IL-4) 

(Cáceres-Dittmar et al. 1993; Convit et al. 1993; Pirmez et al. 1993; Vega Lopez 

2003; Silveira et al. 2009). Durante a doença ativa há uma mistura de respostas Th1 

e Th2, mas a cura clínica é associada a uma resposta Th1 sustentada, caracterizada 

por níveis elevados de IFN e diminuição da produção de IL-4 e de IL-10 (Castellano 

et al. 2009). As células mononucleares de pacientes que obtiveram cura espontânea 

respondem a antígeno de L. major, produzindo elevados níveis de IFN e TNF e 

baixos de IL-10 (Kemp et al. 1999). Os pacientes com LCL resistentes ao 

tratamento, apresentam uma elevada expressão de IL-10 nas suas lesões, 

sugerindo que essa citocina pode favorecer a infecção (Bourreau et al. 2001). Na 

LCL, a iNOS está presente nas lesões, sendo relacionada à expressão de 

interleucina 12  (IL-12), IFN e à presença de poucos parasitos (Qadoumi et al. 2002; 

Diaz et al. 2006; Morgado et al. 2008). A elevada produção de IFN ativa os 

macrófagos para matar o parasito intracelular, induzindo a liberação de NO (Green 

et al. 1990; Liew et al. 1990). Macrófagos humanos produzem NO e destroem L. 

major na presença de TNF (Vouldoukis et al. 1997). Outro mecanismo responsável 
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pelo controle dos parasitos leishmânia é a produção de ROS, gerada pela explosão 

respiratória que ocorre durante a fagocitose. Monócitos humanos e de camundongos 

produzem elevados níveis de ROS e podem mediar a morte de Leishmania, sem 

ativação prévia (Gonçalves et al. 2011; Novais et al.  2014). 

A resposta imune na LD é caracterizada por uma inibição incompleta da 

hipersensibilidade mediada por linfócitos T, mas com evidente supremacia da 

resposta imune Th1 sobre a Th2; havendo uma elevada produção de TNF e IFN 

tanto no sangue quanto no tecido (Silveira et al. 2009; Carvalho et al. 2012). Os 

pacientes apresentam lesões com poucos parasitos e uma resposta imune celular, 

que associada ao tratamento, pode levar à cura clínica (Couppié et al. 2004; 

Machado et al. 2011). 

Na LCD, associada com L. (L.) amazonensis, os pacientes apresentam 

predomínio do perfil Th2 de resposta imune, que embora controle a extensa 

destruição tecidual, promove o crescimento do parasito, pois ativa os macrófagos 

para vias de reparo tecidual, com aumento de produção de poliaminas. Há 

concentrações substanciais de IL-4, IL-5 e TNF no soro e baixas concentrações de 

IFN e IL-12. A LCD também é associada a elevados títulos de anticorpos e de IL-10 

(Iniesta et al. 2002; Reithinger 2007; Scott & Novais 2016). Os pacientes apresentam 

anergia aos antígenos de leishmânia, com resposta negativa na IDRM e linfócitos 

não responsivos em ensaios ex vivo (Brasil 2006; Reithinger et al. 2007; Silveira et 

al. 2009). 

Na forma mais grave da LTA, a LM, relacionada a parasitos do subgênero 

Viannia, a maioria dos pacientes apresentam forte resposta imune celular, associada 

à destruição tecidual. A resposta na IDRM é, em geral, mais forte do que a de 

pacientes com LCL. A maioria dos linfócitos apresenta perfil Th1, havendo elevada 

expressão de IFNe TNF nas lesões, o que pode ser acompanhado ou não da 

expressão de IL-4, geralmente negativa (Cáceres-Dittmar et al. 1993; Convit et al. 

1993; Pirmez et al. 1993; Amato et al. 2003; Silveira et al 2004; Silveira et al. 2009). 

As células mononucleares de pacientes com LM respondem a antígenos de L. (L.) 

amazonensis, produzindo maiores quantidades de TNF e IFN do que as de 

pacientes com LC e, após o tratamento, o nível de TNF foi reduzido em 60% dos 

pacientes, sugerindo um papel para esta citocina na imunopatologia da LM (Bacellar 

2002). Há citocinas anti-inflamatórias, como a IL-10 nas lesões, porém a expressão 
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do receptor para esta citocina encontra-se diminuída e isto parece ser responsável 

pela falta de controle do processo inflamatório pela IL-10 (Faria et al. 2005). A 

expressão da enzima iNOS nas lesões de pacientes com LCM é semelhante àquela 

de pacientes com LCL (Diaz et al. 2006). Um desequilíbrio na produção de 

TNF/IFN e IL10 é descrito na LM, mas não na LCL (Gaze et al. 2006; Gomes Silva 

et al. 2007).  

Recentemente, com a descrição de novos perfis de linfócitos Th, os linfócitos 

Th17 vêm sendo avaliados na LTA.  A IL-6, produzida por uma grande variedade de 

tipos celulares, como os macrófagos e monócitos ativados é capaz de ativar células 

T, atrair neutrófilos aos sítios de infecção e, juntamente com TGFβ ou IL-1β, 

influenciar o desenvolvimento do perfil Th17 (Acosta-Rodriguez et al. 2007; Assier et 

al. 2010; Kimura & Kishimoto 2011). As células Th17 foram inicialmente relacionadas 

à indução de doenças autoimunes e inflamação tecidual, sendo capazes de produzir 

principalmente IL-17A e IL-17F (Basso et al. 2009). Este perfil pode levar à 

exacerbação da leishmaniose ou à proteção contra a doença. A resposta imune 

inadequada contra L. (L.) amazonensis, que resulta em infecção crônica no 

camundongo, tem sido associada com a indução de linfócitos T CD4+ que produzem 

níveis elevados de IL-17 (Xin et al. 2007). Foi também observado, em estudos 

utilizando camundongos BALB/c deficientes em IL-17, que estes desenvolveram 

lesões menores (causadas por Leishmania major) e com menos parasitos do que os 

do tipo selvagem (Lopez Kostka et al. 2009). Um estudo usando uma vacina 

constituída por L. major viva e CpG DNA protegeu os  camundongos C57BL/6 contra 

L. major, o que foi associado com a indução específica de células Th17 (Wu et al. 

2010). Estudos, em seres humanos, demonstram um papel no controle da infecção 

por células Th17, já que a IL-17 e a IL-22 foram fortemente correlacionadas com a 

proteção contra a leishmaniose visceral (Pitta et al. 2009). Em um estudo com 

células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) de pacientes com LC, LM e 

indivíduos com infecção subclínica foi notada maior produção de IL-17 nos 

indivíduos com a forma subclínica da leishmaniose, sugerindo que essa citocina 

possa estar envolvida na proteção contra a infecção por L. (V.) braziliensis (Oliveira 

2012). Ainda, elevados níveis das citocinas TGF-β, IL-1β, IL-23 e IL-6 relacionadas 

às células Th17, em áreas de dano tecidual com infiltrado neutrofílico na infecção 

por L. (V.) braziliensis, tem sido demonstrados (Boaventura et al. 2010). 
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Durante as respostas imunes aos parasitos, os linfócitos T reguladores (Treg) 

possuem enorme importância, ao impedirem as respostas imunes exacerbadas, e 

são dependentes, principalmente, de IL-10 e TGFβ (Hawrylowicz 2005; Mucida & 

Cheroutre 2007). As células Treg CD4+CD25+ estão envolvidas no controle da 

infecção por L. major. Em camundongos suscetíveis, elas suprimem a excessiva 

resposta Th2, enquanto que, em camundongos geneticamente resistentes, elas 

controlam as respostas protetoras Th1, permitindo a sobrevivência do parasito e a 

manutenção da memória imunológica (Belkaid 2003). As células Tregs, capazes de 

produzir IL-10 e/ou TGFβ, foram investigadas na leishmaniose humana e 

identificadas nas lesões de pacientes com LCL causada por L. (V.) braziliensis, 

ajudando no controle da doença (Campanelli et al. 2006). 

 

1.4 Os monócitos na leishmaniose  

 

Os monócitos são células que circulam pelo sangue e, ao migrarem para os 

tecidos diferenciam – se em macrófagos ou em DCs. São subdivididos em três 

subpopulações, de acordo com os marcadores de membrana, CD14 (co-receptor do 

TLR4) e CD16 (receptor para a porção Fc de imunoglobulina G) em: clássicos 

(CD14++CD16-), intermediários (CD14++CD16+) e não clássicos (CD14lowCD16+) 

(Ziegler-Heitbrock et al. 2010). Os monócitos clássicos (que compreendem 90% dos 

monócitos) exercem, principalmente, atividades tais como fagocitose, reparo tecidual 

e a anti-apoptose. Os monócitos intermediários são os melhores na capacidade de 

apresentação de antígenos para os linfócitos T. Já os monócitos não clássicos 

possuem elevada capacidade de fagocitose, propriedades anti-proliferativas e pró--

apoptóticas e produzem maior quantidade de citocinas pró-inflamatórias, 

dependendo do estímulo usado (Cros et al. 2010; Wong et al. 2011; Zawada et al. 

2011; Abeles et al. 2012). A produção de citocinas por monócitos é, eficientemente, 

gerada por estimulação com produtos bacterianos, como LPS (agonista de TLR4) ou 

Pam3Cys (lipopeptídeo agonista de TLR2). O reconhecimento destes agonistas 

envolve os receptores TLRs e CD14, presentes na superfície dos monócitos 

(Blumenstein et al. 1997).  

Na defesa contra Leishmania, os monócitos e os macrófagos, desempenham 

um papel importante na fagocitose de formas promastigotas e amastigotas. Como 

resposta ao contato com o parasito, os monócitos produzem IL-12 (Gorak, Engwerda 
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et al. 1998) e induzem a produção de IFN e TNF por linfócitos Th1 (Belkaid, 

Butcher et al. 1998; D’oliveira, Machado et al. 2002), que aumentam a atividade dos 

macrófagos infectados, induzindo a morte da leishmânia, por estimular a produção 

de NO e ROS (Liew, Parkinson et al. 1990; Nathan & Hibbs 1991).  

Foi descrito um aumento da expressão de CD16 nos monócitos de pacientes 

com LCL. Estes monócitos CD16+ parecem participar da imunopatogenia da doença 

(Soares et al. 2006). Os monócitos CD16+ estão em maior quantidade na fase pré-

ulcerativa da doença, sugerindo que eles podem aumentar a resposta inflamatória. 

Os monócitos intermediários e não clássicos tem a frequência aumentada na LCL e 

a subpopulação dos intermediários, que expressa o receptor CCR2, pode contribuir 

para a doença, uma vez que, responde mais à quimiocina CCL2, a qual é altamente 

expressa nas lesões cutâneas e atrai os monócitos para a lesão. In vitro, esta 

subpopulação foi a única que produziu TNF em resposta ao antígeno de 

Leishmania, o que indicou que estes monócitos, in vivo, podem migrar para o local 

da infecção e colaborar com a inflamação e formação das lesões (Passos et al. 

2015). As três subpopulações de monócitos são similarmente infectadas por L. (V.) 

braziliensis, mas somente os monócitos clássicos conseguem impedir a replicação 

destes parasitos, por meio da produção de ROS (Novais et al. 2014). 

Para avaliar se os monócitos de indivíduos com LC secretavam TNF em 

culturas de curto período de tempo, PBMCs foram estimuladas com antígeno solúvel 

de leishmânia (SLA) ou monócitos isolados foram infectados com formas 

promastigotas de L. (V.) braziliensis. Após 8 h de cultura, os monócitos secretaram, 

significantemente, mais TNF do que as células T CD4+ ou T CD8+ (Costa 2012), 

mostrando que os monócitos são os melhores produtores de TNF de forma rápida 

em culturas. Ainda, as PBMCs de pacientes com LC ou com LM foram comparadas 

ex vivo, após cultura com SLA. Os resultados mostraram que nos indivíduos com LC 

houve uma correlação positiva entre a frequência de monócitos produzindo TNF e 

IL-10; enquanto que os pacientes com LM não apresentaram correlação positiva, 

sugerindo que em pacientes com LC o processo inflamatório é mais controlado do 

que na LM e que os monócitos podem ser importantes no controle da resposta 

inflamatória in vivo durante a leishmaniose (Gaze et al. 2006).   

Como referido acima, os monócitos podem ser ativados por agonistas de 

TLRs e NLRs. O LPS e Pam3Cys, agonistas de TLR4 e TLR2, respectivamente, tem 
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sido bastante utilizados para avaliar a ativação de monócitos (Farina et al. 2004; 

Brunialti et al. 2006). O MDP (muramildipeptídeo) é o produto de degradação do 

peptídeoglicano na maioria das bactérias gram-positivas e algumas gram-negativas, 

sendo um agonista específico de NOD2 (Sun & Ding 2012) e estimula macrófagos, 

monócitos e DCs (Wardowska et al. 2013). Os efeitos de treinamento imune de 

monócitos por BCG podem ser reproduzidos com MDP, mas não com Pam3Cys ou 

LPS (Kleinnijenhuis et al. 2012), mostrando que o MDP é um importante 

componente do BCG na ativação de monócitos. O MDP exerce efeitos sinérgicos 

com vários PAMPs agonistas de TLR em células monocíticas humanas. Foi 

observado um sinergismo entre Pam3CSSNA (agonista de TLR2) e MDP ou FK565 

(agonista de NOD1) para a indução de interleucina 8 (IL-8) em células monocíticas 

THP-1 in vitro. Os receptores NOD2 e NOD1 reconhecem, respectivamente, MDP e 

desmuramilpeptídeos, que agem sinergicamente com os agonistas de TLR (Uehara 

et al. 2005). Células musculares lisas de artéria coronária humana foram 

estimuladas com MDP sozinho ou em combinação com Pam ou LPS e foi observado 

que o MDP, em combinação com estes agonistas de TLR, foi mais potente para 

estimular a proliferação das células musculares e a secreção de IL-8 e TNF do que 

cada um dos estímulos sozinhos (Sun & Ding 2012).  

 O MDP e o FK565, em combinação com lipídeo A (agonista de TLR4), poly 

I:C (agonista de TLR3) ou CpG DNA (agonista de TLR9), mas não com 

Pam3CSSNA (agonista de TLR2) induziram, sinergicamente, a produção de IL-12 

em DCs humanas em cultura e esta citocina, por sua vez, promoveu a produção de 

IFN por linfócitos T (Tada et al. 2005). O MDP exerce efeitos sinérgicos notáveis 

com LPS para a produção de citocinas inflamatórias em cultura de células 

monocíticas humanas THP-1 e U937. A regulação da expressão de MyD88 por 

MDP, via sinalização NOD2, seguida pela ativação de NF-kB, pode ser parcialmente 

responsável pelos efeitos sinérgicos (Yang et al 2001).  

No item 1.3 foi descrita a participação do TLR2 na leishmaniose. 

Camundongos deficientes em NOD2 (Nod2-/-) e em RIP2 (Rip2-/-) apresentam 

defeito na resposta Th1, aumento de Th17 e maiores cargas parasitárias 

comparados a camundongos selvagens (WT) infectados com L. infantum chagasi. 

Estes dados mostram que a via de NOD2-RIP2 desempenha um papel importante 

na modulação da resposta imune adaptativa e promove a proteção contra 

leishmaniose visceral (Nascimento et al. 2016). Desta forma, é sugerida a 



 

 

12 

 

participação dos receptores NLRs na resposta imune inata induzida por leishmânia. 

Além de NOD2, a ativação do inflamassoma de NLRP-3 mostrou-se crítica para o 

controle da replicação de L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. infantum 

chagasi in vivo, em um modelo experimental. Isso ocorreu devido à produção de 

IFN e ao processamento de IL-1β, que culminaram com aumento na expressão de 

iNOS, enzima relacionada com a restrição da replicação de Leishmania em 

macrófagos, mediada pela produção de NO (Lima-Júnior et al. 2013).  

Os estudos sobre a ativação de monócitos e a produção de citocinas por 

estas células durante a LTA são escassos. Nosso grupo tem avaliado estas células 

(Pereira 2012; Veras 2015). No presente estudo, foi avaliada a ativação de 

monócitos em hemoculturas com agonistas de TLR4 (LPS), TLR2 (Pam3Cys) e de 

NOD2 (MDP), bem como, com antígeno de L. (V.) braziliensis, verificando a 

produção das citocinas TNF, IL-6 e IL-10. A produção de citocinas por monócitos 

tem sido avaliada em hemoculturas, culturas de PBMC ou monócitos purificados. 

Neste trabalho, a técnica escolhida foi a hemocultura, por possibilitar a análise dos 

monócitos do sangue sob mínimas condições de alteração funcional, já que eles 

podem apresentar alterações quando técnicas de purificação são utilizadas 

(Damsgaard et al. 2009). 

 

1.5 Diagnóstico e Tratamento da leishmaniose tegumentar americana 

 

O diagnóstico da LTA abrange aspectos epidemiológicos, clínicos e 

laboratoriais (Gontijo & Carvalho 2003). Deve-se diferenciar as formas cutâneas da 

LTA de esporotricose, tuberculose cutânea, carcinoma basocelular, ectima, eritema 

endurado de Bazin, impetigo, anemia falciforme, paracoccidioidomicose, dermatite 

artefacta ou patomimia e hanseníase virchowiana. O diagnóstico diferencial da forma 

mucosa é feito com paracoccidioidomicose, neoplasias (carcinoma epidermóide, 

carcinoma basocelular, granuloma médio facial e outros linfomas), rinoscleroma, 

rinosporidiose, entomoftoromicose, hanseníase virchowiana, sífilis terciária, 

perfuração do septo nasal traumática ou por uso de drogas, rinite alérgica, sinusite e 

granulomatose de Wegner (Brasil 2006). 

 O exame laboratorial mais simples, e por essa razão, geralmente, o primeiro 

a ser realizado, é a pesquisa direta das formas amastigotas em material obtido da 

lesão por escarificação, aspiração ou biópsia da borda da lesão, corado pelo Giemsa 
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ou Leishman (Exame Direto). O diagnóstico histopatológico de certeza só é possível 

mediante o achado dos parasitos. Caso contrário, as alterações histopatológicas são 

apenas sugestivas do diagnóstico (Gontijo & Carvalho 2003). Associado a 

imunoistoquímica, o diagnóstico no exame histopatológico tem sua sensibilidade 

aumentada (Oliveira et al. 2010). 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) é um exame que permite amplificar, 

em escala exponencial, seqüências de DNA do parasito. É capaz de detectar 

quantidades mínimas quanto um fentograma do DNA de leishmânia, por isto, é um 

teste sensível para detecção do parasito em material usado no Exame Direto ou 

biópsias das lesões. No entanto, as exigências técnicas e o custo elevado limitam 

seu emprego rotineiro (Brujin & Barker 1992). 

A IDRM constitui um valioso recurso diagnóstico nos casos em que os 

parasitos são escassos ou ausentes, sendo também muito útil nos inquéritos 

epidemiológicos de áreas endêmicas. A técnica consiste na injeção na face flexora 

do antebraço de 0,1 mL de antígeno, intradermicamente, e a reação é considerada 

positiva quando, na leitura após 48 ou 72 horas, observa-se uma enduração igual ou 

superior a 5 mm. O teste se torna positivo em torno de quatro meses após o início 

da lesão cutânea, mas não diferencia doença atual e pregressa (na maioria das 

vezes permanece positivo por vários anos após o tratamento), nem distingue doença 

de infecção e é, geralmente, negativo na LCD e nos pacientes imunossuprimidos 

(Montenegro 1926; Shaw & Lainson 1975). 

A reação de imunofluorescência indireta (RIFI), inicialmente proposta para 

diagnóstico e, subsequentemente, para controle de cura (após tratamento e cura 

clínica os títulos de anticorpos diminuem), é o método sorológico mais usado. 

Apresenta sensibilidade de 71% nos pacientes com formas cutâneas e de 100% 

naqueles com a forma mucosa. Usualmente, a RIFI é negativa na LCD e em 

pacientes com lesões recentes (até seis meses de evolução) e detecta títulos mais 

elevados de anticorpos em pacientes com várias lesões (Mendonça et al. 1988; 

Gontijo & Carvalho 2003).  

O medicamento de primeira escolha para o tratamento da LTA é o antimonial 

pentavalente (Ashford 2000; Gontijo & Carvalho 2003). Nas formas cutâneas 

localizadas e disseminadas a dose varia entre 10 a 20 mg/Sb+5/Kg/dia, durante 20 

dias seguidos, aplicados via intramuscular ou endovenosa. Se não houver 

cicatrização completa três meses após o término do tratamento, o esquema deverá 
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ser repetido, prolongando-se, desta vez, a duração da série para 30 dias. Persistindo 

o insucesso terapêutico, deve ser utilizado um dos medicamentos de segunda 

escolha, especialmente a Anfotericina B. Na LCD, a dose é de 20 mg/Sb+5/Kg/dia, 

durante 20 dias seguidos. Na LM, a dose recomendada é de 20 mg/Sb+5/Kg/dia, 

durante 30 dias consecutivos e se não houver cicatrização completa três meses 

após o término do tratamento, o esquema deverá ser repetido apenas uma vez e os 

pacientes devem utilizar um dos fármacos de segunda escolha (Gontijo & Carvalho 

2003; Brasil 2006). 

Os antimoniais pentavalentes apresentam potencial toxicidade cardíaca, 

hepática, pancreática e renal, devendo ser utilizados com cautela, e sob 

monitoramento clínico e laboratorial. Nos pacientes com nefropatias, bem como em 

gestantes, a anfotericina B é o fármaco de primeira escolha para a realização do 

tratamento (Brasil 2006).  

O critério de cura é clínico, sendo necessário acompanhamento mensal por 

três meses seguidos e, após a cura clínica, seguimento até 12 meses após o fim do 

tratamento. O critério de cura clínica da LC é estabelecido pelo aspecto das lesões: 

reepitelização, regressão total da infiltração e eritema, até três meses após o término 

do tratamento. E da LM é definido pela regressão dos sinais e sintomas e 

comprovação pelo exame otorrinolaringológico, até seis meses após a conclusão da 

terapia (Montenegro 1926; Brasil 2006). 
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2 JUSTIFICATIVA  

 

 
A LTA constitui um sério problema de saúde pública no Brasil. É uma doença, 

cuja forma clínica depende das interações parasito-vetor-hospedeiro, variando 

desde uma única lesão a lesões múltiplas na pele, até lesões mucosas 

desfigurantes. Apesar dos vários estudos sobre a imunologia desta doença, ainda 

não estão definidos os mecanismos que levam ao controle ou à persistência dos 

parasitos, principalmente com relação à infecção causada por L. (V.) braziliensis, 

que é a espécie mais prevalente no nosso meio e que causa a forma clínica mais 

grave da LTA, a LM. Pouco se sabe sobre a ativação dos monócitos durante a LTA. 

Os monócitos são células circulantes que se diferenciam em macrófagos nos 

tecidos, portanto, seu grau de ativação no sangue periférico pode interferir no estado 

de ativação dos macrófagos que serão gerados nas lesões da LTA. Os monócitos 

podem ser ativados por diferentes receptores inatos, incluindo TLRs e NLRs e, após 

ativação, secretam citocinas pró- e anti-inflamatórias, tais como TNF, IL-6 e IL-10. 

A avaliação do perfil de resposta dos monócitos após o acionamento de TLRs e 

NOD2 poderá contribuir para uma compreensão sobre o estado de ativação dos 

monócitos e sua participação na imunopatogenia e no controle da LTA. 
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3 OBJETIVO GERAL E OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

3.1 GERAL: Avaliar o perfil de resposta de citocinas produzidas por monócitos de 

pacientes com LTA em hemoculturas, após ativação com agonistas de TLRs e 

NOD2. 

 

3.2 ESPECÍFICOS:  

 

- Avaliar a produção de citocinas pró-inflamatórias (IL-6, TNF) e anti-inflamatória 

(IL-10) em hemoculturas de pacientes com LCL e de controles sadios, após ativação 

com agonistas de receptores similares à Toll (TLR) ou de receptores NOD2. 

- Verificar se a ativação celular com agonistas de TLR2 e de NOD2 ou com 

antígenos de Leishmania e agonista de NOD2 tem efeitos aditivos ou sinérgicos na 

produção de citocinas em hemoculturas de pacientes e controles. 

- Correlacionar os dados clínicos observados ao diagnóstico dos pacientes com LCL 

com as concentrações das citocinas IL-6, TNF e IL-10 produzidas nas 

hemoculturas desses pacientes.  

- Avaliar o papel das citocinas IL-6, TNF e IL-10 na resposta ao tratamento dos 

pacientes com LCL, comparando a produção destas citocinas nas hemoculturas dos 

pacientes clinicamente curados com um ciclo de tratamento com a daqueles curados 

com mais de um ciclo de tratamento.  
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Aspectos éticos, critérios de inclusão e diagnóstico de LTA: O presente 

estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital das Clínicas, 

protocolo CAAE 59615915.4.0000.5078 (PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA, 

ANEXO 1). Foram avaliados 29 pacientes (LCL) e 29 indivíduos controles (Doadores 

do Banco de Sangue do Instituto Goiano de Oncologia e Hematologia), que foram 

pareados por gênero e idade, sendo que todos leram e assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, ANEXO 1) antes de doarem o sangue. 

Foram incluídos pacientes diagnosticados com LTA (dados epidemiológicos e 

exames clínicos associados com a positividade de um dos exames laboratoriais: 

IDRM, análises histopatológicas com detecção de formas amastigotas confirmadas 

por imunoistoquímica, reação da polimerase em cadeia (PCR, Polymerase Chain 

Reaction) mkPCR, e RIFI), antes do início do tratamento para essa doença ou 

pacientes já tratados que necessitaram de mais ciclos de medicamento. Foram 

excluídos pacientes com idade inferior a 18 anos e superior a 65 anos e aqueles 

com história de uso da medicação específica nos últimos três meses. Os pacientes 

foram atendidos no ambulatório de Endemias∕HDT (Hospital Anuar Auad, centro de 

referência de leishmanioses no Estado de Goiás) para diagnóstico clínico, obtenção 

de biópsia, tratamento e acompanhamento. 

 

4.2 Colheita de dados clínicos e laboratoriais: Os dados clínicos e laboratoriais 

dos pacientes foram obtidos durante as consultas médicas, mediante o 

preenchimento de um questionário (FICHA DOS PACIENTES, ANEXO 2) sobre os 

dados pessoais, epidemiológicos, clínicos e laboratoriais. 

 

4.3 Tratamento e acompanhamento dos pacientes, critérios de cura e 

gravidade: Após o diagnóstico, os pacientes foram tratados, sendo o fármaco de 

primeira escolha, o antimonial pentavalente (antimoniato de N-metil glucamina, 

Glucantime, Sanofi-Aventis, São Paulo, Brasil; 10 a 20 mg∕kg ∕dia∕20 dias (LC) e 20 

mg∕kg∕dia∕30 dias (LM)) e de segunda escolha, a anfotericina B (Cristália, São Paulo, 

Brasil; dose total de 1.500 mg). Foram considerados curados clinicamente os 

pacientes com cicatrização das lesões, associada com negativação de RIFI depois 
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de seis (LC) ou 12 (LCM) meses de acompanhamento. Os pacientes não curados 

foram aqueles com persistência das lesões e/ou RIFI com título > que 40. Os 

critérios para gravidade da doença foram o tamanho das lesões, número de lesões, 

tempo de evolução das lesões e IDRM não reagente após três meses de doença. 

 

4.4 Obtenção dos antígenos de L. (V.) braziliensis: A cepa MHOM/BR/2003/IMG 

(IMG3) foi cultivada, por seis dias, em meio Grace (Grace´s Insect Medium, Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, EUA), suplementado   com 20% de soro fetal bovino (SFB, 

Cripion, Andradina, SP, Brasil), 2 mM de L-glutamina (Sigma), 11 mM de bicarbonato 

de sódio (Merck), 100 U/mL de penicilina (Sigma) e 100 g∕mL de estreptomicina 

(Sigma). Em seguida, as formas promastigotas foram lavadas com solução salina 

tamponada com fosfatos (PBS) por três vezes, centrifugando a 1000 g por 15 min, a 

4º C e ressuspendidas em PBS contendo inibidores de proteases (coquetel de 

inibidores de proteases, Sigma-Aldrich). Os parasitos foram rompidos por cinco 

ciclos de congelamento (nitrogênio líquido) e descongelamento (banho maria a 37º 

C). A quantidade de proteínas foi dosada usando o BCATM protein assay kit (Pierce, 

Rockford, IL, EUA), usando soro albumina bovina para estabelecer a curva padrão, 

sendo todos os procedimentos realizados de acordo com as instruções do 

fabricante. Os antígenos (Ag) foram estocados na concentração de 2,5 mg∕mL (-

80oC) e usados na concentração de 50 g∕mL nas hemoculturas. 

 

 4.5 Colheita de sangue e hemoculturas: O sangue periférico (10 mL) de 

indivíduos controles e pacientes (ao diagnóstico) foi colhido em tubos vacutainer, 

contendo solução de heparina como anticoagulante (BD Vacutainer TM, Juiz de 

Fora, MG, Brasil). Para avaliar a produção de citocinas, foram realizadas 

hemoculturas, de sangue diluído a 1/3 em meio RPMI 1640 (Sigma) suplementado 

com 11 mM de bicarbonato de sódio, 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina e 

100 μg/mL de estreptomicina. Todos estes reagentes eram da Sigma. As 

hemoculturas foram incubadas na ausência ou presença de LPS (de E. coli 0111:B4, 

Sigma, 100 ng/mL), Pam3Cys SKKKK (EMC, Tubingen, Alemanha, 100 ng/mL), 

antígenos dos parasitos (50 g/mL) ou MDP (Sigma; 5 g/mL ou 10 g/mL). Após 

incubação a 37oC, em termobloco, os tubos (2 mL, livres de endotoxina, Axygen, 

Califórnia, EUA), hermeticamente fechados, foram centrifugados por 10 min à 600xg, 
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4oC; sendo colhidos os sobrenadantes para avaliação da liberação de TNF e/IL-6 

(6 h) e IL-10 (24 h).  

 

4.6 Avaliação das citocinas: O TNF e a IL-10 foram quantificados nos 

sobrenadantes das culturas por ensaio imunoenzimático (ELISA), preparado no 

laboratório. Os hibridomas B 154.7 e B 154.9, que reconhecem TNF, e os 

hibridomas JES907 e B27, que reconhecem IL-10, doados pelo Dr. Giorgio Trinchieri 

(NCI, Bethesda, EUA), foram cultivados em meio RPMI completo e os anticorpos 

foram purificados dos sobrenadantes das culturas, por uso de coluna de proteína G, 

de acordo com o fabricante. A concentração proteica foi determinada pelo kit BCA 

Protein Assay (Pierce), com uso de uma curva padrão com concentrações 

conhecidas de gamaglobulina. As placas foram sensibilizadas com os anticorpos 

anti-TNF ou anti-IL-10 (1 g∕mL) e após bloqueio (PBS 1x com 3% de SFB) das 

placas, foram adicionados os sobrenadantes das hemoculturas. Após incubação e 

lavagens, foram adicionados os anticorpos conjugados com biotina (1 g∕mL). Após 

incubação (T.a.) e lavagens, foi acrescentado o conjugado estreptoavidina-

peroxidase (Sigma; 1:2000) e, após incubação (T.a.) e lavagens, a solução substrato 

ortofenilenodiamina (OPD, Sigma, 5 mg) e peróxido de hidrogênio 1:1000, diluídos 

em tampão citrato-fosfato pH 5,0. A reação foi finalizada com solução de ácido 

sulfúrico 2 N e a densidade óptica (DO) obtida em um leitor de microplacas 

(Multskam, Thermo Labsistems) com filtros de 450 nm e  620 nm. As concentrações 

do TNF e da IL-10 foram determinadas de acordo com as curvas padrões 

preparadas com as citocinas recombinantes (R&D System, Mineápolis, MN, EUA). 

 A IL-6 foi quantificada nos sobrenadantes das hemoculturas, por ELISA, 

usando kit comercial Peprotech (Rocky Hill, NJ, EUA), de acordo com as instruções 

dos fabricantes.  

Os resultados foram expressos em pg/mL. Os limites de detecções foram: 15 

pg/mL de TNF, 20 pg/mL de IL-10 e 15 pg/mL de IL-6. 

 

4.7 Análises estatísticas: Os dados foram apresentados como valores individuais, 

medianas e interquartis, utilizando testes não paramétricos para as análises 

(Wilcoxon para amostras pareadas e Mann Whitney para amostras não pareadas). 

Testes de correlação Spearman também foram usados para avaliação da correlação 
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entre os dados clínicos e experimentais. O nível de significância foi estabelecido em 

p < 0,05. As análises foram realizadas utilizando o GraphPadPrism 4.0 Software Inc. 

(San Diego, CA, EUA). 
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5 RESULTADOS  

 

 

5.1 Características dos pacientes com Leishmaniose cutânea localizada 
 
 

Foram avaliados 29 pacientes com LCL, pareados por gênero e idade com 

controles sadios. Os pacientes eram, em sua maioria (75,9%), pertencentes ao sexo 

masculino e relataram ter contraído a doença nos estados de Goiás (n = 13), Mato 

Grosso (n = 6), Pará (n = 1), Tocantins (n = 3), Acre (n = 1) e Maranhão (n = 1). De 

quatro pacientes esta informação não foi obtida. A Tabela 1 mostra uma elevada 

heterogeneidade nos dados clínicos dos pacientes. Estes apresentavam de uma a 

20 lesões (mediana: 1); com tamanho destas variando entre 0,3 e 8 cm (mediana: 3 

cm) e tempo de evolução variando entre um e 12 meses (mediana: 4 meses). Não 

foram detectadas diferenças significantes entre os números de leucócitos ou 

monócitos do sangue periférico de pacientes e controles. Em relação aos testes 

diagnósticos, 67,8% dos pacientes apresentaram exame histopatológico positivo; 

68% apresentaram soro reagente na RIFI; 68,2% apresentaram teste intradérmico 

positivo e 83,3%, PCR positiva para Leishmania (Viannia) sp. 
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5.2 Avaliação da produção de citocinas pró- e anti-inflamatória em 

hemoculturas de pacientes com Leishmaniose cutânea localizada 

 

A fim de avaliar a produção de citocinas ex vivo de pacientes com LCL, foram 

colhidas amostras de sangue periférico desses pacientes ao diagnóstico, assim 

como de doadores sadios, e incubadas com meio de cultura, LPS (agonista de 

TLR4), Pam (agonista de TLR2), Ag (antígeno total de leishmânia) ou MDP (agonista 

de NOD2). Após 6 ou 24 horas de incubação, foram dosadas as citocinas. Nas 

hemoculturas dos pacientes e dos controles, houve produção significante de IL-6 

após estimulação com LPS, Pam, Ag ou MDP (p < 0,05) (Figura 2A). Ao comparar 

pacientes e controles, observou-se maior produção de IL-6 nas hemoculturas dos 

pacientes, não estimuladas e nas estimuladas com MDP (p < 0,05; Figura 2A). Os 

valores individuais, para cada estímulo, são apresentados nas Figuras 2B-I. 
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Figura 2. Avaliação da produção de interleucina 6 (IL-6) em hemoculturas de pacientes com 
Leishmaniose Cutânea Localizada. Amostras de sangue periférico (diluído 1/3 em meio de cultura) 
de pacientes e controles foram incubadas com meio, lipopolissacarídeo (LPS, 100 ng/mL), Pam3Cys 

(Pam, 100 ng/mL), antígeno de L. (V.) braziliensis (Ag, 50 g/mL), muramildipeptídeo (MDP, 5 

g/mL), por 6 horas, a 37 
o
C. Em seguida, a IL-6 foi mensurada nos sobrenadantes, por Elisa. Em A, 

cada símbolo representa um paciente ou controle, sendo as linhas horizontais as medianas e 
interquartis; n = número de amostras, *p < 0,05 (Meio vs estímulo), 

#
p < 0,05 (pacientes vs controles). 

Testes de Wilcoxon (Meio vs estímulo) e Mann Whitney (pacientes vs controles). Em B, C, D, E, F, G, 
H e I são mostrados os resultados individualmente, após cada estímulo. As linhas horizontais são as 
medianas; n = número de amostras, p (Meio vs estímulo), Teste de Wilcoxon. 
 
 

A produção de TNF foi significantemente elevada nas hemoculturas dos 

pacientes e controles ativadas com LPS, Pam, Ag ou MDP (Figura 3A). Ao comparar 

pacientes e controles, em relação aos diferentes estímulos, não foram detectadas 

diferenças significantes quanto à produção desta citocina (Figura 3A). As Figuras 

3B-I apresentam os resultados individuais, para cada estímulo. 
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Figura 3. Avaliação da produção do fator de necrose tumoral alfa (TNF) em hemoculturas de 
pacientes com Leishmaniose Cutânea Localizada. Amostras de sangue periférico (diluído 1/3 em 
meio de cultura) de pacientes e controles foram incubadas com meio, lipopolissacarídeo (LPS, 100 

ng/mL), Pam3Cys (Pam, 100 ng/mL), antígeno de L. (V.) braziliensis (Ag, 50 g/mL), 

muramildipeptídeo (MDP, 5 g/mL), por 6 horas. Em seguida, o TNF foi mensurado nos 
sobrenadantes, por Elisa. Em A, cada símbolo representa um paciente ou controle, sendo as linhas 
horizontais, as medianas e interquartis; n = número de amostras, *p < 0,05 (Meio vs estímulo); Testes 
Wilcoxon (Meio vs estímulo) e Mann Whitney (pacientes vs controles). Em B-I, valores individuais e as 
medianas são apresentados; n = número de amostras, p (Meio vs estímulo), Teste de Wilcoxon. 
 

Na avaliação da produção de IL-10, houve indução significante desta citocina 

nas hemoculturas de pacientes e controles ativadas com LPS, Pam, Ag ou MDP 

(Figura 4A). Ao comparar pacientes e controles, em relação aos diferentes 

estímulos, não foram detectadas diferenças significantes quanto à produção de IL-10 

(Figura 4A). As Figuras 4B-I mostram os resultados individuais para cada estímulo. 
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Figura 4. Avaliação da produção de interleucina 10 (IL-10) em hemoculturas de pacientes com 
Leishmaniose Cutânea Localizada. Amostras de sangue periférico (diluído 1/3 em meio de cultura) 
de pacientes e controles foram incubadas com meio, lipopolissacarídeo (LPS, 100 ng/mL), Pam3Cys 

(Pam, 100 ng/mL), antígeno de L. (V.) braziliensis (Ag, 50 g/mL), muramildipeptídeo (MDP, 5 

g/mL), por 24 horas. Em seguida, a IL-10 foi mensurada nos sobrenadantes, por Elisa. Em A, cada 
símbolo representa um paciente ou controle, sendo as linhas horizontais as medianas e interquartis; n 
= número de amostras, *p < 0,05 (Meio vs estímulo), Testes Wilcoxon (Meio vs estímulo) e Mann 
Whitney (pacientes vs controles). Em B-I, valores individuais e as medianas são apresentados; n = 
número de amostras, p (Meio vs estímulo), Teste de Wilcoxon. 
 

 

5.3 Avaliação da interação entre os agonistas de TLR2 e de NOD2 para a 

indução de citocinas em hemoculturas de pacientes com leishmaniose cutânea 

localizada  

 

Sabendo que Pam/TLR2 e MDP/NOD2 podem sinergizar para ativar células 

(Uehara et al. 2005), os estímulos Pam e MDP foram adicionados, separadamente 

ou conjuntamente, para ativar as hemoculturas; assim como, Ag e MDP. Pode ser 

observado nas Figuras 5 e 6, que a combinação Pam/MDP aumentou, 

significantemente, a produção de IL-6 nas hemoculturas dos pacientes e controles, 

em relação a cada estímulo sozinho (Figura 5A); de maneira similar, Ag e MDP 

juntos aumentaram a concentração desta citocina, especialmente em relação ao 
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estímulo Ag sozinho (Figura 5B). A Figura 6 (A-H) mostra os resultados individuais 

para cada estímulo isolado ou em combinação. 

 

 

Figura 5. Avaliação da produção de interleucina 6 (IL-6) em hemoculturas de pacientes com 
Leishmaniose Cutânea Localizada, após estímulos com agonistas de TLR2, NOD2 e antígeno 
de Leishmania (V.) braziliensis. Amostras de sangue periférico (diluído 1/3 em meio de cultura) de 
pacientes e controles foram incubadas com meio, Pam3Cys (Pam, 100 ng/mL), antígeno (Ag, 50 

g/mL), muramildipeptídeo (MDP, 5 g/mL), sozinhos ou em combinação, durante 6 horas. Os 
sobrenadantes foram usados para a dosagem de IL-6, por Elisa. Os dados representam as medianas 
e interquartis, *p < 0,05 (n = 14), teste pareado de Wilcoxon. 
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Figura 6. Efeito aditivo entre agonistas de TLR2/NOD2 e de antígeno de Leishmania V. 
braziliensis/agonista NOD2 na produção de interleucina 6 (IL-6) em hemoculturas de pacientes 
com Leishmaniose Cutânea Localizada. Amostras de sangue periférico (diluído 1/3 em meio de 
cultura) de pacientes (P) e controles (C) foram incubadas com meio, Pam3Cys (Pam, 100 ng/mL), 

antígeno (Ag, 50 g/mL), muramildipeptídeo (MDP, 5 g/mL), sozinhos ou em combinação, durante 6 
horas. Os sobrenadantes foram usados para a dosagem de IL-6, por Elisa. Os dados representam os 
valores individuais e as linhas horizontais vermelhas são as medianas; n indica o número de 
pacientes ou controles, seguido pelo valor de p, Teste pareado de Wilcoxon. 
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Nas hemoculturas de pacientes e controles, a combinação dos estímulos Pam 

e MDP ou Ag e MDP aumentou, significantemente, a produção de TNF em relação 

a cada estímulo sozinho (Figuras 7 e 8). 

 

 

Figura 7. Avaliação da produção de TNF em hemoculturas de pacientes com Leishmaniose 
Cutânea Localizada, após estímulos com agonistas de TLR2, NOD2 e antígeno de Leishmania 
V. braziliensis. Amostras de sangue periférico (diluído 1/3 em meio de cultura) de pacientes e 

controles foram incubadas com meio, Pam3Cys (Pam, 100 ng/mL), antígeno (Ag, 50 g/mL), 

muramildipeptídeo (MDP, 5 g/mL), sozinhos ou em combinação, durante 6 horas. Os sobrenadantes 

foram usados para a dosagem de TNF, por Elisa. Os dados representam as medianas e interquartis, 
*p < 0,05 (n = 14), Teste pareado de Wilcoxon. 
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Figura 8. Efeitos aditivos entre agonistas de TLR2, NOD2 e antígeno de Leishmania (V). 

braziliensis na  produção de fator de necrose tumoral alfa (TNF) em hemoculturas de 
pacientes com Leishmaniose Cutânea Localizada. Amostras de sangue periférico (diluído 1/3 em 
meio de cultura) de pacientes (P) e controles (C) foram incubadas com meio, Pam3Cys (Pam, 100 

ng/mL), Antígeno (Ag, 50 g/mL), muramildipeptídeo (MDP, 5 g/mL), sozinhos ou em combinação, 

durante 6 horas. Os sobrenadantes foram usados para a dosagem de TNF, por Elisa. n indica o 
número de pacientes ou controles, seguido pelo valor de p, Teste pareado de Wilcoxon. 
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A combinação dos estímulos Pam e MDP, nas hemoculturas de pacientes e 

controles, induziu maior produção de IL-10 quando comparada à cada estímulo 

sozinho. O Ag e o MDP juntos levaram a uma maior produção de IL-10, 

especialmente nas hemoculturas dos pacientes (Figuras 9 e 10). 

 

 

Figura 9. Avaliação da produção de interleucina 10 (IL-10) em hemoculturas de pacientes com 
Leishmaniose Cutânea Localizada, após estímulos com agonistas de TLR2, NOD2 e antígeno 
de Leishmania (V.) braziliensis. Amostras de sangue periférico (diluído 1/3 em meio de cultura) de 
pacientes e controles foram incubadas com meio, Pam3Cys (Pam, 100 ng/mL), Antígeno (Ag, 50 

g/mL), muramildipeptídeo (MDP, 5 g/mL), sozinhos ou em combinação, durante 24 horas. Os 
sobrenadantes foram usados para a dosagem de IL-10, por Elisa. Os dados representam as 
medianas e interquartis, *p < 0,05 (n = 11), Teste pareado de Wilcoxon. 
 

 
 

 



 

 

31 

 

 

Figura 10. Avaliação dos efeitos aditivos entre agonistas de TLR2, NOD2 e antígeno de 
Leishmania (V.) braziliensis na produção de interleucina 10 (IL-10) em hemoculturas de 
pacientes com Leishmaniose Cutânea Localizada. Amostras de sangue periférico (diluído 1/3 em 
meio de cultura) de pacientes (P) e controles (C) foram incubadas com meio, Pam3Cys (Pam, 100 

ng/mL), Antígeno (Ag, 50 g/mL), muramildipeptídeo (MDP, 5 g/mL), sozinhos ou em combinação, 
durante 24 horas. Os sobrenadantes foram usados para a dosagem de IL-10, por Elisa. n indica o 
número de pacientes ou controles, seguido pelo valor de p; Teste pareado de Wilcoxon. 
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5.4 Avaliação da associação entre os dados clínicos e a produção de citocinas 

em hemoculturas de pacientes com Leishmaniose cutânea localizada 

 

Para avaliar se havia associação entre os dados clínicos dos pacientes com 

LCL observados ao diagnóstico e a concentração de citocinas pró- e anti-

inflamatórias produzidas por eles naquele momento, foram analisados três dados 

importantes, o número de lesões, o tamanho da lesão e o tempo de lesão com a 

produção de IL-6, TNF e IL-10 nas hemoculturas.  

Não houve correlação significante entre o número de lesões dos pacientes 

com LCL e as concentrações de IL-6, TNF e IL-10 nas hemoculturas dos mesmos, 

independentemente de estimulação ou não das hemoculturas (Figuras 11, 12 e 13). 

Porém, é importante destacar que houve uma tendência a uma correlação positiva 

entre o número de lesões e as concentrações de IL-6 nas hemoculturas sem 

estímulo (p = 0,09) ou com o estímulo Pam3Cys (p = 0,08; Figura 11). 
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Figura 11. Avaliação da correlação entre o número de lesões e as concentrações de IL-6 nas 
hemoculturas de pacientes com Leishmaniose cutânea localizada. As concentrações de IL-6 (A, 
B, C, D, E) foram determinadas nos sobrenadantes das hemoculturas na ausência de estímulo (meio) 
ou presença de lipopolissacarídeo (LPS, 100 ng/mL), Pam3Cys (Pam, 100 ng/mL), antígeno de 

Leishmania (V.) braziliensis (Ag, 50 g/mL) ou muramildipeptídeo (MDP, 5 g/mL), usando Elisa. Os 
resultados (pg/mL) foram correlacionados com o número de lesões detectadas nos pacientes ao 
diagnóstico, usando teste de correlação de Spearman. Os dados representam os valores individuais e 
são apresentados r, p e n. 
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Figura 12. Avaliação da correlação entre o número de lesões e as concentrações de fator de 

necrose tumoral alfa (TNF) nas hemoculturas de pacientes com Leishmaniose cutânea 

localizada. As concentrações de TNF (A, B, C, D, E) foram determinadas nos sobrenadantes das 
hemoculturas na ausência de estímulo (meio) ou presença de lipopolissacarídeo (LPS, 100 ng|mL), 

Pam3Cys (Pam, 100 ng/mL), antígeno de Leishmania (V.) braziliensis (Ag, 50 g/mL) ou 

muramildipeptídeo (MDP, 5 g/mL), usando Elisa. Os resultados (pg|mL) foram correlacionados com 
o número de lesões detectadas nos pacientes ao diagnóstico, usando o teste de correlação de 
Spearman. Os dados representam valores individuais e são apresentados r, n e p. 
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Figura 13. Avaliação da correlação entre o número de lesões e as concentrações de 
interleucina 10 (IL-10) nas hemoculturas de pacientes com Leishmaniose cutânea localizada. 
As concentrações de IL-10 (A, B, C, D, E) foram determinadas nos sobrenadantes das hemoculturas 
na ausência de estímulo (meio) ou presença de lipopolissacarídeo (LPS, 100 ng|mL), Pam3Cys (Pam, 

100 ng/mL), antígeno de Leishmania (V.) braziliensis (Ag, 50 g/mL) ou muramildipeptídeo (MDP, 5 

g/mL), usando Elisa. Os resultados (pg/mL) foram correlacionados com o número de lesões 
detectadas nos pacientes ao diagnóstico, utilizando o teste de correlação de Spearman. Os dados 
representam os valores individuais e são apresentados os valores de r, n e p. 
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Foi realizada, também, a comparação entre os resultados dos pacientes com 

apenas uma lesão e daqueles com mais de uma lesão quanto à produção de IL-6, 

TNF e IL-10. Como pode ser observado nas Figuras 14, 15 e 16, não houve 

diferenças significantes entre os dois grupos em relação à concentração dessas 

citocinas. 

 

 

Figura 14. Avaliação da produção de interleucina 6 (IL-6) em pacientes com uma lesão e 
pacientes com mais de uma lesão. As concentrações de IL-6 (A, B, C, D, E) foram determinadas 
nos sobrenadantes das hemoculturas, de pacientes com apenas uma lesão e de pacientes com mais 
de uma lesão (variando de 2 a 20 lesões), na ausência de estímulo (meio) ou presença de 
lipopolissacarídeo (LPS, 100 ng/mL), Pam3Cys (Pam, 100 ng/mL), antígeno de Leishmania (V.) 

braziliensis (Ag, 50 g/mL) ou muramildipeptídeo (MDP, 5 g/mL), usando Elisa. Os dados 
representam os valores individuais e as medianas, n = número de pacientes, seguido pelo valor de p. 
Teste de Mann Whitney. 
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Figura 15. Avaliação da produção de fator de necrose tumoral alfa (TNF) em pacientes com 

uma lesão e pacientes com mais de uma lesão. As concentrações de TNF (A, B, C, D, E) foram 
determinadas nos sobrenadantes das hemoculturas, de pacientes com apenas uma lesão e de 
pacientes com mais de uma lesão (variando de 2 a 20 lesões), na ausência de estímulo (meio) ou 
presença de lipopolissacarídeo (LPS, 100 ng/mL), Pam3Cys (Pam, 100 ng/mL), antígeno de 

Leishmania (V.) braziliensis (Ag, 50 g/mL) ou muramildipeptídeo (MDP, 5 g/mL), usando Elisa. Os 
dados representam os valores individuais e as medianas, n = número de pacientes, seguido pelo 
valor de p. Teste de Mann Whitney. 
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Figura 16. Avaliação da produção de interleucina 10 (IL-10) em pacientes com uma lesão e 
pacientes com mais de uma lesão. As concentrações de IL-10 (A, B, C, D, E) foram determinadas 
nos sobrenadantes das hemoculturas, de pacientes com apenas uma lesão e de pacientes com mais 
de uma lesão (variando de 2 a 20 lesões), na ausência de estímulo (meio) ou presença de 
lipopolissacarídeo (LPS, 100 ng/mL), Pam3Cys (Pam, 100 ng/mL), antígeno de Leishmania (V.) 

braziliensis (Ag, 50 g/mL) ou muramildipeptídeo (MDP, 5 g/mL), usando Elisa. Os dados 
representam os valores individuais e as medianas, n = número de pacientes, seguido pelo valor de p. 
Teste de Mann Whitney. 
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Em relação ao tamanho das lesões, somente os pacientes com uma lesão 

foram selecionados para avaliar a correlação com a produção de citocinas. Não foi 

observada correlação entre o tamanho da lesão e as concentrações de IL-6, TNF e 

IL-10 (Figuras 17, 18 e 19), porém, houve uma tendência a correlação negativa entre 

o tamanho da lesão e as concentrações de IL-10 nas hemoculturas estimuladas com 

Pam3Cys (p = 0,07), Ag (p = 0,06) e MDP (p = 0,05; Figura 19). 

 

 

Figura 17. Avaliação da correlação entre o tamanho das lesões e as concentrações de 
interleucina 6 (IL-6) nas hemoculturas de pacientes com Leishmaniose cutânea localizada. As 
concentrações de IL-6 (A, B, C, D, E) foram determinadas nos sobrenadantes das hemoculturas na 
ausência de estímulo (meio) ou presença de lipopolissacarídeo (LPS, 100 ng/mL), Pam3Cys (Pam, 

100 ng/mL), antígeno de Leishmania (V.) braziliensis (Ag, 50 g/mL) ou muramildipeptídeo (MDP, 5 
ug/mL), usando Elisa. Os resultados (pg/mL) foram correlacionados com o tamanho das lesões 
(variando de 0,3 a 8 cm) detectadas nos pacientes que ao diagnóstico apresentaram apenas uma 
lesão, utilizando o teste de correlação de Spearman. Os dados representam os valores individuais e 
são apresentados os valores de r, n e p. 
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Figura 18. Avaliação da correlação entre o tamanho das lesões e as concentrações de fator de 

necrose tumoral alfa (TNF) nas hemoculturas de pacientes com Leishmaniose cutânea 

localizada. As concentrações de TNF (A, B, C, D, E) foram determinadas nos sobrenadantes das 
hemoculturas na ausência de estímulo (meio) ou presença de lipopolissacarídeo (LPS, 100 ng/mL), 

Pam3Cys (Pam, 100 ng/mL), antígeno de Leishmania (V.) braziliensis (Ag, 50 g/mL) ou 
muramildipeptídeo (MDP, 5 ug/mL), usando Elisa. Os resultados (pg/mL) foram correlacionados com 
o tamanho das lesões (variando de 0,3 a 8 cm) detectadas nos pacientes que ao diagnóstico 
apresentaram apenas uma lesão, utilizando o teste de correlação de Spearman. Os dados 
representam os valores individuais e são apresentados os valores de r, n e p. 
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Figura 19. Avaliação da correlação entre o tamanho das lesões e as concentrações de 
interleucina 10 (IL-10) nas hemoculturas de pacientes com Leishmaniose cutânea localizada. 
As concentrações de IL-10 (A, B, C, D, E) foram determinadas nos sobrenadantes das hemoculturas 
na ausência de estímulo (meio) ou presença de lipopolissacarídeo (LPS, 100 ng/mL), Pam3Cys (Pam, 

100 ng/mL), antígeno de Leishmania (V.) braziliensis (Ag, 50 g/mL) ou muramildipeptídeo (MDP, 5 
ug/mL), usando Elisa. Os resultados (pg/mL) foram correlacionados com o tamanho das lesões 
(variando de 0,3 a 8 cm) detectadas nos pacientes que ao diagnóstico apresentaram apenas uma 
lesão, utilizando o teste de correlação de Spearman. Os dados representam os valores individuais e 
são apresentados os valores de r, n e p. 
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Não foi detectada uma correlação entre o tempo de lesão ao diagnóstico e as 

concentrações de IL-6, TNF e IL-10 (Figuras 20, 21 e 22), porém, houve uma 

tendência a correlação positiva entre o tempo de lesão e IL-10, nas hemoculturas 

sem estímulo (p = 0,05) e com o estímulo MDP (p = 0,07; Figura 22). 

 

 

Figura 20. Avaliação da correlação entre o tempo de lesão e as concentrações de interleucina 6 
(IL-6) nas hemoculturas de pacientes com Leishmaniose cutânea localizada. As concentrações 
de IL-6 (A, B, C, D, E) foram determinadas nos sobrenadantes das hemoculturas na ausência de 
estímulo (meio) ou presença de lipopolissacarídeo (LPS, 100 ng/mL), Pam3Cys (Pam, 100 ng/mL), 

antígeno de Leishmania (V.) braziliensis (Ag, 50 g/mL) ou muramildipeptídeo (MDP, 5 
ug/mL),usando Elisa. Os resultados (pg/mL) foram correlacionados com o tempo de lesão informado 
pelos pacientes ao diagnóstico, utilizando o teste de correlação de Spearman. Os dados representam 
os valores individuais e são apresentados os valores de r, n e p. 
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Figura 21. Avaliação da correlação entre o tempo de lesão e as concentrações de fator de 

necrose tumoral alfa (TNF) nas hemoculturas de pacientes com Leishmaniose cutânea 

localizada. As concentrações de TNF (A, B, C, D, E) foram determinadas nos sobrenadantes das 
hemoculturas na ausência de estímulo (meio) ou presença de lipopolissacarídeo (LPS, 100 ng/mL), 

Pam3Cys (Pam, 100 ng/mL), antígeno de Leishmania (V.) braziliensis (Ag, 50 g/mL) ou 
muramildipeptídeo (MDP, 5 ug/mL),usando Elisa. Os resultados (pg/mL) foram correlacionados com o 
tempo de lesão informado pelos pacientes ao diagnóstico, utilizando o teste de correlação de 
Spearman. Os dados representam os valores individuais e são apresentados os valores de r, n e p. 
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Figura 22. Avaliação da correlação entre o tempo de lesão e as concentrações de interleucina 
10 (IL-10) nas hemoculturas de pacientes com Leishmaniose cutânea localizada. As 
concentrações de IL-10 (A, B, C, D, E) foram determinadas nos sobrenadantes das hemoculturas na 
ausência de estímulo (meio) ou presença de lipopolissacarídeo (LPS, 100 ng/mL), Pam3Cys (Pam, 

100 ng/mL), antígeno de Leishmania (V.) braziliensis (Ag, 50 g/mL) ou muramildipeptídeo (MDP, 5 
ug/mL), usando Elisa. Os resultados (pg/mL) foram correlacionados com o tempo de lesão informado 
pelos pacientes ao diagnóstico, utilizando o teste de correlação de Spearman. Os dados representam 
os valores individuais e são apresentados os valores de r, n e p. 
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5.5 Avaliação da associação da produção de citocinas em hemoculturas de 

pacientes com o desfecho clínico após terapia 

 

Visando elucidar o papel das citocinas IL-6, TNF e IL-10 na resposta 

terapêutica dos pacientes com LCL, as concentrações destas citocinas nas 

hemoculturas ao diagnóstico, foram comparadas entre os grupos de pacientes 

clinicamente curados após um ciclo de medicamento (glucantime, na maioria dos 

casos) e aqueles clinicamente curados após mais de um ciclo de medicamento (seis 

pacientes curados com dois ciclos de glucantime, um paciente curado com um ciclo 

de glucantime e um ciclo de fluconazol e outro paciente curado com dois ciclos de 

fluconazol e um ciclo de miltefosine).  

Quando comparados os dois grupos de pacientes (um ciclo vs mais de um 

ciclo de tratamento) em relação à produção de IL-6, foi observado que esta foi mais 

elevada nos pacientes curados com mais de um ciclo de medicamento (MDP, p < 

0,05; Figura 23). Em relação às concentrações de TNF (Figura 24) e IL-10 (Figura 

25) não foram atestadas diferenças significantes entre os grupos. 
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Figura 23. Avaliação da produção de interleucina 6 (IL-6) em pacientes clinicamente curados 
com um ciclo de tratamento e pacientes curados com mais de um ciclo de tratamento. As 
concentrações de IL-6 (A, B, C, D, E) foram determinadas nos sobrenadantes das hemoculturas, de 
pacientes clinicamente curados com um ciclo de medicamento ou pacientes clinicamente curados 
com mais de um ciclo de medicamento, na ausência de estímulo (meio) ou presença de 
lipopolissacarídeo (LPS, 100 ng/mL), Pam3Cys (Pam, 100 ng/mL), antígeno de Leishmania (V.) 

braziliensis (Ag, 50 g/mL) ou muramildipeptídeo (MDP, 5 g/mL), usando Elisa. Os dados 
representam os valores individuais e as medianas, seguido pelo valor de p. Teste de Mann Whitney. 
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Figura 24. Avaliação da produção de fator de necrose tumoral alfa (TNF) em pacientes 
clinicamente curados com um ciclo de tratamento e pacientes curados com mais de um ciclo 

de tratamento. As concentrações de TNF (A, B, C, D, E) foram determinadas nos sobrenadantes 
das hemoculturas, de pacientes clinicamente curados com um ciclo de medicamento ou pacientes 
clinicamente curados com mais de um ciclo de medicamento, na ausência de estímulo (meio) ou 
presença de lipopolissacarídeo (LPS, 100 ng/mL), Pam3Cys (Pam, 100 ng/mL), antígeno de 

Leishmania (V.) braziliensis (Ag, 50 g/mL) ou muramildipeptídeo (MDP, 5 g/mL), usando Elisa. Os 
dados representam os valores individuais e as medianas, seguido pelo valor de p. Teste de Mann 
Whitney. 
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Figura 25. Avaliação da produção de interleucina 10 (IL-10) em pacientes clinicamente curados 
com um ciclo de tratamento e pacientes curados com mais de um ciclo de tratamento. As 
concentrações de IL-10 (A, B, C, D, E) foram determinadas nos sobrenadantes das hemoculturas, de 
pacientes clinicamente curados com um ciclo de medicamento ou pacientes clinicamente curados 
com mais de um ciclo de medicamento, na ausência de estímulo (meio) ou presença de 
lipopolissacarídeo (LPS, 100 ng/mL), Pam3Cys (Pam, 100 ng/mL), antígeno de Leishmania (V.) 

braziliensis (Ag, 50 g/mL) ou muramildipeptídeo (MDP, 5 g/mL), usando Elisa. Os dados 
representam os valores individuais e as medianas, seguido pelo valor de p. Teste de Mann Whitney. 
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6 DISCUSSÃO 

 
 

 
No presente estudo, foram analisados 29 pacientes com LCL e como pode 

ser observado, houve prevalência da infecção no sexo masculino (75,9% dos 

casos), o que está de acordo com um estudo prévio Domingos et al. (2012) em que 

essa prevalência foi de 78,05%. Os hábitos de vida diários podem fazer com que os 

homens estejam mais expostos aos riscos de infecção em locais de habitat natural 

do inseto vetor, assim como em atividades laborais. Foi notada uma grande variação 

nas características clínicas dos pacientes (maioria dos pacientes com apenas uma 

lesão e os outros com duas até 20 lesões cutâneas, com diferentes tamanhos e 

duração das lesões até o diagnóstico variando de um a 12 meses), o que também é 

relatado em outros estudos (Carvalho 2004; Pereira 2012); indicando a necessidade 

de avaliação de um número maior de amostras antes que conclusões mais precisas 

possam ser definidas.  

Em relação aos testes diagnósticos, 67,8% dos pacientes apresentaram 

exame histopatológico positivo. Em um extenso estudo de LTA no Brasil, 

analisaram-se biópsias de pacientes infectados com L. (V.) braziliensis e foram 

encontrados os parasitos em 63,7% dos casos de forma cutânea (Magalhães et al. 

1986; Gontijo & Carvalho 2003), semelhante ao resultado do presente trabalho. 

Neste estudo, 68% dos pacientes apresentaram o soro reagente na RIFI; o que está 

de acordo com a literatura. A sensibilidade dessa reação foi estimada em 71% na 

leishmaniose cutânea (Mendonça et al. 1988). Neste trabalho, 68,2% dos pacientes 

apresentaram IDRM positiva. Estima-se uma positividade deste teste em 84% nas 

formas cutâneas da leishmaniose (Shaw & Lainson 1975). Em um estudo 

retrospectivo, envolvendo pacientes com LTA de Montes Claros (MG), a IDRM foi 

positiva em 64,3% dos casos (Viana et al. 2012), corroborando com os achados do 

nosso estudo. No presente estudo, em 83,3% dos pacientes a técnica de PCR foi 

positiva para Leishmania (Viannia) sp nas amostras de fragmentos de biópsias das 

lesões. A sensibilidade dos métodos baseados em PCR é aumentada em 20 a 30% 

na LCL quando comparada ao diagnóstico parasitológico convencional (Reithinger et 

al. 2007). 

A hemocultura foi escolhida, neste estudo, por ser uma técnica que permite a 

avaliação da ativação de células do sangue periférico em condições mais 
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fisiológicas. Os agonistas de TLR foram adicionados às hemoculturas para o estudo 

da produção das citocinas por monócitos, que são as principais células produtoras 

de TNF e outras citocinas no sangue, após curtos períodos de incubação (Miles et 

al. 2002; Xing & Remink 2005; Damsgaard et al. 2009; Fokkema 2012; Schildberger 

et al. 2013). Isto se deve ao fato de que os monócitos são os leucócitos que mais 

expressam TLR4/CD14 e TLR2 (Sabroe et al. 2002). Os neutrófilos apresentam 

baixa expressão desses receptores, produzem pouquíssimo TNF e não produzem 

IL-10, após estimulação com LPS (Sabroe et al. 2002; Smedman et al. 2009).  Os 

eosinófilos, por sua vez, não possuem TLR2, TLR4 e CD14 e os basófilos têm baixa 

expressão de TLR2 e TLR4 e não expressam CD14; ambos os leucócitos não 

respondem ao LPS (Sabroe et al. 2002). 

Neste estudo, foi demonstrado que nas hemoculturas dos pacientes e dos 

controles, houve produção significante de IL-6, TNF e IL-10, após estimulação com 

LPS, Pam, Ag ou MDP; mostrando que TLR4, TLR2 e NOD2 podem ser estimulados 

na infecção por leishmânia. Ao comparar pacientes e controles, em relação aos 

diferentes estímulos, não foram detectadas diferenças significantes quanto à 

produção de TNF e IL-10. Em um estudo recente do nosso grupo (Veras 2015), os 

estímulos LPS, Pam e Ag induziram significante produção de TNF nas 

hemoculturas de pacientes e de controles (semelhante ao presente estudo) e 

somente o Ag não induziu quantidades significantes de IL-10 nas hemoculturas dos 

pacientes; o que difere deste estudo. As diferenças entre os resultados podem ser 

devido à heterogeneidade clínica dos pacientes com LCL ou a gravidade da doença, 

bem como, o uso de diferentes lotes de reagentes nas hemoculturas. Souza et al. 

(2012) mostraram que PBMCs de pacientes com LCL ativa e de indivíduos sadios 

produzem IL-10 em concentrações similares quando expostas a antígeno solúvel de 

L. (V.) braziliensis. Estudos que avaliaram a interação entre antígenos de leishmânia 

e PBMCs de pacientes com LTA revelaram que antígenos solúveis de L. (V.) 

braziliensis derivados de formas promastigotas são capazes de estimular a produção 

de uma variedade de citocinas, tais como, IFN, TNF, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-17 

(Bacellar et al. 2002; Castellucci et al. 2006). Além disto, formas amastigotas de L. 

(V.) braziliensis estimularam a produção de IL-1, IL-6, IL-10, TGFβ, TNF, IFN, IL-

17 e IL-23 em culturas de PBMCs de doadores sadios, sem história prévia de 
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leishmaniose (Gomes et al. 2014). Os resultados dos quatro últimos trabalhos 

citados corroboram com o presente estudo. 

No presente estudo, quando comparados pacientes e controles quanto à 

produção de IL-6, observou-se maior produção desta citocina nas hemoculturas dos 

pacientes, não estimuladas e nas estimuladas com MDP. A ativação de NOD2 levou 

a uma maior produção de IL-6 nas hemoculturas dos pacientes em relação as 

hemoculturas dos controles. Foi demonstrado que linfócitos obtidos de pacientes 

com LM e LC produzem elevados níveis de IL-17 quando comparados com linfócitos 

obtidos de controles não infectados (Bacellar et al. 2009), o que de forma indireta, é 

semelhante ao encontrado no presente trabalho; já que, em seres humanos, a 

combinação da IL-1β e da IL-6 foi demonstrada ser suficiente para a geração de 

células Th17 produzindo IL-17 (Acosta-Rodriguez et al. 2007), que por sua vez, 

induz vários mediadores inflamatórios como IL-1, IL-6, TNF (Korn et al. 2007). 

Neste trabalho, a combinação Pam/MDP aumentou, significantemente, a 

produção de IL-6, TNF e IL-10 nas hemoculturas dos pacientes e controles, em 

relação a cada estímulo sozinho; de maneira similar, Ag e MDP juntos aumentaram 

a concentração destas citocinas (IL-6 e IL-10, especialmente nas hemoculturas dos 

pacientes). Logo, TLR2 e NOD2 foram ativados ao mesmo tempo e a produção de 

citocinas decorrente disso foi maior. Há estudos prévios mostrando os efeitos 

sinérgicos de MDP com agonistas de TLR em células monocíticas humanas em 

cultura (Yang et al. 2001; Uehara et al. 2005). No entanto, não foram encontrados 

estudos com as combinações de agonistas de TLR e agonistas NOD2 na LTA. O 

uso dos estímulos para o acionamento de TLRs e NOD2 presente nos monócitos, 

poderá contribuir para o entendimento do estado de ativação dessas células e a 

participação delas na LTA via aumento da produção de citocinas.  

 Na tentativa de avaliar se o nível de ativação dos monócitos do sangue 

periférico nos pacientes com LCL estava associado às manifestações clínicas da 

doença, foram realizados testes de correlação. Não houve correlação significante 

entre o número de lesões dos pacientes com LCL e as concentrações de IL-6, TNF 

e IL-10 nas hemoculturas dos mesmos. Quando foram comparados pacientes com 

apenas uma lesão e pacientes com mais de uma lesão, em relação à produção 

destas citocinas, também não foi detectada diferença significante entre os dois 

grupos. Em um estudo anterior do nosso grupo (Pereira et al. 2012) foi detectada 



 

 

52 

 

uma correlação positiva entre as concentrações de TNF, presentes no soro ou em 

hemoculturas após os estímulos LPS, Pam3Cys e antígeno de L. (V.) braziliensis e o 

número de lesões dos pacientes com LCL. A gravidade das lesões e o tempo das 

lesões até o diagnóstico, podem ser responsáveis pela diferença entre os estudos. 

Estudos mostram que o TNF ativa os macrófagos para produzir NO e matar o 

parasito, mas também pode promover a injúria tecidual (Carvalho et al. 2012; Soong 

et al. 2012). Desse modo, o TNF atua no controle da infecção, ajudando na 

eliminação dos parasitos Leishmania sp, mas pode também exacerbar a lesão 

tecidual causada pela infecção. Níveis aumentados são importantes em um primeiro 

momento da doença, para o seu controle, mas, posteriormente, devem ser 

modulados para que ocorra a remissão ou a cura clínica das lesões.  

No presente estudo foi detectada uma tendência a correlação positiva entre o 

número de lesões e as concentrações de IL-6 nas hemoculturas sem estímulo ou 

com o estímulo Pam3Cys (a ativação via TLR2 foi uma das melhores para a indução 

de IL-6); sugerindo que há participação da IL-6 no dano tecidual em pacientes com 

LCL. A produção de IL-17, IL-1β e IL-6 foi associada com lesão tecidual em 

pacientes com LM, mediada pela atração de neutrófilos e liberação de proteinases 

(Boaventura et al. 2010; Ghoreschi et al. 2010), mostrando uma relação entre IL-6 e 

lesão tecidual, o que corrobora com nosso achado. A produção de IL-17 por PBMCs 

é aumentada durante o curso da LC e LM e há significante frequência de células IL-

17+ nas lesões causadas por L. (V.) braziliensis (cerca de 40% das células dentro do 

infiltrado inflamatório), atribuindo à essa citocina um papel na patogênese da reação 

inflamatória na leishmaniose. Houve correlação direta entre IL-17 e TNF e 

correlação inversa entre a produção de IFN e IL-17 (Bacellar et al. 2009). Como o 

TNF tem sido considerado uma importante molécula na patologia associada a LC e 

LM, a direta correlação entre TNF e IL-17 dá suporte ao papel da IL-17 e 

indiretamente, da IL-6, no dano tecidual da LCL.  

Nós não observamos uma correlação entre o tamanho da lesão e as 

concentrações de IL-6, TNF e IL-10. Num estudo envolvendo pacientes com LC 

provenientes de área endêmica de L. (V.) braziliensis, PBMCs foram estimuladas 

com SLA ou concanavalina A e os níveis de TNF, IL-10 e IFN foram avaliados nos 

sobrenadantes das culturas após 24, 48 ou 96 horas, respectivamente, e 

correlacionados com o tamanho da lesão ao diagnóstico dos pacientes. Observou-se 
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uma correlação positiva entre a produção de TNF e o tamanho da lesão, mas não 

houve correlação entre o tamanho da lesão e a produção de IL-10 ou IFN, 

sugerindo uma contribuição do TNF para a ulceração e a severidade da lesão 

(Oliveira et al. 2011). As diferenças entre o presente estudo e este podem ser 

devidas ao número de pacientes (três vezes menor no presente estudo) e tempo de 

cultura (menor no presente estudo). Em hemoculturas a produção de TNF é rápida, 

com um pico de concentração da citocina, nos sobrenadantes das culturas, em 6 h 

após a estimulação. É possível que alterações nas concentrações de TNF entre 6 h 

e 24 h possam criar um viés nas análises e leve a perda de correlações. Nossos 

dados mostraram tendência a uma correlação negativa entre o tamanho das lesões 

e as concentrações de IL-10, nas hemoculturas estimuladas com Pam3Cys, Ag e 

MDP; o que pode ser esperado, pois, a IL-10 é uma citocina anti-inflamatória, que 

previne a superprodução de TNFevitando dano tecidual (Ribeiro-de-Jesus et al. 

1998). No entanto, ela pode exacerbar o crescimento dos parasitos, dificultando sua 

eliminação (Saraiva & O´garra 2010). As baixas concentrações de IL-10 estão 

associadas à falta de controle do processo inflamatório e ao aumento de lesões na 

LTA (Gaze et al. 2005). O aumento de IL-10 está relacionado à redução da lesão 

tecidual (Oliveira et al. 2011). 

Foi verificado, neste estudo, que não houve uma correlação entre o tempo de 

lesão ao diagnóstico e as concentrações de IL-6, TNF e IL-10, mas houve 

tendência a uma correlação positiva entre o tempo de lesão e IL-10, nas 

hemoculturas sem estímulo ou com o estímulo MDP, ou seja, nas lesões mais 

antigas a produção dessa citocina foi maior. Para o nosso conhecimento não foram 

encontrados relatos de correlação entre o tempo de lesão ao diagnóstico e produção 

de citocinas na leishmaniose. No entanto, podemos sugerir que níveis mais elevados 

de IL-10 in vivo possam estar associados às dificuldades de controle dos parasitos 

devido às propriedades imunossupressoras desta citocina.  

Quando comparados os pacientes clinicamente curados após um ciclo de 

medicamento e aqueles clinicamente curados após mais de um ciclo de 

medicamento em relação à produção de IL-6, foi observado que esta foi mais 

elevada nas hemoculturas com o estímulo MDP (ativação via NOD2), dos pacientes 

curados com mais de um ciclo de medicamento. Estes dados sugerem um papel 

patogênico para essa citocina na leishmaniose, indicando que os pacientes que 
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apresentarem ao diagnóstico uma elevada produção de IL-6, poderão ter uma 

doença mais grave, com mais difícil tratamento. A análise imunoistoquímica de 

biópsias de pacientes com LTA, provenientes de área endêmica de L. (V.) 

braziliensis, obtidas antes da terapia com N-methil glucamine mostrou maior 

expressão de células IL-17 nos pacientes com LC que apresentaram pior resposta à 

terapia (Rodrigues et al. 2011). Na LC, a IL-17 parece contribuir para a persistência 

da inflamação em modelos experimentais com L. major (Anderson et al. 2009; 

Kostka et al. 2009). Estes dados corroboram com os do presente estudo, uma vez 

que para o desenvolvimento do perfil Th17 é importante a produção de IL-6. Nas 

leishmanioses, o papel do perfil Th17 ainda não foi totalmente esclarecido. Por outro 

lado, apesar de dados sugerindo um papel imunopatogênico para a IL-17, Novoa et 

al. (2011) detectaram IL-17 em indivíduos infectados, mas que não desenvolveram a 

doença, o que sugere um papel para a IL-17 na resistência à infecção. Além disto, 

foi demonstrado que a IL-17 tem um efeito protetor na leishmaniose visceral (Pitta et 

al. 2009), causada por L. donovani e na infecção experimental com L. 

infantum/chagasi, via modulação de IL-10 e potencialização da produção de NO in 

vitro e in vivo (Nascimento et al. 2015).  

Em relação às concentrações de TNF e IL-10 não foram detectadas 

diferenças significantes entre o grupo de pacientes curados com apenas um ciclo de 

medicamento e o grupo de curados com mais de um ciclo de medicamento. Num 

estudo envolvendo pacientes com LCL (única lesão ulcerada com duração de até 30 

dias), os pacientes foram divididos em dois grupos: o grupo 1, com completa cura da 

lesão em até 60 dias após início do tratamento com glucantime e o grupo 2, com 

lesão ativa após 60 dias do início do medicamento. As citocinas IFN e TNF foram 

avaliadas em sobrenadantes de culturas de linfócitos estimuladas com antígeno 

solúvel de leishmânia por 48 horas; antes e 60 dias após o início do tratamento. Foi 

observado que os níveis de IFN e TNF antes do tratamento no grupo 1 foram 

similares aos do grupo 2, semelhante ao observado no presente estudo. Após 

terapia, também não houve diferença significante entre os grupos quanto à produção 

destas citocinas. Quando a produção de IFN e TNF antes e após tratamento, 

foram comparadas dentro de cada grupo, notou-se que os níveis de IFN 

aumentaram no grupo 1 após a terapia, mas sem significância estatística; enquanto, 

que os níveis de TNF caíram, significantemente, após o tratamento em ambos os 
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grupos (D’ Oliveira-Junior et al. 2002). Os dados sugerem que pacientes capazes de 

modular a resposta e diminuir a produção de TNF após a terapia apesar do 

aumento da produção de IFN são aqueles com maior probabilidade de serem 

curados. É possível que o resultado clínico possa ser mais relacionado à capacidade 

do hospedeiro de modular a resposta inflamatória do que com a magnitude da 

resposta imunológica antes da terapia.  

Os resultados obtidos, no presente trabalho, sugerem que os monócitos de 

pacientes com LCL respondem a ativação via TLR2, TLR4 e NOD2, induzindo a 

produção de citocinas pró-inflamatórias (IL-6, TNF) e anti-inflamatória (IL-10). A IL-

6 pode estar associada à lesão tecidual e a demora na cura dos pacientes, 

possuindo um papel imunopatogênico na LCL humana. No entanto, deve ser 

avaliado um número maior de amostras para que conclusões mais fidedignas 

possam ser obtidas. 

A utilização de compostos agonistas de TLR pode ser uma estratégia 

promissora na modulação da resposta imune e como adjuvante em vacinas. O Ara-

LAM (Arabinosylated lipoarabinomannan) ativa TLR2 levando a produção de 

citocinas pró-inflamatórias e proteção contra LV (Bhattacharya et al. 2010). A 

ativação de TLR4, durante a imunoterapia da leishmaniose, tem sido associada com 

o aumento na taxa de cura em modelos animais (Baldridge et al. 2004; Calvopina et 

al. 2006; Reed et al. 2009; Raman et al. 2010). A vacinação subcutânea com 

adjuvantes agonistas dos TLR7 e TLR8 suprime a resposta Th2 e promove uma 

forte resposta Th1 (Zhang & Matlashewski 2008). Portanto, o estudo da ativação dos 

TLRs por seus agonistas e da subsequente produção de citocinas pode levar ao 

desenvolvimento de novas terapias e vacinas, o que é importante, visto que, não há 

uma vacina eficaz para LTA, os fármacos usados causam diversos e graves efeitos 

colaterais e está surgindo resistência dos parasitos aos fármacos. 
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7 CONCLUSÕES 

 
 

Conclusões específicas: 
 

- Houve produção significante de IL-6, TNF e IL-10, nas hemoculturas dos 

pacientes e dos controles, após estimulação com LPS, Pam, Ag ou MDP; mostrando 

que TLR4, TLR2 e NOD2 podem ser estimulados em leucócitos, especialmente em 

monócitos na infecção por leishmânia. 

- Ao comparar pacientes e controles, em relação aos diferentes estímulos, 

não foram detectadas diferenças significantes quanto à produção de TNF e IL-10; 

porém, houve maior produção de IL-6 nas hemoculturas dos pacientes não 

estimuladas e nas estimuladas com MDP (agonista de NOD2). 

- A combinação dos estímulos Pam/MDP aumentou, significantemente, a 

produção de IL-6, TNF e IL-10 nas hemoculturas dos pacientes e controles, em 

relação a cada estímulo sozinho; de maneira similar, Ag e MDP juntos aumentaram 

as concentrações destas citocinas (IL-6 e IL-10, especialmente nas hemoculturas 

dos pacientes. 

- Não houve correlação significante entre o número de lesões, o tamanho das 

lesões e o tempo de lesão ao diagnóstico dos pacientes com LCL e as 

concentrações de IL-6, TNF e IL-10. 

- Pacientes que não apresentam cura clínica após um ciclo de tratamento, 

produzem quantidades mais elevadas de IL-6 em hemoculturas ativadas com 

MDP/NOD2 do que pacientes que curam após um ciclo de terapia.  

 

Conclusão geral: 
 

Os monócitos de pacientes com LCL podem ser ativados via TLR2, TLR4 e 

NOD2, induzindo a produção de citocinas pró-inflamatórias (IL-6, TNF) e anti-

inflamatória (IL-10) e a IL-6 pode estar associada ao dano tecidual e a demora na 

cura dos pacientes, possuindo um papel imunopatogênico na LCL humana. 
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ANEXOS 
 
ANEXO 1:  PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA, TCLE  
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