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RESUMO 

 

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doença infecto-parasitária 

causada por protozoários do gênero Leishmania, cuja espécie mais prevalente no Brasil 

é L. (Viannia) braziliensis.A infecção de macrófagos humanos com L. (V.) braziliensis 

tem sido pouco estudada e não é conhecido se os leucotrienos, mediadores lipídicos 

produzidos por macrófagos, podem modular a infecção destas células por este parasito. 

O objetivo deste trabalho foi avaliar se os leucotrienos modulam a infecção de 

macrófagos humanos pelo isolado L. (V.) braziliensis IMG3. Macrófagos humanos 

foram derivados de monócitos do sangue periférico e infectados com formas 

promastigotas do isolado MHOM/BR/2003/IMG (IMG3) na proporção de ~10:1 

(parasitos:célula). As culturas foram incubadas por 4 h, sendo em seguida lavadas para 

retirar o excesso de parasitos extracelulares, e incubadas por adicionais 24, 48 ou 72 h. 

Para inibir a síntese dos leucotrienos, as culturas foram tratadas com MK0591 e para 

antagonizar o receptor de LTB4, CP-105,696. O LTB4 também foi adicionado às 

culturas. A dosagem de LTB4 foi realizada nos sobrenadantes das culturas, usando 

ensaio imunoenzimático. Para avaliar a participação de espécies intermediárias do 

oxigênio (ROI) e do óxido nítrico (NO), foram utilizados os seus respectivos inibidores, 

apocinina e aminoguanidina. Para avaliar a produção de ROIs foi utilizada a técnica do 

azul de tetrazólio (NBT). O isolado IMG3 infectou os macrófagos humanos, sendo 

selecionados os períodos de 4 h e 48 h de incubação para avaliar a fagocitose e a 

atividade microbicida, respectivamente. Os tratamentos com MK0591 ou CP105,696 

aumentaram significantemente o índice de infecção, após 4 h ou 48 h de incubação (p < 

005).  Os resultados mostraram que há necessidade da presença do composto MK0591 

durante todo o período de incubação (48 h), mas não a do antagonista do LTB4, cujo 

efeito é mantido após incubação por 4 h. A adição de LTB4 às culturas diminuiu 

significantemente a infecção dos macrófagos, tanto durante as primeiras 4 h quanto após 

48 h de cultura (p < 0,05). Os parasitos induziram a produção de LTB4 nas culturas de 

macrófagos nos primeiros 30 min, caindo esta produção após 4 h (p < 0,05). Além 

disso, o uso de inibidores de ROI e NO aumentaram significantemente a infecção de 

macrófagos antes (ROI e NO) ou após a ativação com LTB4 (ROI). Os resultados 

preliminares mostram a produção de ânion superóxido, induzida pelos parasitos e uma 

tendência no aumento pelo LTB4. Em conclusão, os resultados sugerem que os 

macrófagos humanos produzem leucotrienos após a infecção por L. (V.) braziliensis, 

sendo o LTB4 o principal leucotrieno produzido. O LTB4 inibe a fagocitose e aumenta a 

atividade microbicida dos macrófagos, contribuindo para diminuir a infecção. Os 

resultados sugerem que há produção de ROI e NO após infecção com L. (V.) 

braziliensis e que o LTB4 aumenta a atividade microbicida dos macrófagos via aumento 

da produção de ROI. Entender a participação dos leucotrienos no controle da infecção 

de macrófagos humanos por L. (V.) braziliensis pode levar à descoberta de novos alvos 

terapêuticos para a LTA. 

Apoio financeiro: CAPES; FAPEG. 

Palavras-chave: Mácrofago; Leucotrieno; Leishmania. 
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ABSTRACT 
 

The American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is an infectious disease caused by 

parasitic protozoa of the genus Leishmania, whose most prevalent species in Brazil is 

L. (Viannia) braziliensis. The human macrophage infection with L. (V.) braziliensis 

has been poorly investigated and is not known whether leukotrienes, lipid mediators 

produced by macrophages, may modulate this infection. The objective of this study 

was to evaluate whether leukotrienes modulate infection of human macrophages with 

L. (V.) braziliensis IMG3, a field clinical isolate. Human monocyte-derived 

macrophages were infected with promastigote forms of MHOM/BR/2003/IMG 

(IMG3) at a ratio of ~ 10:1 (parasite:cell). Cultures were incubated for 4 h and then 

washed to remove excess extracellular parasites, and incubated for additional 24, 48 or 

72 h. To inhibit leukotriene synthesis, the cultures were treated with MK0591 and to 

antagonize the LTB4 receptor, CP-105, 696. LTB4 was also added to the cultures. The 

measurement of LTB4 was performed on culture supernatants using enzyme 

immunoassay. To evaluate the involvement of reactive oxygen intermediates (ROI) 

and nitric oxide (NO) their respective inhibitors were used, apocynin and 

aminoguanidine. To assess the production of ROIs it was used nitroblue tetrazolium 

salt (NBT). The IMG3 infected human macrophages, being selected periods of 4 h and 

48 h incubation to assess phagocytosis and microbicidal activity, respectively. 

Treatments with MK0591 or CP105, 696 significantly increased the infection index 

after 4 h or 48 h incubation (p <005). The results show that the presence of MK0591 is 

need during whole incubation time (48 h) but not the LTB4 antagonist, whose effect is 

maintained after incubation for 4 h. The addition of LTB4 to the cultures significantly 

decreased macrophage infection, both during the first 4 h and after 48 h of incubation 

(p <0.05). The parasites induced LTB4 production in macrophage cultures during the 

first 30 min, but this production decreased after 4 h (p <0.05). The ROI and NO 

inhibitors significantly increased the infection index, before (ROI and NO) or after 

treatment with LTB4 (ROI). Preliminary results showed that production of superoxide 

anion is induced by parasites and this is further increased by LTB4. In conclusion, the 

results suggest that human macrophages produce leukotrienes following infection with 

L. (V.) braziliensis, and the main of them is LTB4. The LTB4 inhibits phagocytosis and 

enhances the microbicidal activity of macrophages, contributing to control of the 

infection. Results suggest that L. (V.) braziliensis induces LTB4, NO and ROI 

production and, in turn, LTB4 increases the microbicidal activity of macrophages via 

increase of ROI. Understanding the involvement of leukotrienes in the control of 

human macrophage infection with L. (V.) braziliensis can lead to the development of 

novel therapeutic targets for ATL. 

Financial support: CAPES; FAPEG. 

Keyword: Macrophage; Leukotriene, Leishmania. 
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1. INTRODUÇÃO  
 

1.1. A Leishmaniose Tegumentar Americana 

 

1.1.1. Características gerais 

A Leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma antropozoonose que 

acomete a pele e mucosas (nasal, oral, faringe e laringe). Ela é causada por várias 

espécies de protozoários do gênero Leishmania, podendo apresentar diferentes formas 

clínicas, dependendo da espécie de Leishmania e da relação entre o parasito e o 

hospedeiro (Gontijo & Carvalho 2003).  

A Leishmaniose Tegumentar é considerada, pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS), uma das seis mais importantes doenças infecciosas, constituindo um problema 

de saúde pública em 88 países, sendo estimado que mais de 12 milhões de pessoas 

estejam infectadas. É estimado que cerca de dois milhões de novos casos aconteça por 

ano (WHO 2005). No Brasil, entre o período de 1988 a 2009, a LTA apresentou média 

anual de 26.021 casos registrados e coeficiente de detecção médio de 14,1 casos por 

100.000 habitantes. Ao longo desse período, observou-se uma tendência no crescimento 

da endemia, registrando os coeficientes mais elevados nos anos de 1994 e 1995, quando 

atingiram níveis de 22,8 e 22,9 casos por 100.000 habitantes, respectivamente (Brasil 

2010). Ao analisar a evolução da LTA no Brasil, observa-se uma expansão geográfica, 

sendo que, no início da década de 80, foram registrados casos autóctones em 19 

unidades federadas e, no ano de 2003, foi confirmada autoctonia em todas as unidades 

federadas do país. A região Norte vem contribuindo com o maior número de casos 

(cerca de 37,3% do total de casos registrados, no período de 1988 a 2009) e com os 

coeficientes médios mais elevados (66,9 casos por 100.000 habitantes), seguida das 

regiões Centro-oeste (32,6 casos por 100.000 habitantes) e Nordeste (16,1 casos por 

100.000 habitantes) (Brasil 2009). Na região Centro-Oeste do país foram notificados, 

entre o período de 1990 e 2010, 87.009 casos de LTA, com uma média de 4.143 novos 

casos ao ano. Deste total de casos, 8.342 foram notificados no estado de Goiás (Brasil 

2010). De acordo com a Portaria GM/MS Nº. 2.472 de 31 de agosto de 2010, todo caso 

de LTA é de notificação obrigatória às autoridades locais de saúde. Deve-se realizar a 

investigação epidemiológica em até 48 horas após a notificação, avaliando a 
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necessidade de adoção de medidas de controle pertinentes. A investigação deverá ser 

encerrada até 180 dias após a notificação. A unidade de saúde notificadora deve utilizar 

a ficha de notificação/investigação do Sistema de Informação de Agravos de 

Notificação – SINAN, encaminhando-a para ser processada, conforme o fluxo 

estabelecido pela Secretaria Municipal de Saúde (Brasil 2010).  

Atualmente no país, as principais espécies responsáveis pela LTA pertencem a 

dois subgêneros: Viannia e Leishmania. Dentro destes, sete espécies foram detectadas, 

sendo seis do subgênero Viannia e uma do subgênero Leishmania. As três principais 

espécies são: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, associadas com lesões cutâneas 

localizadas (LCL, leishmaniose cutânea localizada) ou disseminadas (LCD, 

leishmaniose cutânea disseminada) e lesões mucocutâneas (LMC, leishmaniose 

mucocutânea) e L. (L.) amazonensis, associada com o desenvolvimento de lesões 

cutâneas localizadas ou com a forma difusa (LCDf, leishmaniose cutânea difusa). 

Também as espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi 

foram identificadas em estados das regiões Norte e Nordeste do Brasil (Gontijo & 

Carvalho 2003; Brasil 2007).  

Todas as espécies de Leishmania spp executam um ciclo de vida heteroxênico, 

sendo parte do ciclo em um hospedeiro vertebrado e parte no inseto vetor. Os vetores da 

LTA são insetos denominados flebotomíneos, pertencentes à Ordem Díptera, família 

Psychodidae, subfamília Phlebotominae, Gênero Lutzomyia, conhecidos popularmente, 

dependendo da localização geográfica, como mosquito palha, tatuquira, birigui, entre 

outros. No Brasil, as principais espécies envolvidas na transmissão da LTA são: 

Lutzomyia flaviscutellata, L. whitmani, L. umbratilis, L. intermedia, L. wellcome e L. 

migonei (Gontijo & Carvalho 2003; Brasil 2007). 

A infecção do hospedeiro vertebrado se inicia pela picada do inseto 

flebotomíneo que inocula, durante o repasto sanguíneo, as formas promastigotas 

flageladas. As formas promastigotas são, então, fagocitadas por células do sistema 

fagocítico mononuclear, especialmente os macrófagos, e iniciam um processo de 

diferenciação em formas arredondadas, denominadas amastigotas. As formas 

amastigotas se reproduzem por divisão binária, sendo que a intensa multiplicação leva 

ao rompimento das células e liberação dessas formas, que infectam novas células. Ao 

exercer um repasto sangüíneo, a fêmea de um flebotomíneo ingere, juntamente com o 

sangue, células parasitadas com a forma amastigota. Durante o trajeto pelo trato 
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digestivo, as células se rompem, liberam as formas amastigotas, que rapidamente se 

dividem por divisão binária se transformando em formas promastigotas procíclicas. No 

intestino do inseto vetor, estas sofrem um processo de diferenciação morfológica e 

funcional em formas promastigotas metacíclicas, que ganham a probócida do inseto. Ao 

exercer um novo repasto sangüíneo, o flebotomíneo inocula as formas metacíclicas 

dando, assim, continuidade ao ciclo, como pode ser visto na Figura 1 (Gontijo & 

Carvalho 2003; Brasil 2007). 

 

 

Figura 1. Ciclo heteroxênico de infecção da leishmaniose 

(Adaptado de Centers For Disease Control And Prevention) 

(http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html ) 

 

 

O diagnóstico clínico e epidemiológico da leishmaniose pode ser realizado, na 

ocorrência de lesões típicas da doença, especialmente se o paciente procede de áreas 

endêmicas ou esteve presente em lugares onde há casos de leishmaniose. Esse pode ser 

complementado com a Intradermorreação de Montenegro (IDRM) positiva e, 

eventualmente, pela resposta terapêutica. Entretanto, a confirmação do diagnóstico por 

métodos parasitológicos é fundamental, tendo em vista o número de doenças com as 

quais deve ser feito o diagnóstico diferencial com a LTA (Gontijo & Carvalho 2003; 

Brasil 2007).  
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O tratamento da LTA tem como fármaco de primeira escolha o antimonial 

pentavalente, existente sob a forma de N-metilglucamina, comercializado no Brasil. 

Não havendo resposta satisfatória ao tratamento com antimonial pentavalente, os 

fármacos de segunda escolha são a anfotericina B e as pentamidinas, consideradas mais 

eficazes do que os antimoniais no tratamento de lesões mucosas. Enquanto pacientes 

com LCL, com lesões cutâneas únicas ou múltiplas, apresentam cura espontânea ou boa 

resposta ao tratamento, aqueles com LMC, concomitantes lesões cutânea e mucosa ou 

lesão mucosa desenvolvida secundariamente à lesão cutânea, apresentam lesões que são 

altamente destrutivas e não respondem bem ao tratamento, ou mesmo quando ocorre a 

cicatrização, as recidivas são frequentes (Silveira et al. 2009). 

 No Brasil, no ano de 2007, os percentuais de cura clínica eram de 77,68% e o 

abandono do tratamento atingia 3,74%. Porém, esses indicadores são variáveis para 

cada região, estado, município e localidade (Gontijo & Carvalho 2003; Brasil 2007). A 

falha e o abandono são devidos a vários fatores. Primeiramente, à dificuldade do 

tratamento, pois os antimoniais possuem diversas contra-indicações como, por exemplo: 

não podem ser administrados em gestantes, pois estes fármacos atravessam a barreira 

placentária e podem impregnar o tecido nervoso do feto, levando a síndromes severas de 

retardamento mental. Há restrições também do uso dos antimoniais em pacientes com 

idade acima dos 50 anos, portadores de cardiopatias, nefropatias, hepatopatias e doença 

de Chagas. Além disto, o tratamento com antimoniais e anfotericina causam vários 

efeitos adversos como: mialgia, anorexia e náuseas. Em algumas ocasiões, no início do 

tratamento, há uma exacerbação do quadro clínico com o aumento do infiltrado nas 

lesões, do eritema, das secreções nasal e faríngea. Presume-se que isso decorra de uma 

resposta aos antígenos liberados com a morte do parasito. Quando é necessário o 

fármaco de segunda escolha usado é a anfotericina, (Brasil 2007; Oliveira et al. 2011; 

WHO 2005). Devem ser levados em consideração outros fatores, como a resistência aos 

fármacos.  

A falha no tratamento pode ser devida às próprias características intrínsecas do 

parasito, que podem expressar genes ligados à resistência (Guimond et al. 2003) Alguns 

estudos já relataram resistência em casos de tratamento de leishmaniose cutânea, que é a 

forma mais branda da doença e de maior probabilidade de cicatrização (Palacios et al. 

2001; Ouellette et al. 2004; Hadighi et al. 2006; Rojas et al. 2006; Yardley et al. 2006; 

Arevalo et al. 2007). A forma cutânea difusa é de difícil tratamento, não havendo 
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fármacos que levem à cura clínica da doença (Salaiza-Suazo et al. 1999; Zerpa et al. 

2007; Pereira et al. 2009). Além das dificuldades com a terapia da LTA, não há, ainda, 

uma vacina eficaz, que possa prevenir a doença (Noazin et al. 2008; Evans & 

Kedzierski 2012; Singh & Sundar 2012). O alto custo, a resistência e a toxicidade dos 

fármacos tradicionais, demonstram a necessidade de novas terapias e o desenvolvimento 

de vacinas eficientes. 

O entendimento da relação entre o parasito e o hospedeiro é um fator 

determinante para se compreender a evolução da LTA, cujo desfecho depende do 

estabelecimento de uma resposta imune celular adequada, juntamente com a terapia.  

 

1.1.2. A resposta imune na LTA 

A infecção por L. major, em camundongos de linhagens geneticamente 

diferentes, constitui o modelo que melhor representa a relevância da genética do 

hospedeiro para a definição das consequências da infecção. L. major é uma das 

principais espécies causadoras de leishmaniose cutânea no sudeste da Ásia e norte da 

África (Sacks & Noben-Trauth 2002; WHO 2005). A infecção de camundongos da 

linhagem C57BL/6 por esta espécie revelou que estes desenvolvem lesões locais, que 

curam após algumas semanas. A resistência à infecção foi associada ao 

desenvolvimento de células T CD4
+
 auxiliares do tipo 1 (Th1, T helper 1), produtoras 

de interferon gama (IFN) e fator de necrose tumoral (TNF, tumor necrosis factor). 

Estas citocinas são importantes para a ativação clássica de macrófagos, capacitando-os a 

produzirem maiores quantidades de reativos intermediários do oxigênio (ROI, reactive 

oxygen intermediates) e do nitrogênio (RNI, reactive nitrogen intermediates). Estas 

moléculas, altamente tóxicas, são responsáveis pela morte intracelular das leishmânias 

(Murray 1981; Murray et al. 1983; Liew et al. 1990; Zarley et al. 1991; Murray & 

Nathan 1999; Horta et al. 2012).  

A suscetibilidade à infecção foi observada em camundongos da linhagem 

BALB/c. Estes camundongos desenvolvem lesões persistentes, progressivas, podendo 

ocorrer a disseminação dos parasitos para os órgãos viscerais. A resposta imune 

ineficiente para o controle da doença foi associada ao desenvolvimento de células T 

CD4
+
 auxiliares do tipo 2 (Th2, T helper 2), produtoras de interleucinas 4, 10 e 13 (IL-

4, IL-10 e IL-13), e ao fator transformador do crescimento β (TGF- β, transforming 

growth factor β), que inibem a produção de IFN e a ativação dos macrófagos (Liese et 
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al. 2008). A IL-4 e a IL13 ativam os macrófagos de maneira alternativa, induzindo a 

produção de arginase, que gera a produção de poliaminas, as quais aumentam o 

crescimento do parasito intracelular e, consequentemente, a progressão da doença 

(Iniesta et al. 2002; Roberts et al. 2004; Naderer & McConville 2008; Mosser & 

Edwards 2008).  

Devido à extrema importância dos ROIs e RNIs na atividade microbicida dos 

macrófagos, estudos vêm tentando comprovar a participação destes na morte de 

parasitos do gênero Leishmania. Para isto, podem ser utilizados inibidores da produção 

de ROI, sendo um desses inibidores a apocinina (Stefanska& Pawliczak 2008), o 4'-

hydroxy-3'-methoxy-acetophenone, que tem como análogo a acetovanilona). A 

apocinina é um inibidor seletivo da atividade da NADPH oxidase, responsável pela 

produção de ROI, consequentemente, inibe a produção de ROI em diferentes tipos 

celulares, como neutrófilos a macrófagos (Muijsers et al. 2000; Worm et al. 2001, 

Almeida et al. 2011). Experimentos suportam a ideia de que a apocinina inibe a 

translocação das subunidades p47
phox

 e p67
phox

 para a membrana celular, inibindo assim 

a ação da NADPH oxidase (Ximenes et al. 2007). 

 Assim como para os ROIs, existem inibidores de RNI, como por exemplo, a 

aminoguanidina (Muijsers et al. 2000) que atua como um inibidor seletivo da óxido 

nítrico sintase (iNOS, inducible nitric oxide synthase) (Misko et al. 1993; Holstad et al. 

1997; Farhad  et al. 2011). A participação da iNOS e gp 91 phox (subunidade da 

NADPH oxidase ), que são necessárias para a formação de NO (nitric oxide) e ROI, 

respectivamente, foi relatada como fator crucial na morte de L. major em macrófagos 

murinos (Blos et al. 2003).  Estudos vêm demonstrando a participação dos RNIs no 

controle da infecção murina com L. major (Trez et al. 2009; Fritzsche et al. 2010). 

Adicionalmente, estudos com Leishmania do Novo Mundo apontam uma relevância do 

NO no controle da infecção por L. (L.) amazonensis em murinos (Linares et al. 2001). 

Mukbel et al (2007) relataram que a participação de ânion superóxido e NO é necessária 

para a morte de formas amastigotas de L. amazonensis, em macrófagos murinos, que 

foram estimulados com lipopolissacarídeo (LPS) e IFN. Em macrófagos humanos, já 

foi descrita a participação de ROI (ânion superóxido) no controle da infecção por L. (L.) 

amazonensis e por L. (V.) braziliensis (Khouri et al. 2009). 

Em seres humanos, o paradigma Th1/Th2, associado à cura clínica ou não 

resolução da infecção na LTA, não é tão claro como nos camundongos. Na LTA, 
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durante a fase ativa da LCL, há predominância de linfócitos T CD4+ com produção 

mista de citocinas do tipo Th1 (IFN) e Th2 (IL-4). Nos indivíduos que cicatrizam 

espontaneamente ou naqueles que apresentam cicatrização após o tratamento 

quimioterápico, foi observada uma proporção similar de linfócitos T CD4
+ 

e T CD8
+
, 

com produção de IFN e baixos níveis de IL-4 (Coutinho et al. 1998). No entanto, 

indivíduos com LMC, a forma mais grave da LTA, podem apresentar níveis de IFN 

similares àqueles de indivíduos que apresentam cicatrização espontânea de lesões 

cutâneas (Carvalho et al. 1995). As células mononucleares de pacientes considerados 

com leishmaniose subclínica, quando estimuladas com antígeno de L. (L.) amazonensis, 

produzem uma quantidade bem menor de IFN e TNF, e quantidades um pouco mais 

elevadas de IL-5, comparadas às dos pacientes com leishmaniose cutânea, 

demonstrando, então, que pacientes que não desenvolvem a doença possuem a 

habilidade de modular a resposta imune para controlar a infecção com um perfil Th2 

(Follador et al. 2002). Usando antígeno de L. (V.) braziliensis, foi demonstrado que 

células de pacientes com leishmaniose mucosa produzem altos níveis de IFNe de IL-5, 

quando comparadas com as de pacientes com LC (Da-Cruz et al. 2002).  

Mais recentemente, Gomes-Silva et al. (2007) observaram que células de 

pacientes com leishmaniose mucosa, que haviam cicatrizado as lesões, estimuladas com 

antígenos de L. (V.) braziliensis, apresentam uma maior produção de IFNe uma 

menor produção de IL-10, quando comparadas às de pacientes com cicatrização 

espontânea, assintomáticos ou com leishmaniose cutânea cicatrizada, após tratamento, 

mostrando que mesmo após a cicatrização, pacientes que tiveram leishmaniose mucosa 

ainda mantém um padrão de alta produção de citocinas. Vários estudos vêm tentando 

determinar um padrão de produção de citocinas, associado com a severidade da doença, 

a forma clínica ou mesmo com a resolução da infecção (Castes et al. 1988; Pirmez et al. 

1993; Coutinho et al. 1996, Bacellar et al. 2002; Faria et al. 2005). Apesar da falta de 

uma clara associação entre a produção de citocinas e a evolução da infecção, uma 

resposta imune celular é necessária para a cura clínica da doença, como demonstrado 

nos camundongos C57/BL6 infectados com L. major. É a ativação da resposta imune 

celular com produção de IFN e TNF que garantem a adequada ativação dos 

macrófagos para a eliminação dos parasitos (Vouldolkis et al.  1995; Novais et al.  

2009). 



8 

 

 

1.1.3. Os macrófagos na infecção por Leishmania sp. 

Os macrófagos fazem parte do sistema mononuclear fagocitário, que é composto 

por subgrupos de leucócitos originados da medula óssea, derivados das células 

mielóides, que circulam no sangue como monócitos e populam os tecidos como 

macrófagos. Os monócitos, liberados da medula óssea, são morfologicamente 

heterogêneos, em relação ao tamanho, a granulosidade e ao núcleo e expressam 

diferentes moléculas em suas membranas, incluindo receptores de quimiocinas e 

moléculas de adesão, para migrarem do sangue para os tecidos. Os monócitos e 

macrófagos são reguladores críticos da resposta imune inata. Os macrófagos são 

fagócitos especializados, que residem em tecidos linfóides ou não linfóides, 

apresentando importante função na defesa contra as infecções, devido a uma grande 

variedade de receptores que reconhecem patógenos e à sua habilidade em produzir 

citocinas inflamatórias e moléculas microbicidas (Aderem & Underhill 1999; Gordon 

2003; Mosser & Edwards 2008). Em seres humanos, a subclasse de monócitos clássica 

é a melhor descrita, sendo definida por ser uma população pró-inflamatória, que 

expressa CD14 e receptor de baixa afinidade para a porção Fc de anticorpos IgG 

(CD16). Porém, nossos conhecimentos sobre como essa diversidade contribui para a 

LTA ainda é limitado. Os monócitos são uma população heterogênea de células, que 

também contribui para a geração de diferentes macrófagos e exercem um papel de 

extrema importância na infecção por leishmânias, pois estes se diferenciam em 

macrófagos, que é a célula onde o parasito se multiplica. (Aderem & Underhill 1999; 

Kaye & Scott 2011).  

Apesar dos parasitos Leishmania sp poderem ser encontrados em neutrófilos, é 

nos fagócitos mononucleares que os parasitos apresentam maior replicação e 

sobrevivência, sendo que os macrófagos residentes da derme são rapidamente 

infectados, tornando-se a população infectada dominante nas primeiras 24 horas de 

infecção (Aderem & Underhill 1999; Kaye & Scott 2011). As formas promastigotas se 

ligam a receptores de superfície dos macrófagos, levando, então, à fagocitose do 

parasito, que é internalizado e se transforma em formas amastigotas. Alguns receptores 

já foram descritos como importantes para a internalização das formas promastigotas, 

como por exemplo: receptor do complemento 3 (CR3, third complement receptor),   

receptor do complemento 1 (CR1, first complement receptor), receptor de Manose (MR, 
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manose receptor), Receptor de fibronectina (FnR, fibronectin receptor) e em 

amastigotas já foi relatado também: receptor para porção Fc de IgG (FcR, Fc gamma 

receptor) (Blackwell et al. 1985; Wilson & Pearson 1988; Russell & Wright 1988; 

Ueno & Wilson 2012). A Figura 2 apresenta os receptores relevantes para a fagocitose 

de Leishmania sp.  

Estudos relataram que leishmânias promastigotas que se encontram na fase 

estacionária do crescimento, apresentam um aumento da expressão de moléculas de 

superfície, como a glicoproteina gp63 e alterações bioquímicas da lipofosfoglicana 

(LPG) (Puentes et al. 1988; Ramamoorthy et al. 1992, Pimenta et al. 1994; Forestier et 

al. 2011). Estas moléculas estariam relacionadas com a entrada dos parasitos nas 

células. A forma promastigota se liga a receptores do complemento de forma direta ou 

às proteínas do complemento. A gp63 presente na superfície das leishmânias ativa a 

cascata do complemento, se ligando a proteína do complemento C3 que é clivada em 

C3b (um ligante do CR1), que é clivado em iC3b (forma inativa do C3b), que se liga ao 

CR3 (Russel 1987; Ramamoorthy et al. 1992). Coooper et al. (1988) usaram anticorpos 

monoclonais ligantes ao CR3 e demonstraram a inibição da ligação de formas 

promastigotas de L. major e L. donovani a macróagos murinos. A avaliação da ligação 

das formas promastigotas a macrófagos demonstrou uma cooperação entre CR1 e Mac-

1/CD11bCD18, especialmente em células humanas, onde foi mostrado que o Mac-1 

estabiliza a adesão (Rosenthal et al. 1996). Além disso, outras interações também 

facilitariam a entrada destes parasitos, como os MRs interagindo com manose na 

superfície dos parasitos.  A inibição da fagocitose dos parasitos por macrófagos 

humanos ocorre após a inibição dos MRs (Wilson & Pearson 1988). Também a 

participação do receptor FnR é importante para a fagocitose, uma vez que a g63 possui 

motivos que se assemelham aos da fibronectina e dessa forma se liga aos FnR 

(Brittingham et al. 1999).  
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Figura 2. Receptores que participam na fagocitose de Leishmania sp nas células do 

hospedeiro. Adaptado de Ueno & Wilson, 2012. 

 

 

A avaliação da infecção de macrófagos humanos in vitro, por diferentes espécies 

de Leishmania (L. (V.) panamensis, L. major, L. infantum) mostra que estas células são 

permissivas à infecção por estes parasitos, porém, uma vez ativadas com produtos 

bacterianos, tais como o LPS e citocinas, especialmente o IFN, são capazes de eliminar 

os parasitos intracelulares (Vouldoukis et al. 1995; Bosque et al. 1998; Panaro et al. 

1999). Experimentos demonstraram que macrófagos de doadores sadios, após a infecção 

com L. (V.) braziliensis, produzem uma grande quantidade de moléculas pró-

inflamatórias, como por exemplo, CXCL10, levando a um maior recrutamento celular 

(Vargas-Inchaustegui et al. 2010). Corroborando com este estudo, recentemente, 

experimentos com macrófagos derivados de células mononucleares do sangue periférico 

de pacientes demonstraram que, após a exposição a L. (V.) braziliensis, os macrófagos 

de indivíduos com infecção subclínica (sem lesões, IDRM positiva) mostraram uma 

menor taxa de infecção e um menor número de formas amastigotas intracelulares em 

comparação às células de pacientes com LCL ou LMC. Os macrófagos dos pacientes 

com LCL ou LMC produziram mais quimiocinas (CCL2, CXCL8, CCL9) e TNF- do 

que aqueles de pacientes com a infecção subclínica, indicando que os macrófagos 

desempenham um papel crucial no controle da infecção por L. (V.) braziliensis em seres 

humanos, mas por secretar quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias contribuem para o 

recrutamento e ativação das células T, promovendo inflamação, com danos nos tecidos 

e maior gravidade da doença (Giudice et al. 2012). 
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Passwell et al. (1984) avaliaram a infecção de monócitos humanos por L. major, 

sob diferentes estímulos, não encontrando diferença na infecção dos monócitos 

estimulados ou não com endotoxinas, linfocinas, partículas de zimozan e concavalina A. 

Outro estudo demonstrou que macrófagos humanos, infectados com L. (V.) panamensis 

derivados de monócitos de indivíduos que tiveram leishmaniose cutânea tinham um 

número de células infectadas maior do que os indivíduos que possuíam a doença 

subclínica (Bosque et al. 2000). Poucos estudos avaliaram a infecção de macrófagos 

humanos por L. (V.) braziliensis, sendo que os estudo existentes tiveram um enfoque em 

avaliar apenas a participação de citocinas (Khouri et al. 2009; Giudice et al. 2012).  

Avaliar a interação entre macrófagos humanos e L. (V.) braziliensis, demonstrando que 

moléculas são induzidas nos macrófagos por estes parasitos e quais são os efeitos destas 

na infecção, é crucial para entender o que ocorre durante a infecção de macrófagos 

humanos por essa espécie, tanto para o controle da infecção quanto para entender a 

imunopatogenia da LTA. 

 

1.2. Os leucotrienos 

 

1.2.1. Características gerais 

Os leucotrienos são mediadores lipídicos da inflamação e receberam esse nome 

devido a três ligações duplas conjugadas na estrutura de 20 carbonos e porque foram 

isolados inicialmente de leucócitos. Os leucotrienos são eicosanóides (do grego eicosa = 

vinte; para derivados de ácidos graxos contendo 20 carbonos) derivados do 

metabolismo do ácido araquidônico (all-cis-5,8,11,14-ácido eicosatetraenoico, AA), um 

componente essencial das membranas celulares, que é liberado por clivagem 

estreitamente regulada por fosfolipase. O AA é um intermediário biológico que pode ser 

convertido em um grande número de eicosanóides com potentes atividades biológicas 

(Crooks & Stockley 1998; Murphy & Gijón 2007; Nakamura & Shimizu 2011).  

A biossíntese dos leucotrienos começa apenas após estimulação celular, quando 

as células ou tecidos são expostos a estímulos fisiológicos e patológicos, como por 

exemplo: imunocomplexos, endotoxinas, o componente do sistema complemento C5a, 

IL-1, TNF, fator estimulador de colônia granulócito-macrófago (GM-CSF, granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor), fator ativador de plaquetas (PAF, platelet-

activating factor), elastase produzida pelo neutrófilo e o próprio leucotrieno B4 (LTB4), 
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que são capazes de ativar fosfolipases nos leucócitos para iniciar a síntese dos 

leucotrienos (Crooks & Stockley 1998; Funk 2001). Dependendo da estrutura molecular 

e das propriedades bioquímicas, a fosfolipase A2 (PLA2) pode ser classificada em 

quatro categorias principais: (1) PLA2 secretada (sPLA2); (2) a isoforma citosólica 

dependente de cálcio PLA2 (CPLA2); (3) a isoforma citosólica independente de cálcio 

PLA2 (iPLA2); e a (4) PAF Acetil-hidrolase, que inativa o PAF. Quanto à isoforma  

cPLA2, o cálcio não é necessário para a atividade catalítica, mas é importante para a 

interação com a membrana e os fosfolipídios. Há pelo menos seis tipos de cPLA2: 

cPLA2α, cPLA2β, cPLA2γ, cPLA2δ, cPLA2ε e cPLA2δ, dos quais a cPLA2α é uma 

enzima crucial na produção de eicosanóides. Esta enzima é amplamente expressa em 

vários tipos de tecidos e células, por exemplo, no cérebro, pulmão, rim, coração, baço, 

plaquetas, macrófagos, neutrófilos, células endoteliais e células epiteliais alveolares 

(Shimizu 2009, Nakamura & Shimizu 2011).  

Após vários estímulos celulares, que geram um aumento de Ca
2+

 livre, as 

enzimas cPLA2α e a 5-lipoxigenase (5-LO) são translocadas para o núcleo. Dessa 

forma, a cPLA2α age sobre os glicerofosfolipídeos de membrana  na posição sn-2,  

sendo então  hidrolisados, liberando  dois produtos: o AA e os lisofosfolipídeos. Os 

lisofosfolipídeos podem funcionar como moléculas bioativas ou servir como 

precursores de outros mediadores, como por exemplo, para o PAF. O AA é usado como 

substrato pela enzima 5-LO, juntamente com a FLAP, a proteína ativadora da 5-LO 

(FLAP, 5-LO-activating protein). A FLAP, presente na membrana nuclear, se liga ao 

AA e, possivelmente, desempenha um papel na apresentação deste substrato a 5-LO. Já 

a enzima 5-LO é uma dioxigenase que possui um domínio NH2 terminal (Cd-2 similar) 

que liga dois íons cálcio e um domínio catalítico que liga ferro. Dessa forma, a 5-LO 

catalisa duas reações sequenciais: primeiramente, a retirada de um átomo de hidrogênio 

do C-7 do AA e inserção de oxigênio molecular para formar ácido 5-

hidroperoxieicosatetraenóico (5-HpETE) e, em seguida, remoção de um átomo de 

hidrogênio do C-10 do 5-HpETE, com conseqüente desidratação, para formar o 

conjugado trieno epóxido leucotrieno A4 (LTA4) (Crooks & Stockley 1998; Funk 2001, 

Murphy & Gijón 2007; Singh et al. 2010; Nakamura & Shimizu 2011). O LTA4 pode 

ser hidrolisado pela enzima LTA4 hidrolase, uma enzima citosólica que também exerce 

atividade de aminopeptidase e contém zinco no seu centro catalítico. Essa enzima 

adiciona água no C-12 para formar o LTB4 (ácido 5(S),12(R)-dihidroxi-6,8,10,14-
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(Z,E,E,Z)-eicosatetraenóico). Alternativamente, o LTA4 pode ser conjugado com 

glutationa para formar leucotrieno C4 (LTC4, ácido 5(S)-hidroxi-6(R)-S-glutationil-

7,9,11,14-(E,E,Z,Z)-eicosatetraenóico), por meio da ação da enzima LTC4 sintase. O 

LTC4 pode ser transferido para o meio extracelular e podem ainda serem formados o 

leucotrieno D4 e o leucotrieno E4 (LTD4 e LTE4, respectivamente). No meio 

extracelular, a glutamil-transpeptidase cliva a molécula de ácido glutâmico para formar 

o LTD4, este, por sua vez, é transformado em LTE4, pela clivagem da molécula de 

glicina pela enzima dipeptidase (Crooks & Stockley 1998; Funk 2001; Murphy & Gijón 

2007; Singh et al. 2010; Nakamura & Shimizu 2011). Alternativamente, os CysLTs 

(LTC4, LTD4, LTE4) também podem ser produzidos por meio do metabolismo 

transcelular, a partir de LTA4 ou AA derivado de neutrófilos, plaquetas e células 

endoteliais vasculares. Por exemplo, durante o processo inflamatório pode ocorrer 

biossíntese transcelular de leucotrienos, mediada por transferência de AA ou LTA4 de 

uma célula para outra. De tal forma que, mesmo que uma célula não possua alguma 

enzima da via de síntese de leucotrienos, é possível produzi-los. Esta biossíntese é 

considerada muito importante, porque pode gerar concentrações extremamente elevadas 

de CysLTs em um determinado local. Isso já foi relatado em células humanas como 

neutrófilos, plaquetas de sangue periférico, em células epiteliais humanas e em células 

endoteliais de suínos (Feinmark & Cannon 1986; Maclouf & Murphy 1988; Maclouf et 

al. 1989). 

Normalmente, moléculas que funcionam como sinais para coordenar eventos 

bioquímicos, devem estar sujeitos a mecanismos que finalizam sua atividade. Os 

leucotrienos são inativados, por conversões metabólicas, em uma série de produtos, que 

não são reconhecidos pelos receptores específicos e também podem ser convertidos em 

derivados que facilitam a sua eliminação. Sabendo que o LTB4 é essencialmente um 

ácido graxo, normalmente reações que envolvam a degradação de ácidos graxos, tais 

como vias de β-oxidação e reações de conjugação com ácido glicurônico, são 

essenciais. Há também a participação de enzimas específicas, incluindo o citocromo 

P450s e também a participação de oxirredutases que metabolizam o LTB4. O LTC4, 

sendo um peptidiolipídio, é um substrato para peptidases que formam o LTE4 como o 

principal metabólito. O LTE4 é, então, processado por uma reação de ω-oxidação, 

seguido por uma β-oxidação. As enzimas de degradação podem ser aumentadas pelo 

fator de transcrição do receptor ativador de proliferação de peroxissomos alfa 
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(Peroxisome proliferator-acivated receptor α, PPARα). Este receptor nuclear hormonal 

pode ser ativado pela ligação ao LTB4, fazendo com que se forme um ciclo de 

retroalimentação que limita a duração da atividade do LTB4 (Crooks & Stockley 1998; 

Murphy & Gijón 2007; Narala et al. 2010; Nakamura & Shimizu 2011).  

Os leucotrienos são mediadores lipídicos da inflamação, eles são 

predominantemente produzidos por células inflamatórias, como leucócitos 

porlimorfonucleares, macrófagos, eosinófilos, basófilos e mastócitos (Crooks & 

Stockley 1998; Murphy & Gijón 2007; Singh et al. 2010; Nakamura & Shimizu 2011). 

Em geral, os leucotrienos são análogos aos hormônios que atuam localmente, 

apresentando um efeito parácrino ao atuarem sobre células vizinhas, e autócrino, 

atuando sobre a própria célula fonte. Para isso, os leucotrienos devem ser reconhecidos. 

O efeito, então, é mediado por diferentes receptores acoplados à proteína G, que foram 

descobertos apenas a partir de 1997. Indícios da existência dos leucotrienos apareceram 

a partir de experimentos com leucócitos polimorfonucelares de coelho, que quando 

incubados com AA produziam metabólitos derivados do AA, até então desconhecidos 

(Borgeat & Samuelsson 1979). Porém, apenas décadas depois, devido às grandes 

diferenças relativas entre LTB4 e seus derivados, foram identificados e classificados os 

receptores específicos. Estudos utilizando vários tecidos e células, por exemplo, 

leucócitos humanos e células de pulmão de porco forneceram evidências para a 

existência e distribuição dos receptores específicos para LTB4 (Singh et al. 2010). Em 

1997 e 2000, dois tipos de receptores do LTB4 foram descobertos, o BLT1 e o BLT2, 

respectivamente (Yokomizo et al. 1997, 2000). O primeiro receptor do LTB4 a ser 

clonado e caracterizado foi denominado BLT1, sendo identificado como um possível 

receptor transmembrânico contendo 352 aminoácidos. Em seres humanos, o receptor 

BLT1 é exclusivamente expresso em células inflamatórias, tais como neutrófilos, 

eosinófilos, células dendríticas, macrófagos, linfócitos B e T. O baço e o timo humano 

também expressam o mRNA BLT1, mas as quantidades são muito mais baixas do que a 

dos leucócitos do sangue periférico (Yokomizo et al. 1997; Shimizu et al. 2002; 

Pettersson et al. 2003; Tager et al. 2003; Nakamura & Shimizu 2011). 

 O segundo receptor do LTB4 a ser descrito foi o BLT2, que é um receptor de 

baixa afinidade. Este receptor foi descoberto durante a análise do gene do receptor 

BLT1 (Yokomizo et al. 2000). Apesar de ser um receptor de baixa afinidade, o BLT2 

envia, de forma eficiente, sinais intracelulares em resposta ao LTB4. Este receptor é 
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expresso em diversos tecidos humanos, tais como músculo esquelético, coração, pulmão 

e glândulas mamárias. Foi detectado também o mRNA do BLT2 em abundância no 

baço, fígado, ovário e leucócitos (Yokomizo et al. 2000, 2001; Nakamura & Shimizu 

2011).   

Os receptores dos CysLts são subdivididos principalmente em duas classes: o 

CysLT1 e o CysLT2. Essa subdivisão foi determinada a partir da sensibilidade a 

determinados antagonistas (Labat et al. 1992; Bäck 2002; Capra 2004; Singh et al. 

2010). O receptor CysLT1 é conhecido por ser sensível aos antagonistas montelukast, 

zafirlukast, pranlukast, pobilukast (antagonistas clássicos), enquanto o CysLT2 medeia 

vários efeitos que não são inibidos por estes antagonistas. O mRNA de CysLT1 foi 

primeiramente identificado em células pulmonares humanas, mais especificamente  nas 

células musculares lisas e macrófagos do pulmão. Além disso, foi demonstrada a 

presença de mRNA e a proteína CysLT1 em leucócitos do sangue periférico e no baço 

(Lynch et al. 1999; Sarau et al. 1999; Figueroa et al. 2001). O padrão de expressão de 

CysLT2 em seres humanos parece ser substancialmente diferente do padrão de 

expressão de CysLT1. Embora o receptor CysLT2 também seja altamente expresso no 

baço e em leucócitos do sangue periférico e em células pulmonares humanas, a 

expressão no coração, glândulas adrenais e cérebro parece ser única para este subtipo 

(Labat et al. 1992; Bäck 2002; Mellor et al. 2003; Capra 2004; Singh et al. 2010).  

Os mecanismos de transdução de sinal dos receptores de CysLT são semelhantes 

aos promovidos pelos receptores de LTB4. Após o reconhecimento dos agonistas, os 

receptores acoplados a proteína G, sofrem mudanças conformacionais, resultando na 

ativação da proteína G e na troca GDP-GTP, seguida da hidrólise de GTP e de vários 

eventos de sinalização intracelular (Peres et al. 2007; Singh et al. 2010). A ligação dos 

leucotrienos a seus receptores ativa diferentes proteínas G, que desencadeiam várias 

vias bioquímicas de sinalização nas células, tais como inibição de cAMP (via Gi), 

ativação de fosfolipase C (PLC, phospholípase C, via Gq), aumento de cálcio 

intracelular (via Gq) e ativação de fosfatidil inositol-3-quinase (PI3K, phosphatidyl 

inositide 3-kinase) e  proteínas-quinases ativadas por  mitógenos (MAPKs, mitogen 

activated protein kinase) (Peres et al. 2007; Singh et al. 2010). Por exemplo, a 

sinalização via BLT1 em células RAW 264.7 ativa um grande número de quinases, 

como as MAPKs e PI3K que são importantes para a proliferação dessas células induzida 

por LTB4 (Nieves & Moreno 2006). Além disso, já foi demonstrado que o inibidor da 
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PI3K inibe a migração induzida pelo LTB4 em células musculares lisas das vias aéreas, 

sugerindo a importância dessa quinase na sinalização (Watanabe et al. 2009). 

Recentemente, Okamoto et al. (2010) relataram que o BLT1 é necessário para a 

fagocitose nos macrófagos via FcR, pois o LTB4 potencializa a ativação de Rac 

quinase dependente de FcR.  

A regulação da expressão dos receptores de LTB4 e de CysLTs  tem sido 

associada à regulação por várias moléculas, tais como citocinas e agonista de receptores 

semelhantes a toll (TLRs, toll like receptors). Citocinas, como a IL-4 e a IL-13, podem 

aumentar a expressão de CysLT1. Também a nível transcricional, citocinas do tipo Th2, 

como a IL-4, podem aumentar os níveis de receptores de CysLT2 em monócitos e 

macrófagos humanos (Thivierge et al. 2001; Nakamura & Shimizu 2011). O LPS, 

agonista de TLR4, induz a expressão de CysLT2 em células dendríticas humanas 

(Thivierge et al. 2006). Além disso, citocinas como IL-5 e IFN podem aumentar a 

expressão de receptores para LTB4 em eosinófilos e macrófagos humanos, 

respectivamente (Huang et al. 1998, Thivierge et al. 2000). Alguns experimentos 

também demonstraram que o LPS induz a expressão de BLT1, enquanto TNF aumenta 

a expressão de BLT2, em células epiteliais humanas (Qiu et al. 2006). 

 Os leucotrienos são conhecidos principalmente pelas suas funções na 

inflamação (Samuelsson 1983). O LTB4 tem papel fisiológico na quimiotaxia de 

leucócito (neutrófilos, monócitos, macrófagos e eosinófilos, além de células dendríticas 

e de células T efetoras CD4
+
 ou CD8

+
), na adesão de leucócitos a células endoteliais e 

na indução da produção de citocinas pró-inflamatórias, como o TNF (Tager et al. 2000, 

2003; Goodarzi et al. 2003; Ott et al. 2003; Islam et al. 2006; Shin et al. 2006, 

Gaudreault & Gosselin 2009; Haneda et al. 2011). Os leucotrienos, por serem 

mediadores lipídicos da inflamação, são bem descritos por participarem dos processos 

inflamatórios de doenças crônicas, alérgicas e autoimunes (Griffiths et al. 1995; Capra 

et al. 2007; Ohnishi et al. 2008). Nesse contexto, os CysLTs estão envolvidos com 

eventos celulares tais como a migração celular e adesão de leucócitos (Dahlén et al. 

1981; Yuan et al. 2009; Dannull et al. 2012). Em pacientes asmáticos, atuam de forma 

importante no sistema respiratório, participando da hiperplasia de células globosas, 

causando o aumento da secreção de muco, além de modularem eventos como a 

broncoconstrição (Manning et al. 1990; Kim et al. 2006; Hashimoto et al. 2009; Kazani 

et al. 2011). No sistema circulatório, participam de importantes mecanismos da 
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inflamação e arteriogênese, na regulação da permeabilidade vascular e também na 

modulação da pressão sanguínea sistêmica (Lötzer et al. 2003; Lee et al. 2004; Hui et al. 

2004; Moos et al. 2008).  

Em função da extrema importância dos leucotrienos na inflamação, houve a 

necessidade do estudo deste mediador em distintas doenças. A doença mais estudada é a 

asma, em que já foi relatada uma maior expressão de receptores para leucotrienos e 

indução de quimiotaxia para diferentes tipos celulares (eosinófilos, neutrófilos). Foi 

demonstrado também que os leucotrienos participam na modulação da função celular, 

como por exemplo, das células dendríticas na asma (Turner et al. 1996; Machida et al. 

2004; Parameswaran et al. 2004; Zhu et al. 2005). Neste raciocínio de que os 

leucotrienos estariam participando diretamente na patologia da asma, visualizou-se a 

possibilidade de usar antagonistas dos receptores para leucotrienos no tratamento da 

asma (Drazen et al. 1999; Dahlén 2006; Montuschi et al. 2007; O’Byrne et al. 2009). O 

antagonismo dos leucotrienos nesta doença reverteu a contração prolongada da traqueia 

em suínos. Além disso, em seres humanos, o antagonismo possibilitou a inibição da 

liberação de citocinas como: IL-3, IL-4 e possivelmente IL-5, que participam da 

ativação de células (eosinófilos, linfócitos B), que aumentam a inflamação aguda e 

crônica, um dos principais fatores da fisiopatologia da asma brônquica. Em ambas as 

situações, foi usado um antagonista pranlukast, um antagonista clássico, que bloqueia o 

receptor CysLT1 (Obata et al. 1992, Tohda et al. 1999). 

Outros inibidores já foram produzidos. A empresa Pfizer desenvolveu um 

potente antagonista de LTB4, o CP-105,696 {1 - [3 - (4-phenylbenzyl) -4 

hydroxychroman-7-il]-1-ciclopentano carboxílico}. Esse composto é altamente seletivo 

para BLT1, tendo sido demonstrada a sua ação na regulação da quimiotaxia de 

neutrófilos in vitro e in vivo (Showell et al. 1995, 1996; Turner et al. 1996; Canetti et al. 

2003). Sua importância na quimiotaxia também foi enfatizada, pela inibição da 

expressão de proteínas quimioatraentes, por monócitos humanos (Huang et al. 2004) e 

também na inibição da migração de outras células como eosinófilos (Gladue et al. 

1996). Outra intervenção farmacológica para inibir os leucotrienos é a inibição da 

FLAP, que pode ser conseguida com o uso do composto MK0591, por exemplo. Este 

composto foi importante na inibição da hiperóxia, em camundongos com formação 

inadequada dos alvéolos (Park et al. 2011) e no próximo item veremos sua aplicação nas 

infecções. 
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Os leucotrienos também participam da regulação das atividades microbicidas 

dos leucócitos, as quais serão descritas na próxima seção, que discorre sobre o papel dos 

leucotrienos nas infecções. 

 

1.2.2. Os leucotrienos nas infecções, incluindo a leishmaniose 

 

Os leucotrienos são claramente descritos como importantes mediadores das 

respostas inflamatórias. Vários outros aspectos das funções dos leucotrienos vem sendo, 

todavia, descritos. Dentre estas funções, a participação no controle e eliminação de 

vários microrganismos. Como por exemplo, nas infecções virais e bacterianas (Flamand 

et al. 2007). Estudos demonstraram a participação do LTB4 endógeno no aumento da 

fagocitose de bactérias opsonizadas, mostrando que o LTB4 pode ser induzido após a 

fagocitose realizada por meio de receptores FcR ou CR (Mancuso et al. 2001). A 

atividade bactericida de macrófagos alveolares foi aumentada pela presença de LTB4, 

além de ter sido demonstrada a participação de vários metabólitos da via da 5-LO na 

destruição de Klebsiella pneumoniae.  O mecanismo proposto, responsável pela 

destruição bacteriana, seria por meio da participação dos leucotrienos, que aumentariam 

a indução da produção de peróxido de hidrogênio. Esta produção seria mediada pelo 

aumento da atividade NADPH-oxidase, sendo que o LTB4 participaria na indução da 

proteína quinase- (PKC-), por mecanismos ainda desconhecidos, promovendo a 

translocação e fosforilação da p47phox, gerando a produção de ROI (Serezani et al. 

2005). Além disso, os leucotrienos podem estar auxiliando na indução da liberação de 

potentes agentes antimicrobianos, que estariam participando do controle de vírus e 

bactérias. Nessa direção, estudos em células humanas e de camundongos demonstraram 

a atividade do LTB4 na indução da liberação de peptídeos antimicrobianos tais como 

defensinas, catelicidinas e neurotoxina derivada de eosinófilo, participando no controle 

de infecções virais e bacterianas (Flamand et al. 2007; Gaudreault & Gosselin 2008). 

 Em um modelo murino, Machado et al. (2005) demonstraram a importância dos 

leucotrienos na infecção por Strongyloides venezuelensis. A inibição da síntese de 

leucotrienos mediada pelo composto MK-886, aumentou de forma significante o 

número de ovos e das formas adultas do helminto, além de diminuir o número de 

eosinófilos e de células mononucleares no sangue, na cavidade peritoneal e no lavado 

brônquio-alveolar dos camundongos. A inibição de síntese dos leucotrienos, com esse 
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mesmo composto (MK-886), também modulou a infecção por Histoplasma capsulatum 

em camundongos. Os animais tratados com o inibidor morreram mais cedo (após 15 

dias de tratamento) do que os controles, que não morreram até 30 dias. Além disso, foi 

observado um maior número de unidades formadoras de colônia do fungo nos pulmões 

e no baço dos camundongos tratados por 14 dias. Para verificar a modulação imune 

pelos leucotrienos, citocinas foram dosadas em pulmões de camundongos, que foram 

previamente tratados com inibidores de síntese de leucotrienos, e percebeu-se a 

diminuição de IL-2, IL-5, IL-12 e IFNMedeiros et al. 2004). Outro exemplo do papel 

dos leucotrienos na resistência às infecções por fungos foi observado em camundongos 

deficientes em 5-LO. Neste caso, a falta de leucotrienos causou uma diminuição no 

recrutamento de linfócitos T de memória para os pulmões dos camundongos imunizados 

com extrato de antígeno de H. capsulatum, além de um aumento da mortalidade dos 

animais (Medeiros et al. 2008). Um estudo mais recente demonstrou que a inibição de 

5-LO causou uma maior suscetibilidade à infecção fúngica pulmonar, que estaria 

associada à persistência do fungo no pulmão, à diminuição de NO e à diminuição da 

fagocitose (Secatto et al. 2012).  

Na resposta imune inata a protozoários, os leucotrienos também participam dos 

mecanismos de resistência às infecções. O LTC4 aumenta a fagocitose de Trypanosoma 

cruzi por macrófagos de camundongos, além de aumentar a morte intracelular destes 

parasitos (Wirth & Kierszenbaum 1985b). Talvani et al. (2002) relataram também a 

importante participação do LTB4 na infecção por T. cruzi, sendo este um mediador 

lipídico importante para a migração e ativação de leucócitos, induzindo a produção de 

TNFe a indução de NO. Este RNI participa do controle e morte do parasito. Além 

disso, foi demonstrado, também, que o tratamento de camundongos com um antagonista 

de BLT1 (CP-105,696) aumenta a parasitemia, causada pelo T. cruzi. Corroborando 

estudos, Panis et al. (2011) demonstraram que camundongos deficiente em 5-LO 

apresentam uma maior parasitemia e uma menor detecção de NO no tecido cardíaco, 

além de, dentro de 30 dias de infecção, 60% dos camundongos morrerem, enquanto 

todos os selvagens permanecem vivos.  

Na infecção por Toxoplasma gondii, o LTB4 exógeno aumenta a atividade 

citotóxica de macrófagos derivados de monócitos humanos, promovendo a morte 

intracelular destes parasitos (Yong et al. 1994). Subsequentemente, um estudo avaliando 

a infecção por T. gondii, demonstrou que este parasito, incubado juntamente com 
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mastócitos, promove a desgranulação destas células e a liberação de LTB4. A inibição 

da formação destes leucotrienos estaria diretamente associada à diminuição da 

citotoxidade ao parasito (formação de vesícula e danos ao microrganismo) (Henderson 

& Chi 1998).  

Alguns estudos vêm tentando entender melhor a infecção por Leishmania sp e a 

participação dos leucotrienos na infecção por este parasito. Em um estudo com L. 

donovani foi demonstrado que os macrófagos peritoneais de camundongos, ao serem 

infectados com formas amastigotas, produzem metabólitos derivados da via da 5-LO e 

da cicloxigenase (Reiner & Malemud 1985). Experimentos realizados por Milano et al. 

(1996) demonstraram que células do baço, oriundas de camundongos infectados com L. 

major, tinham um aumento significante da produção de LTB4 no início da infecção. 

Este aumento foi associado a uma intensa inflamação, como um importante estímulo no 

recrutamento e ativação de células inflamatórias. Mais recentemente, foi demonstrado 

que a deficiência na produção de leucotrienos, em camundongos deficientes em 5-LO 

ou estudos de inibição farmacológica, usando um inibidor de 5-LO (MK0591), resultou 

no aumento da gravidade da infecção murina por L. (L.) amazonensis (Serezani et al. 

2006) A ausência de leucotrienos diminuiu a atividade microbicida dos macrófagos. 

Além disso, macrófagos de camundongos resistentes à infecção produziram níveis mais 

elevados de LTB4, após a infecção por L. (L.) amazonensis, do que os animais 

suscetíveis. O LTB4 causou um maior aumento da produção de NO em reposta a 

infecção por L. (L.) amazonensis em macrófagos de camundongos resistentes do que 

naqueles de camundongos suscetíveis (Serezani et al. 2006). 

Os mecanismos de controle da infecção causada por L. (V.) braziliensis são 

ainda pouco conhecidos, especialmente pouco se sabe sobre a interação entre 

macrófagos humanos e esta espécie de Leishmania. Além disso, muito pouco é 

conhecido sobre a participação dos leucotrienos na infecção por Leishmania e o 

envolvimento destes na infecção por L. (V.) braziliensis ainda não foi investigado. 

Levando em consideração a elevada prevalência da espécie L. (V.) braziliensis no país, 

e, ainda, o elevado número de indivíduos infectados e as dificuldades do tratamento da 

LTA, o conhecimento da modulação da infecção de macrófagos humanos por L. (V.) 

braziliensis pode levar ao desenvolvimento de novos alvos terapêuticos para esta 

doença ainda sem métodos de prevenção eficazes. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Os mecanismos de controle da infecção causada por L. (V.) braziliensis são 

ainda pouco conhecidos, especialmente pouco se sabe sobre a interação entre 

macrófagos humanos e esta espécie de Leishmania. Leishmania. (V.) braziliensis é a 

espécie responsável por um elevado número de casos de leishmaniose tegumentar no 

Brasil, uma doença que é um sério problema de saúde pública no país. Esta espécie 

causa a forma clínica mais grave da LTA, a leishmaniose mucosa. Muito pouco é 

conhecido sobre a participação dos leucotrienos na infecção por Leishmania, tendo sido 

avaliada esta participação em modelos murinos de infecção por L. major, L. donovani e 

L. amazonenis. Foi demonstrado que os leucotrienos são produzidos durante a infecção 

por estas espécies de Leishmania e que estão envolvidos no controle do parasito. É 

possível que os leucotrienos sejam também induzidos nos macrófagos humanos durante 

uma infecção por parasitos L. (V.) braziliensis e possam participar no controle da 

infecção. Investigar a participação dos leucotrienos no controle da infecção de 

macrófagos humanos por L. (V.) braziliensis é fundamental para uma compreensão dos 

mecanismos de controle do parasito in vivo nas lesões dos pacientes com LTA. Este 

conhecimento pode levar ao desenvolvimento de novas terapias, o que se justifica pela 

ausência de uma vacina eficaz para LTA, os fármacos usados causarem diversos e 

graves efeitos colaterais, além de estar surgindo resistência dos parasitos aos fármacos.  

Nossa hipótese é a de que os macrófagos humanos produzem leucotrienos após a 

infecção por L. (V.) braziliensis e que estes mediadores podem ativar mecanismos 

microbicidas, dependentes da produção de ROI, que contribuam para o controle da 

infecção. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Geral: 

 

  - Avaliar se os leucotrienos modulam a infecção de macrófagos humanos por 

parasitos L. (V.) braziliensis. 

 

3.2. Específicos: 

 

Avaliar a infecção de macrófagos humanos com L. (V.) braziliensis; 

- Avaliar o efeito de leucotrienos endógenos na infecção dos macrófagos 

humanos com L. (V.) braziliensis, utilizando um inibidor da síntese de leucotrienos e 

um antagonista de LTB4; 

- Avaliar a produção de LTB4 em macrófagos humanos infectados com L. (V.) 

braziliensis;  

- Avaliar o efeito do LTB4 exógeno na infecção dos macrófagos humanos com 

L. (V.) braziliensis; 

-Avaliar a participação de espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio, 

induzidas pelo parasito e por leucotrienos, na atividade microbicida dos macrófagos
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Aspectos éticos e doadores 

 

O presente trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital 

das Clínicas/UFG (Protocolo: 190/2011). Doadores do Banco de Sangue do Instituto 

Goiano de Oncologia e Hematologia (n = 83) leram e assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 1), antes da colheita do sangue. Foram 

incluídos doadores sadios, de ambos os gêneros, faixa etária de 18 anos a 55 anos, que 

não estavam fazendo uso de medicamentos.  

 

 4.2. Cultivo dos parasitos in vitro 

 

O isolado MHOM/BR/2003/IMG (IMG3), da espécie Leishmania (Viannia) 

braziliensis, presente no Leishbank, o Banco Imunobiológico de leishmânias da região 

Centro-Oeste (IPTSP/UFG), é oriundo de paciente com LTA, de 43 anos de idade, do 

gênero feminino, que apresentava três lesões de pele (cabeça, ante-braço e coxa) 

eritematosas, ulceradas, de tamanho ~0,3 cm cada, com diagnóstico de LCL. Os 

parasitos foram preservados em nitrogênio líquido, congelados em soro fetal bovino 

(SFB), contendo 10% de dimetilsulfóxido de sódio (DMSO, Sigma Chem. Co. St. 

Louis, MD, EUA).  

Após descongelamento, os parasitos foram cultivados em meio Grace (Grace´s 

Insect Médium, Sigma) completo, suplementado com 20% de SFB (Cripion 

Biotecnologia, Brasil) inativado, 2 mM de L-glutamina (Sigma), 100 U/mL de 

penicilina (Sigma) e 100 μg/mL de estreptomicina (Sigma), a 26ºC. Os parasitos foram 

repicados de três em três dias, sempre iniciando a cultura com 5 x 10
5
 parasitos/mL. 

Uma pequena alíquota da cultura era diluída em solução salina tamponada com fosfatos 

(PBS, phosphate-buffered saline), contendo formaldeído a 0,3% e os parasitos, 

quantificados em hematocitômetro, para estabelecer o repique, que foi realizado no 

máximo seis vezes. 
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4.3. Curva de crescimento dos parasitos 

 

Os parasitos foram cultivados em meio Grace completo, à temperatura de 26ºC, 

em placas de cultura de 24 poços (TPP Techno Plastic Products, Trasadingen, Suíça), 

iniciando a cultura com 5 x 10
5 

parasitos/mL. A quantificação dos parasitos, como 

descrito acima (Item 4.2), foi realizada, diariamente, durante 12 dias de cultivo. A 

quantidade de parasitos foi expressa em número de parasitos/mL.  

 

 4.4. Separação de monócitos do sangue periférico e derivação dos macrófagos 

 

As amostras de sangue venoso (cerca de 10 mL) foram colhidas em tubos à 

vácuo (Greiner bio-one, Vacuette, Americana, SP, Brasil), contendo solução de EDTA 

como anticoagulante. O sangue foi centrifugado inicialmente a 200 g, por 5 minutos, à 

temperatura ambiente (T.a), para retirada do plasma. Em seguida, o sangue foi diluído 

volume/volume com PBS-EDTA 0,01 mM pH 7,3 e, então,  foi aplicado sobre gradiente 

de densidade de sílica coloidal revestida por polivinilpirrolidona (Percoll, Sigma), com 

densidade igual a 1,077 (15 ml percoll/volume de sangue diluído ~20 mL). Após 

centrifugação (1.000 g por 20 min, T.a), o anel contendo as células mononucleares 

(CMN) foi colhido da interface e as células foram lavadas com PBS-EDTA duas vezes 

(600 g, 10 min, a 4°C; 200 g, 10 min, a 4°C). As CMN foram ressuspendidas em 1 mL 

de meio RPMI 1640 (Sigma) sem SFB. As células foram quantificadas, em 

hematocitômetro, após a diluição de uma pequena alíquota da suspensão celular em 

solução de azul de tripano 0,1% em PBS. Em seguida, as CMN foram distribuídas em 

placas de 24 poços (TPP), sobre lamínulas de vidro de 13 mm de diâmetro (Deckglaser, 

Braunschweig, Alemanha), na concentração de 2 x 10
5 

células/500 μL. Primeiro, foi 

depositada uma gota de 200 μL sobre a lamínula, deixando sedimentar por 30 minutos, 

para depois completar o volume para 500 μL com meio RPMI completo, contendo 15% 

de SFB (Gibco, Brasil), 11 mM de bicarbonato de sódio e 2 mM de L-glutamina. Para a 

derivação dos macrófagos (total de tempo de cultura: 5 dias), o meio foi trocado a cada 

48 h (meio RPMI completo contendo 15% de SFB), sendo as células mantidas a 36ºC, 

em atmosfera úmida, contendo 5% de CO2. Após este período, os macrófagos foram 

infectados com os parasitos. 
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4.5. Infecção dos macrófagos 

 

Os parasitos (6
o
 dia de cultura, fase estacionária inicial) foram lavados duas 

vezes com solução salina (NaCl 0,85%), a 10
o
C, 15 min, 1.000 g, e, em seguida, 

lavados uma vez com PBS pH 7,3 (10
o
C, 15 min, 1.000 g).  Em seguida, foram 

ressuspendidos em meio RPMI contendo 15% de SFB e foram quantificados em 

hematocitômetro. A suspensão de parasitos (1 x 10
8 

parasitos/mL) continha, em cada  

20 μL, 2 x 10
6 

parasitos. Os parasitos foram adicionados aos macrófagos na proporção 

de ~ 10:1 (parasito:célula). As placas foram incubadas a 36 ºC, em atmosfera úmida, 

contendo 5% de CO2. As culturas foram incubadas por 4 h, lavadas 3 vezes com meio 

RPMI completo (15% de SFB), a 37°C, para retirar o excesso de parasitos, e o meio foi 

reposto em todos os poços. As lamínulas foram colhidas após 4, 24, 48 ou 72 h de 

cultura, sendo as células fixadas com metanol absoluto e coradas com corante panótico, 

utilizando o Kit comercial Instant Prov (Newprov, Pinhais, PR, Brasil). Em seguida, as 

lamínulas foram fixadas sobre lâminas para microscopia, usando Entellan Novo (Merck 

KgaA, Damstadt, Alemanha). Sob microscopia de luz (aumento de 1.000 vezes), foi 

determinada a frequência de células infectadas (300 células analisadas) e o número 

médio de parasitos por célula infectada (mínimo de 50 células infectadas avaliadas). O 

índice de infecção foi obtido multiplicando-se a porcentagem de células infectadas pelo 

número médio de parasitos por células infectadas. 

 

4.6. Avaliação da citotoxicidade dos compostos para parasitos e células 

mononucleares 

 

Os parasitos, no 6
o 

dia de cultura (fase estacionária inicial), foram centrifugados 

e quantificados em hemacitômetro, como descrito no item 4.3. A suspensão de parasitos 

continha 1 x 10
7
 parasitos/100 L. As CMN foram quantificadas em hemacitômetro e a 

suspensão continha 5 x 10
5
 células/100 L. Para avaliar a atividade metabólica dos 

parasitos cultivados em meio Grace completo e das CMN em meio RPMI completo, foi 

utilizado o ensaio colorimétrico do MTT (3-(4,5-dimethylthiazol- 2yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide, Sigma), conforme descrito por Ribeiro-Dias et al (2000). 
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O MTT é um sal tetrazólico, solúvel em água, que é convertido em formazan insolúvel, 

de coloração roxa, por clivagem do anel tetrazólico pela enzima succinato 

desidrogenase, no interior da mitocôndria. As membranas celulares são impermeáveis 

ao produto formazan, dessa maneira, este se acumula no interior de células vivas 

(Mosmann, 1983). As células ou parasitos foram incubados na ausência de tratamento 

ou tratados com MK0591 (inibidor da FLAP, Merck) CP-105,696 (bloqueador do 

receptor BLT1, Pfizer, Groton, CT) gentilmente doados pelo Dr. Carlos Henrique 

Serezani (Indiana University School of Medicine, Indianapolis, Indiana, EUA), estes 

compostos foram dissolvidos em DMSO (10
-3 

M), veículo do composto, e estocados a -

80°C  até o momento de uso, ou tratados também com LTB4 (Cayman Chem. Co., Ann 

Arbor, Michigan, EUA), que foi dissolvido em etanol (3 x 10
-4 

M),  por 24 h. Aos 

100L das suspensões de parasitos ou células foram adicionados 20 L do MTT (5 

mg/mL em PBS) e as placas foram, então, incubadas por 4 h em atmosfera úmida 

contendo 5% de CO2. Após este período, foram adicionados 100 L da solução SDS 

10% - DMF 50% (SDS, Duodecil sulfato de sódio, USBTM Cleveland, OH, EUA; 

DMF, Dimetilformamida, Vetec, São Paulo, SP, Brasil) (Tada et al. 1986). O SDS foi 

dissolvido a 10% a 37
o
C em solução de DMF 50% em água, pH 4,7, ajustado com ácido 

acético a 80%. Esta solução dissolve os cristais de formazan oriundos da redução do 

MTT, durante 20 h a 36
o
C. A densidade óptica (D.O.) foi determinada em filtro de 550 

nm em um leitor de microplacas Thermo Labsystems, descontando-se a D.O. dos poços 

controles que continham apenas meio completo (branco). A viabilidade celular foi 

calculada pela fórmula: % de células viáveis = DO células tratadas ÷ DO células não 

tratadas x 100%. 

 

4.7. Modulação da infecção dos macrófagos por leucotrienos endógenos. 

 

Para avaliação do efeito dos leucotrienos endógenos na infecção, os macrófagos 

foram tratados com MK0591 ou CP-105,696. Para os experimentos, os compostos 

foram diluídos em meio RPMI contendo 15 % de SFB (10
-4 

M) e adicionados às 

culturas dos macrófagos, em diferentes concentrações, 30 min antes da infecção com as 

leishmânias. A maior concentração usada dos compostos foi de 10
-6

 M, sendo a 

concentração do veículo DMSO 0,1% (baseada em Serezani et al., 2006). O DMSO foi 

adicionado como controle nas mesmas concentrações dos compostos diluídos. Foram 
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comparados os resultados de culturas tratadas com os de culturas contendo somente o 

veículo. Nos experimentos de 48 h após a lavagem (4 h), em alguns experimentos os 

compostos não foram repostos, mas em outros houve reposição após a lavagem e, então, 

re-incubação.  Após 4 ou 48 h de incubação, as lamínulas foram retiradas, sendo as 

células fixadas, coradas e avaliadas quanto à infecção, como descrito acima (Item 4.5). 

 

   4.8. Dosagem de Leucotrieno B4 

 

Para a dosagem do LTB4, as CMN foram separadas segundo o item 4.4 e 

distribuídas (2 x 10
7
/mL, total 2 mL) em placas de seis poços (fundo chato, TPP), sendo 

incubadas a 36
o
C, 5% de CO2. No quarto dia de cultivo, os macrófagos foram 

removidos mecanicamente do poço, utilizando PBS gelado e um êmbolo (seringa de 1 

mL), fazendo movimentos suaves e unidirecionais. As células foram coletadas, 

quantificadas e distribuídas em placas de 24 poços (10
6
 células/500 µL em meio RPMI 

5% SFB).  No dia seguinte (5° dia), as células incubadas na ausência ou  presença   do 

inibidor de síntese MK0591 por 30 min, foram incubadas com os parasitos (~10:1). 

Após 30 min e 4 h, os sobrenadantes foram colhidos e estocados a -80ºC. A dosagem de 

LTB4 foi realizada por ensaio imunoenzimático, usando kit de dosagem (Cayman), 

seguindo as instruções do fabricante. Os resultados foram expressos em pg/mL. E o 

limite de detecção sendo de 13 pg/mL. 

 

 

   4.9. Modulação da infecção dos macrófagos por leucotrieno B4. 

 

Para avaliação do efeito dos leucotrieno exógeno, os macrófagos foram tratados 

com LTB4. A solução estoque de LTB4 foi diluída em PBS e adicionada às culturas dos 

macrófagos (10
-7 

M, 10
-8 

M, 10
-9 

M), durante a infecção com os parasitos (4 h).  Em 

alguns experimentos com incubação por até 48 h, após a infecção por 4 h e a lavagem, o 

LTB4 foi reposto. Ainda, para observar o efeito do LTB4 somente na atividade 

leishmanicida dos macrófagos, o LTB4 foi adicionado somente após a fagocitose (4 h) 

ou após 24 h de infecção. Após 4 ou 48 h de incubação, as lamínulas foram retiradas, 

sendo as células fixadas, coradas e avaliadas quanto à infecção, como descrito acima 

(Item 4.5). 
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   4.10. Avaliação da participação de espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio 

na atividade microbicida dos macrófagos 

 

Para avaliar se a atividade microbicida dos macrófagos é mediada por ROIs e 

RNIs produzidos durante a infecção, os macrófagos foram tratados com Apocinina 

(inibidor da NADPH oxidase, Sigma) ou Aminoguanidina (inibidor de NOS induzida, 

Sigma). O composto Apocinina foi dissolvido em DMSO (500 mM) e a aminoguanidina 

foi dissolvida em PBS (500 mM), ambos no momento do uso. Para os experimentos, os 

compostos foram diluídos em meio RPMI contendo 15 % de SFB e adicionados às 

culturas dos macrófagos, em diferentes concentrações, 30 minutos antes da incubação 

com as leishmânias e do tratamento com LTB4 (10
-7

 M). A maior concentração usada 

dos compostos foi de 10
-3

 M. Foram comparados os resultados de culturas tratadas com 

os de culturas incubadas com os veículos dos compostos. Nos experimentos de 48 h, 

após a lavagem (4 h), os compostos foram repostos, e, então, as placas foram re-

incubadas.  Após 4 h ou 48 h de incubação, as lamínulas foram retiradas, sendo as 

células fixadas, coradas e avaliadas quanto à infecção, como descrito acima (Item 4.5). 

 

   4.11. Avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio por macrófagos 

incubados com L. (V.) braziliensis 

A técnica do NBT (azul de nitro tetrazólio, nitro blue tetrazolium), foi adaptada 

a partir da técnica descrita por Muniz-junqueira & Paula-Coelho (2008), com o objetivo 

de avaliar se o mecanismo microbicida dos macrófagos envolve a produção de ânion 

superóxido (O2
-
), capaz de reduzir o composto NBT para uma forma insolúvel, com o 

nome de formazan, que é identificada por meio de microscopia de luz por uma 

coloração azul ou precipitados azulados escuros no citoplasma da célula. Inicialmente, 

os macrófagos foram incubados 30 min antes da infecção, na ausência ou presença de 

apocinina, MK0591 ou CP-105,696. Em seguida, os macrófagos foram incubados com 

os parasitos (10:1) e tratados com LTB4. Após 1 h, os macrófagos foram tratados com 

uma solução Hanks-Tris contendo 0,05% de NBT (Sigma) por 20 min, 36
o
C, 5% de 

CO2. As lâminas foram então lavadas, fixadas com metanol e coradas com uma solução 

de safranina 1,4% de glicerol e 28,6% em água destilada, gentilmente fornecida pela 

Dra. Maria Imaculada Muniz-Junqueira, UNB. A porcentagem de macrófagos que 

reduziu o NBT foi avaliada por microscopia de luz. Em uma tentativa de quantificar a 
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redução do NBT as células contendo precipitados grandes fortemente corados foram 

enumerados dentre as células positivas (citoplasma azul ou sem precipitados). Os 

resultados foram expressos em % de células positivas e % de células fortemente 

positivas. 

 

   4.12. Análises estatísticas 

 

Os dados são apresentados como mediana, valores mínimos e máximos e 

interquartis (25% e 75%) ou como média ± EPM (erro padrão da média). Os resultados 

foram avaliados pelo teste de Mann Whitney ou pelo teste pareado de Wilcoxon, para as 

variáveis não paramétricas e ANOVA Two-way/Bonferroni, para as paramétricas. O 

nível de significância foi estabelecido em p < 0,05. As análises foram realizadas usando 

GraphPad Prism 5.0 Software (San Diego, CA, EUA). 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Avaliação do crescimento in vitro do isolado L. (V.) braziliensis IMG3 e infecção 

de macrófagos humanos  

 

Para avaliar o perfil de crescimento in vitro, em meio Grace a 26°C, foram 

realizadas culturas com inóculo inicial de 5 x 10
5 

parasitos/mL, sendo estes parasitos 

obtidos de culturas de dois a três dias. Baseado nas curvas de crescimento, os parasitos 

foram considerados em fase logarítmica de crescimento até o quarto dia de cultura, 

passando após este período para a fase estacionária (Fig. 3).  De acordo com estes 

experimentos, foi definida a utilização dos parasitos em fase estacionária inicial do 

crescimento (6º dia de cultivo) para os experimentos de infecção dos macrófagos. 

 

 
 
Figura 3. Curva de crescimento in vitro do isolado L. (V.) braziliensis IMG3. Os parasitos 

foram cultivados na concentração inicial de 5 x 10
5
 formas promastigotas de fase 

logarítmica/mL em meio Grace, à temperatura de 26°C. A quantificação dos parasitos foi 

realizada diariamente, durante 12 dias de cultura, usando hematocitômetro. Cada curva 

representa um experimento em triplicata, sendo apresentado em cada ponto a média ± EPM. *p 

< 0,05 (dias vs 1º ou 2º dia de cultivo). 
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Os macrófagos foram incubados com os parasitos por 4 h, sendo, em seguida, 

lavados para retirar o excesso de parasitos extracelulares e incubados por adicionais 24, 

48 e 72 h. Após cada período de incubação, foram determinados a porcentagem de 

células infectadas, o número médio de parasitos por célula infectada e o índice de 

infecção. O isolado IMG3 infectou os macrófagos humanos, sendo observada, após 

cada período de incubação, uma alta variabilidade individual, especialmente na 

porcentagem de células infectadas (Fig. 4A) e no índice de infecção (Fig. 4C). A 

variação do número de parasitos por macrófago variou de 1 a 7,3  durante os vários 

períodos de incubação (Fig. 4B). Analisando os perfis individuais, foram selecionados 

os períodos de 4 h e 48 h de incubação para avaliar a fagocitose e a atividade 

microbicida, respectivamente. Embora não tenha sido detectada diferença 

estatisticamente significativa entre a porcentagem de macrófagos infectados entre 4 h e 

48 h (40% vs 41%, n = 19, Fig. 4D), o número médio de parasitos por macrófago, assim 

como o índice de infecção aumentaram significantemente de 4 h para 48 h (Número de 

parasitos por macrófago 2,7 vs 4,2, p < 0,05, n = 19 , Fig. 4E; índice de infecção 110 vs 

166,5,              p < 0,05, n = 19 , Fig. 4F). 
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Figura 4. Infecção de macrófagos in vitro com o isolado L. (V.) braziliensis IMG3. 

Macrófagos humanos foram derivados de monócitos durante cinco dias (2 x 10
5
 células 

mononucleares), sendo em seguida cultivados por 4 h com os parasitos IMG3 (2 x 10
6
 

parasitos; 6º dia de cultivo). Os poços foram lavados e os macrófagos foram incubados por 24, 

48 ou 72 h, a 36°C (5% CO2). Em A e D, a porcentagem de macrófagos infectados; Em B e E, 

o número de parasitos por célula; Em C e F, o índice de infecção. Cada ponto representa um 

indivíduo avaliado, em testes realizados em duplicatas (n = 4 experimentos independentes); as 

linhas horizontais (D, E, F) são as medianas. *p < 0,05 (4 h vs 48 h). 
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5.2 Avaliação da citotoxicidade dos compostos 

 

A viabilidade do isolado IMG3 (Fig. 5A), cultivado com CP-105,696 10
-6

 M, 

MK0591 10
-6

 M ou LTB4 10
-7

 M, as maiores concentrações usadas nos experimentos, 

não sofreu alteração significante em relação à dos parasitos cultivados na ausência 

desses tratamentos (% parasitos viáveis: Meio vs MK0591 = 100 % vs 88%; Meio vs 

CP-105, 696 10
-6

 M = 100% vs 103,6%; Meio vs LTB4 = 100 % vs 98,5%;  n = 5). Na 

avaliação da atividade metabólica de CMN (Fig. 5B), na presença de CP-105,696       

10
-6

 M, MK0591 10
-6

 M ou LTB4 10
-7

 M, os resultados mostraram que não houve  

alteração significante da atividade metabólica das células (% células viáveis: Meio vs 

MK0591  = 100 %  x 99,9%; Meio vs CP-105, 696 10
-6

 M = 100% vs 100%, Meio vs 

LTB4 = 100 % vs 98%;  n = 4). 
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Figura 5. Os tratamentos com MK0591, CP-105,696 ou LTB4 não são citotóxicos para os 

parasitos ou células mononucleares humanas. Formas promastigotas, na fase logarítmica do 

crescimento, foram incubadas na concentração de 1 x 10
7
 parasitos/0,1mL de meio Grace 

completo (A). Células mononucleares humanas foram incubadas na concentração de 5 x 

10
5
/0,1mL de meio RPMI completo (B). As suspensões de parasitos e células foram cultivadas 

na ausência ou na presença de MK0591 10
-6 

 M, CP-105,696 10
-6  

M ou LTB4 10
-7

 M. As 

culturas foram  mantidas a 36
o
C em atmosfera úmida, contendo 5% CO2. Após 24 h de 

incubação, a solução de MTT foi adicionada às culturas (4 h), seguida da solução SDS 10% - 

DMF 50% (~20 h). Após incubação, foram adquiridas as densidades ópticas (550nm) e foi 

determinada a viabilidade celular. Os dados representam em A, quatro experimentos realizados 

em triplicatas; em B, dois experimentos com quatro doadores, realizados em triplicatas. São 

apresentados os valores individuais e as medianas. 
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5.3 Modulação da infecção dos macrófagos por leucotrienos endógenos 

 

Os compostos para inibição de síntese de leucotrienos (MK0591) e para 

bloqueio do receptor BLT1 para LTB4 (CP-105,696) foram dissolvidos em DMSO.  

Inicialmente, portanto, a fim de avaliar se este veículo dos compostos seria 

citotóxico, interferindo com o índice de infecção, as culturas de macrófagos com 

parasitos foram realizadas na ausência (Meio) ou na presença de 0,1% de DMSO 

(veículo), que é a maior concentração de DMSO usada nas culturas, por 4 h ou 48 h 

(Fig. 6). As análises das porcentagens de macrófagos infectados (Fig. 6A e 6D), dos 

números de parasitos por macrófago (Fig. 6B e 6E) e dos índices de infecção (Fig. 

6C e 6F) mostraram que o DMSO, na concentração avaliada, independente do tempo 

de incubação, não altera a infecção dos macrófagos de maneira estatisticamente 

significativa.  

Para avaliar se a inibição de FLAP, com MK0591, alteraria a infecção de 

macrófagos humanos pelo isolado IMG3, inicialmente foi analisado o efeito na 

atividade leishmanicida (48 h). Para isso, foram realizados experimentos de 

concentração-resposta (Fig. 7), em que as culturas de macrófagos foram tratadas com 

MK0591 em diferentes concentrações, por 30 minutos antes da infecção com os 

parasitos. Os parasitos foram adicionados (~ 10:1) e as culturas incubadas por 4 h, 

lavadas e incubadas por até 48 h. Os resultados foram comparados com os de 

culturas apenas tratadas com o veículo (DMSO). Como pode ser visto na Figura 7, o 

tratamento com MK0591 aumentou (p < 0,05) a porcentagem de células infectadas 

(Fig. 7A), o número de parasitos por macrófago (Fig. 7B), bem como o índice de 

infecção (Fig. 7C), de maneira dependente da concentração. A concentração mais 

eficaz foi 10
-6 

M de MK0591 (Índice de infecção - DMSO vs MK0591:  362 vs 

581,3,  p < 0,05; Fig 7C), sendo, então, esta concentração usada nos experimentos 

subsequentes. 
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Figura 6. O veículo DMSO não altera a infecção de macrófagos com L. (V.) braziliensis 

IMG3. Os macrófagos foram cultivados com os parasitos na ausência (Meio) ou na presença 

de DMSO (0,1%), a 36°C, por 4 h (A; B; C), foram lavados e cultivados até 48 h (D; E; F). 

Em A e D: a porcentagem de macrófagos infectados. Em B e E, o número de parasitos por 

célula infectada. Em C e F, o índice de infecção. São apresentados as medianas, os 

interquartis e os valores mínimos e máximos de experimentos realizados em duplicatas (n = 

6, em 4 h e 48 h). 

 

 

 

 

 



37 

 

 
 

Figura 7. Inibição de FLAP por MK0591 aumenta a infecção de macrófagos humanos 

com L. (V.) braziliensis IMG3. Os macrófagos foram tratados 30 minutos antes da infecção 

com diferentes concentrações de MK0591 ou cultivados na presença de DMSO (0,1%). As 

culturas de parasitos e macrófagos (~10:1), após 4 h de incubação, foram lavadas, o meio foi 

reposto e as culturas foram incubadas por mais 48 h. Em A: a porcentagem de macrófagos 

infectados. Em B, o número de parasitos por célula infectada. Em C, o índice de infecção. 

São apresentados as medianas, os interquartis e os valores mínimos e máximos (n = 8 

doadores avaliados em experimentos realizados em duplicatas). Foram realizados 3 

experimentos independentes. *p < 0,05 (10
-6

 M vs DMSO). 
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Em seguida, para avaliar se a inibição de FLAP com MK0591 alteraria também 

a fagocitose de L. (V.) braziliensis por macrófagos humanos, as culturas de macrófagos 

foram tratadas, 30 minutos antes da infecção com os parasitos, com MK0591 (10
-6

 M) 

ou cultivados na presença de DMSO (0,1%). As culturas de parasitos e macrófagos 

(~10:1) foram incubadas por 4 h. Não houve diferença significante na porcentagem de 

células infectadas (Fig. 8A), porém o número de parasitos por célula (Fig. 8B) e o 

índice de infecção (DMSO vs MK0591:  176,6 vs 223,5,  p < 0,05; Fig 8C) foram 

aumentados significantemente com o tratamento com o composto MK0591. Portanto, a 

inibição da FLAP modula a fagocitose (Fig. 8) e a atividade leishmanicida dos 

macrófagos (Fig. 7).  

Para avaliar se a manutenção do composto MK0591 durante as 48 h de cultivo 

dos macrófagos infectados intensificaria o efeito na inibição da FLAP e, 

consequentemente, na infecção, após  lavagem das culturas, para retirada do excesso 

dos parasitos, o MK05091 foi reposto. As análises das culturas de macrófagos e 

parasitos com reposição do MK0591, em relação às porcentagens de células infectadas 

(Fig. 9A), ao número de parasitos por célula (Fig. 9B) e também ao índice de infecção 

(Fig. 9C), mostraram que a reposição do composto MK0591, durante as 48 h de 

incubação, intensifica o aumento da infecção dos macrófagos de maneira 

estatisticamente significativa (p < 0,05). 
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Figura 8. Inibição de leucotrienos endógenos aumenta a fagocitose de L. (V.) braziliensis 

IMG3 por macrófagos humanos Os macrófagos foram tratados, 30 minutos antes da infecção, 

com MK0591 (10
-6

 M) ou cultivados na presença de DMSO (0,1%). As culturas de parasitos e 

macrófagos (~10:1) foram incubadas por 4 h. Em A, a porcentagem de macrófagos infectados. 

Em B, o número de parasitos por macrófago. Em C, o índice de infecção. Cada ponto representa 

um indivíduo avaliado em duplicata (n = 14), sendo realizados 4 experimentos independentes. 

As linhas horizontais são as medianas. *p < 0,05. 
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Figura 9. Manutenção de MK0591 nas culturas durante 48 h intensifica o aumento da 

infecção de macrófagos por L. (V.) braziliensis IMG3. Os macrófagos foram tratados 30 

minutos antes da infecção com MK0591 (10
-6

 M) ou cultivados na presença de DMSO (0,1%). 

As culturas de parasitos e macrófagos (~10:1), após 4 h de incubação, foram lavadas e algumas 

foram tratadas novamente (MK0591_R), sendo, em seguida, incubadas por até 48 h. Em A, a 

porcentagem de macrófagos infectados. Em B, o número de parasitos por macrófago. Em C, o 

índice de infecção. Cada ponto representa um indivíduo analisado em duplicata (n = 14), sendo 

realizados 4 experimentos independentes. As linhas horizontais são as medianas *p < 0,05 

(DMSO vs MK0591); 
#
p < 0,05 (MK0591 vs MK0591_R);  

ξ 
p < 0,05 (DMSO vs MK0591_R). 
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Para avaliar se o LTB4 seria o leucotrieno responsável pela modulação da 

infecção dos macrófagos por L.(V.) braziliensis, as culturas foram tratadas com um 

antagonista do receptor para LTB4, o BLT1. Inicialmente, foi analisado o efeito do 

composto CP-105,696 na atividade leishmanicida (48 h), para isso, foram realizados 

experimentos de concentração-resposta (Fig. 10), nas quais, as culturas de macrófagos 

foram tratadas com CP-105,696 em diferentes concentrações, por 30 minutos antes da 

infecção com os parasitos. Os parasitos foram adicionados (~10:1) e as culturas 

incubadas por 4 h, lavadas e incubadas até 48 h. Os resultados foram comparados com 

os de culturas tratadas com o veículo (DMSO). O bloqueio do receptor BLT1 aumentou 

significantemente (p < 0,05) a infecção dos macrófagos (Fig. 10A, 10B, 10C), de 

maneira dependente da concentração. A concentração eficaz foi 10
-6 

M (Índice de 

infecção - DMSO vs: CP-105,696 220 vs 428,  p < 0,05; Fig 10C), sendo esta 

concentração usada nos experimento subsequentes.  
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Figura 10. O tratamento com antagonista de receptor de BLT1 aumenta a infecção de 

macrófagos humanos por L. (V.) braziliensis IMG3. Os macrófagos foram tratados, 30 

minutos antes da infecção, com CP-105,696 em diferentes concentrações ou cultivados na 

presença de DMSO (0,1%). As culturas de parasitos e macrófagos (~10:1), após 4 h de 

incubação, foram lavadas, o meio foi reposto e as culturas foram incubadas por até 48 h. Em 

A: a porcentagem de macrófagos infectados. Em B, o número de parasitos por célula 

infectada. Em C, o índice de infecção. São apresentados as medianas, os interquartis e os 

valores mínimos e máximos; ensaios realizados em duplicatas (n = 9 doadores). Foram 

realizados 3 experimentos independentes. *p < 0,05 (10
-6

 M vs DMSO). 
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Em seguida, para avaliar se o bloqueio do receptor alteraria a fagocitose de L. 

(V.) braziliensis IMG3 por macrófagos humanos, as culturas de macrófagos foram 

tratadas, 30 minutos antes da infecção com os parasitos, com CP-105,696 (10
-6

 M) ou 

incubadas na presença de DMSO (0,1%). As culturas de parasitos e macrófagos foram 

incubadas por 4 h. Como mostrado na Figura 11 foi observado um aumento significante 

(p < 0,05) na porcentagem de células infectadas (Fig. 11 A), no número de parasitos por 

célula (Fig. 11 B) e no índice de infecção (DMSO vs CP-105,696 – 110 vs 130,             

p < 0,05, Fig. 11 C), após o bloqueio do receptor de LTB4.  

Para verificar se o tratamento com o composto CP-105,696 alteraria os 

resultados da infecção se fosse mantido durante as 48 h de incubação, os macrófagos 

foram tratados 30 minutos antes da infecção com CP-105,696 (10
-6

 M) ou cultivados na 

presença de DMSO (0,1%) e, após 4 h de incubação com os parasito e lavagem, o CP-

105,696 foi reposto e as culturas foram incubadas por até 48 h. Como pode ser 

observado na Figura 12, a reposição de CP-105,696 não alterou significantemente o 

efeito deste composto em relação às culturas tratadas por 4 h, mas sem reposição (Fig. 

12A, 12B, 12C). 
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Figura 11. Antagonismo do receptor de leucotrieno B4 aumenta a infecção de macrófagos 

com L. (V.) braziliensis IMG3 em 4 h. Os macrófagos foram tratados 30 minutos antes da 

infecção com CP-105, 696 (10
-6

 M) ou cultivados na presença de DMSO (0,1%). As culturas de 

parasitos e macrófagos (~10:1) foram incubadas por 4 h. Em A, a porcentagem de macrófagos 

infectados. Em B, o número de parasitos por macrófago. Em C, o índice de infecção. Cada 

ponto representa um indivíduo avaliado em duplicata (n = 17), sendo realizados 8 experimentos 

independentes. As linhas horizontais representam as medianas. *p < 0,05.  
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Figura 12. Avaliação dos efeitos do antagonismo do leucotrieno B4 na infecção de 

macrófagos com L. (V.) braziliensis IMG3, por 48 h. Os macrófagos foram tratados ou não 

com CP-105, 696 (10
-6

 M) 30 minutos antes da adição dos parasitos (~10:1). Após incubação 

por 4 h, as culturas foram lavadas e incubadas por até 48 h, na ausência (CP-105, 696) ou na 

presença de reposição do CP-105, 696 (CP-105, 696_R). Em A, a porcentagem de macrófagos 

infectados. Em B, o número de parasitos por macrófago. Em C, o índice de infecção. Cada 

ponto representa um indivíduo avaliado em duplicata (n = 8); foram realizados 2 experimentos 

independentes. As linhas horizontais sãas medianas *p < 0,05 (DMSO vs CP-105, 696);             
ξ
 p< 0,05 (DMSO vs CP-105, 696_R). 



46 

 

5.4 Leishmania (Viannia) braziliensis estimulam a produção de LTB4 em 

macrófagos humanos 

 

Para avaliar se L.(V.) braziliensis induziria a produção de LTB4 em culturas de 

macrófagos humanos, e simultaneamente checar a eficiência do MK0591 em inibir a 

síntese de LTB4, os macrófagos forma incubados na ausência ou presença de MK0591 

(30 min antes da infecção) e, em seguida, os parasitos foram adicionados.  

Os parasitos induziram significante produção de LTB4 após 30 min de incubação 

(Meio vs Leishmania: 7,8 pg/mL vs 541 pg/mL, p < 0, 05, Fig. 13A ), a qual diminui 

significante após 4h. Além disso, a inibição da síntese de LTB4 pelo composto MK0591 

foi significante, como observado na Figura 13B (Leishmania vs MK0591+Leishmania: 

541 pg/mL vs  218 pg/mL, p < 0, 05). 
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Figura 13.  L.(V.) braziliensis induz a produção de LTB4 em macrófagos humanos. Os 

macrófagos foram incubados na ausência ou na presença de MK0591(10
-6

 M) 30 minutos antes 

da infecção com os parasitos (~10:1), a 36 °C, por  30 minutos e 4 h. O sobrenadante foi 

coletado e estocado a -80ºC e depois foi realizado o ensaio imunoenzimático para dosagem de 

LTB4. Em A: curso temporal da produção de LTB4. Em B, inibição da síntese de LTB4, 

dosagem de LTB4, sobrenadantes de 30 de incubação com os parasitos. São apresentados as 

medianas, os interquartis e os valores mínimos e máximos (n = 6). *p < 0,05 (Meio vs  Parasitos 

30 min, Parasitos 4h);
 #

 p< 0,05 (Parasitos 30 min vs Parasitos 4h);                
ξ
 p< 0,05 (meio vs 

Parasitos ); 
δ
p < 0,05 (Meio vs Parasitos+ MK0591). 
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5.5 Modulação da infecção dos macrófagos por leucotrieno B4 exógeno 

 

Para avaliar se a adição de LTB4 exógeno modularia a infecção de macrófagos 

humanos pelo isolado IMG3, inicialmente foi analisado o efeito na atividade 

leishmanicida (48 h). Para isso, foram realizados experimentos de concentração-

resposta (Fig.14), em que as culturas de macrófagos foram tratadas com LTB4 em 

diferentes concentrações, durante a infecção com os parasitos. Os parasitos foram 

adicionados (~ 10:1) e as culturas foram incubadas por 4 h, lavadas e incubadas por até 

48 h. Os resultados foram comparados com os de culturas não tratadas (Meio). Como 

pode ser visto na Figura 14, o tratamento com LTB4 diminuiu significantemente           

(p < 0,05) a porcentagem de células infectadas (Fig. 14A), o número de parasitos por 

macrófago (Fig. 14B), bem como o índice de infecção (Fig. 14C), de maneira 

dependente da concentração, sendo que todas as concentrações de LTB4 foram efetivas 

(10
-7

 M, 10
-8

 M
 
e 10

-9 
M). A concentração mais eficaz foi a de 10

-7 
M ( Meio vs LTB4: 

473 vs 195, p < 0,05, Fig. 14C), sendo esta concentração usada nos experimentos 

subsequentes.  

Em seguida, para avaliar se a adição de LTB4 exógeno alteraria também a 

fagocitose de L. (V.) braziliensis por macrófagos humanos, as culturas de macrófagos 

foram tratadas (LTB4 10
-7 

M) durante a infecção com os parasitos. As culturas de 

parasitos e macrófagos (~10:1) foram incubadas por 4 h. Como pode ser visto na Figura 

15, o tratamento com LTB4 diminuiu significantemente o índice de infecção (Meio vs 

LTB4: 202 vs 168, p < 0,05, Fig.15 C), o que foi devido à diminuição do número de 

parasitos por célula (Fig. 15A, 15B e 15C, p < 0,05).  

Para avaliar se o efeito do LTB4 na atividade microbicida dos macrófagos (48 h, 

Fig. 16) era devido à modulação da fagocitose, os macrófagos foram tratados com o 

LTB4 (10
-7

 M) após 4 h de incubação com os parasitos e o índice de infecção foi 

avaliado após 48 h de incubação. O índice de infecção diminuiu significantemente com 

o tratamento com o LTB4 (Meio vs LTB4:  145 vs 73, p < 0,05, Fig.16 C), o que foi 

devido à diminuição do número de parasitos (Fig. 16A, 16B, 16C, p < 0,05). Também 

foram realizados experimentos para avaliar o efeito do LTB4 adicionado 24 h após as 4 

h de infecção, porém, neste caso não foi observada diferença estatisticamente 

significativa em relação às culturas não tratadas (Índice de infecção Meio vs LTB4: 145 

vs 86, n= 9). 
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Figura 14. Tratamento com LTB4 diminui a infecção de macrófagos humanos por L. 

(V.) braziliensis IMG3. Os macrófagos foram incubados com formas promastigotas de fase 

estacionária do crescimento (~10:1), a 36 °C, na ausência (Meio) ou na presença de 

diferentes concentrações de LTB4, por 4 h. Após a incubação, as culturas foram lavadas, o 

meio foi reposto e as culturas foram incubadas por até 48 h. Em A: a porcentagem de 

macrófagos infectados. Em B, o número de parasitos por célula infectada. Em C, o índice de 

infecção. São apresentados as medianas, os interquartis e os valores mínimos e máximos (n = 

18), indivíduos avaliados em duplicata). Foram realizados 6 experimentos independentes.    

*p < 0,05 (Meio vs 10
-7

 M, 10
-8

M, 10
-9

 M) . 
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Figura 15. Tratamento com LTB4 modula a fagocitose de L. (V.) braziliensis IMG3 por 

macrófagos humanos. Os macrófagos foram incubados com formas promastigotas da fase 

estacionária do crescimento (~ 10:1), a 36 °C, na ausência (Meio) ou na presença de LTB4 

(10
-7

 M), por 4 h . Em A: a porcentagem de macrófagos infectados. Em B, o número de 

parasitos por célula infectada. Em C, o índice de infecção. Cada ponto representa um 

indivíduo avaliado em duplicata (n = 9) e as linhas horizontais são as medianas, sendo 

realizados 3 experimentos independentes. *p < 0,05. 
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Figura 16. Tratamento com LTB4 após a fagocitose (4 h) diminui a infecção de 

macrófagos humanos por L. (V.) braziliensis IMG3. Os macrófagos foram incubados com 

formas promastigotas da fase estacionária do crescimento (~10:1), por 4 h, a 36 °C. Em 

seguida, as culturas foram lavadas e o LTB4 foi adicionado (10
-7

 M) ou não (Meio) às 

culturas. As culturas foram incubadas por 48 h. Em A: a porcentagem de macrófagos 

infectados. Em B, o número de parasitos por célula infectada. Em C, o índice de infecção. 

Cada ponto representa um indivíduo avaliado em duplicata (n = 9) e as linhas horizontais são 

as medianas, sendo realizados 3 experimentos independentes. *p < 0,05  
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Sabendo que o LTB4 possui efeito endógeno e exógeno na atividade micobicida, 

em seguida para verificar se o bloqueio do receptor BLT1 foi efetivo, foram realizados 

experimentos de infecção de macrófagos, em que culturas de macrófagos que foram 

tratadas com CP-105,696 30 minutos antes da infecção com os parasitos foram 

posteriormente tratadas com LTB4 (Fig. 17).  Foi demonstrado que o BLT1 foi 

bloqueado, pois a adição de LTB4 não reverteu o efeito do tratamento com CP-105,696, 

tanto após 4 h (Fig. 17A), quanto 48 h (Fig. 17B).  

 

 

 

Figura 17.  Adição de LTB4 não reverte o efeito inibidor do antagonista de BLT1/ receptor 

de LTB4. Os macrófagos foram  incubados na ausência (Meio) ou  na presença de CP-105,696 

10
-6

 M (CP), 30 minutos antes da infecção.No momento da adição dos parasitos, foi adicionado 

também LTB4 (10-7M) aos macrófagos tratados  ou não com CP. As culturas de parasitos e 

macrófagos (~10:1), após 4 h de incubação, foram lavadas, o meio foi reposto e as culturas 

foram incubadas por até 48 h. Em A: 4 h, B: 48 h. São apresentados as medianas, os interquartis 

e os valores mínimos e máximos; ensaios realizados em duplicatas (n = 9 doadores). Foram 

realizados 3 experimentos independentes. *p < 0,05 (MEIO vs LTB4); 
#
p < 0,05 (MEIO vs CP; 

CP+LTB4);   
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5.6 Avaliação da participação de espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio na 

atividade microbicida dos macrófagos 

 

Para avaliar se os ROIs seriam os responsáveis pela atividade microbicida dos 

macrófagos, induzida pelo LTB4, as culturas foram tratadas com um inibidor de 

NADPH oxidase, a Apocinina. Inicialmente, foi analisado o efeito da Apocinina na 

atividade leishmanicida após 48 h. Para isto, foram realizados experimentos 

concentração-resposta (Fig. 18), nas quais, as culturas de macrófagos foram tratadas 

com a apocinina em diferentes concentrações, por 30 minutos antes da infecção com os 

parasitos. Os parasitos foram adicionados (~10:1), assim como o LTB4, e as culturas 

incubadas por 4 h. Após a lavagem, a apocinina e o LTB4 foram repostos ao meio e as 

culturas foram incubadas até 48 h. Os resultados foram comparados com os de culturas 

sem tratamento. A inibição da produção de ROI reverteu o efeito do LTB4 na infecção 

dos macrófagos (p < 0,05) nas concentrações de 10
-4

 M e 10
-3

 M (Fig. 18). 

Visto que a leishmania induz a produção de ROI, para avaliar se a apocinina 

inibe essa produção induzida por L. (V.) braziliensis, em macrófagos humanos, as 

culturas de macrófagos foram tratadas com a apocinina (10
-4

 M), por 30 minutos antes 

da infecção com os parasitos. Os parasitos foram adicionados (~10:1), e as culturas 

incubadas por 4 h. Após a lavagem, a apocinina foi reposta ao meio e as culturas foram 

incubadas até 48 h. Como mostrado na Figura 19 o bloqueio da NAPH oxidase, 

promoveu um aumento da infecção, devido a um aumento no número de parasitos por 

célula (Fig. 19A, 19B e 19C), que estaria sendo controlado pelos ROIs produzidos pelos 

macrófagos infectados por L. (V.) braziliensis.  

Em seguida, para avaliar se a síntese de ROI era responsável pela diminuição da 

fagocitose causada pelo LTB4, as culturas de macrófagos foram tratadas, 30 minutos 

antes da infecção com os parasitos, com Apocinina 10
-4

 M. Os parasitos foram 

adicionados juntamente com LTB4 e as culturas foram incubadas por 4 h. Como 

mostrado na Figura 20  a apocinina reverteu o efeito inibidor do LTB4 (p < 0,05) na 

porcentagem de células infectadas (Fig. 20A), no número de parasitos por célula (Fig. 

20B) e no índice de infecção (Fig. 20C). 
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Figura 18. Avaliação da inibição da produção de ROI na indução de atividade microbicida 

por LTB4 em macrófagos humanos infectados com L. (V.) braziliensis. Os macrófagos foram 

tratados 30 minutos antes da infecção com Apocinina em diferentes concentrações               

(APO 10
-5

 M, 10
-4

 M e 10
-3

 M). Os parasitos foram adicionados juntamente com LTB4 às 

culturas, após 4 h de incubação, foram lavadas e tratadas novamente (Apocinina e LTB4), sendo, 

em seguida, incubadas por até 48 h. Em A, a porcentagem de macrófagos infectados. Em B, o 

número de parasitos por macrófago. Em C, o índice de infecção. São apresentados as medianas, 

os interquartis e os valores mínimos e máximos;. Foram realizados 3 experimentos 

independentes, em duplicatas (n = 7). *p < 0,05 (Meio vs LTB4 ); 
#
p < 0,05 (LTB4 vs LTB4 + 

Apo10
-4

 M, 10
-3

 M). 
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Figura 19. Avaliação da inibição da produção de ROI por macrófagos humanos 

infectados com L. (V.) braziliensis Os macrófagos foram tratados 30 minutos antes da 

infecção com Apocinina (10
-4

 M). As culturas de parasitos e macrófagos (~10:1), após 4 

h de incubação, foram lavadas, foram tratadas novamente (Apocinina), sendo, em 

seguida, incubadas por até 48 h. Em A, a porcentagem de macrófagos infectados. Em B, 

o número de parasitos por macrófago. Em C, o índice de infecção. Cada ponto 

representa um indivíduo avaliado em duplicata e as linhas horizontais são as medianas 

(n = 11), sendo realizados 3 experimentos independentes. *p < 0,05.  
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Figura 20. Avaliação da inibição da produção de ROI  na atividade microbicida do LTB4 

em macrófagos humanos infectados com  L. (V.) braziliensis por 4 h. Os macrófagos foram  

tratados 30 minutos antes da infecção com Apocinina (10
-4

 M). Os parasitos forma adicionados 

na ausência ou presença de LTB4 e as culturas foram  mantidas por 4 h s. Em A, a porcentagem 

de macrófagos infectados. Em B, o número de parasitos por macrófago. Em C, o índice de 

infecção. São apresentados as medianas, os interquartis e os valores mínimos e máximos. Foram 

realizados 3 experimentos independentes, em duplicatas (n = 9) *p < 0,05 (LTB4 vs LTB4 + 

Apocinina). 
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Para avaliar se o NO seria uma das moléculas responsáveis pela atividade 

microbicida dos macrófagos, as culturas foram tratadas com um inibidor de iNOS, a 

aminoguanidina. Foi analisado o efeito da aminoguanidina na atividade leishmanicida 

após 48 h de cultivo. Para isto, foram realizados experimentos, nas quais, as culturas de 

macrófagos foram tratadas com a aminoguanidina por 30 minutos antes da infecção com 

os parasitos.. A inibição da produção de NO pelo composto aminoguanidina, apesar de 

não aumentar de forma significante a porcentagem de células infectadas (Fig. 21A), 

aumentou significantemente o número de parasitos por macrófagos (Fig. 21B), e o 

índice de infecção (Meio vs Aminoguanidina: 200 vs 389,    p < 0,05, Fig. 21C), na 

concentração de 10
-3

 M, quando comparado com as culturas não tratadas.  

Na Figura 22 são apresentadas fotomicrografias dos macrófagos infectados, na 

ausência ou presença dos tratamentos, a fim de mostrar os efeitos da ausência ou da 

presença, dos leucotrienos endógenos e do LTB4, bem como de ROI e NO no controle 

da infecção. 
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Figura 21. Avaliação da inibição da produção de óxido nítrico por macrófagos 

humanos infectados com L. (V.) braziliensis. Os macrófagos foram tratados 30 minutos 

antes da infecção com Aminoguanidina (10
-3

 M). As culturas de parasitos e macrófagos 

(~10:1), após 4 h de incubação, foram lavadas e tratadas novamente com aminoguanidina, 

sendo, em seguida, incubadas por até 48 h. Em A, a porcentagem de células infectadas. Em 

B, o número de parasitos por macrófago. Em C, o índice de infecção. Cada ponto representa 

um indivíduo avaliado em duplicata e as linhas horizontais são as medianas (n = 11), sendo 

realizados 3 experimentos independentes. *p < 0,05;  
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Figura 22. Fotomicrografias de macrófagos infectados com o  isolado L. (V.) braziliensis 

IMG3, sob diferentes tratamentos. Macrófagos humanos foram derivados de monócitos 

durante cinco dias (2 x 10
5
 células mononucleraes), sendo em seguida cultivados por 4 h com 

parasitos IMG3 (2 x 10
6
 parasitos; 6º dia de cultivo). Após a retirada do excesso de parasitos 

extracelulares, os macrófagos foram incubados por 48 h a 36°C (5% CO2). Em A: macrófagos 

cultivados na ausência de tratamento, Meio; Em B: macrófagos tratados com MK0591, inibidor 

de síntese de leucotrienos; Em C: macrófagos foram tratados com CP-105,696, bloqueador de 

BLT1, receptor para LTB4; Em D: macrófagos tratados durante a infecção com LTB4; Em E: 

macrófagos tratados com apocinina; Em F: macrófagos tratados com aminoguanidina. 

A B 

C D 

E F 
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5.7 Avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio por macrófagos 

incubados com L. (V.) braziliensis 

 

Para avaliar se os macrófagos humanos eram capazes de produzir ROI, foi 

avaliada a produção de ânion superóxido por meio da redução do NBT. Os macrófagos 

foram infectados com L. (V.) braziliensis e tratados com LTB4, apocinina ou os 

compostos MK0591 e CP-105,696. Os resultados mostraram que os macrófagos após a 

infecção produzem ânion superóxido (Meio vs Leishmânia: 0% vs 27%, n =7, Fig. 

23A), assim como quando tratadas com LTB4, em que há uma tendência no aumento da 

produção de ROI em relação a produção induzida por leishmânia (Leishmânia vs LTB4: 

27% vs 31%, n =5, Fig. 23B). Além disso, os macrófagos quando tratados com 

apocinina, diminuem a produção de ROI induzidas por leishmânia (Leishmânia vs 

apocinina: 27% vs 11%, n = 7, Fig. 23C), e  induzidas por LTB4 (LTB4 vs LTB4 + 

apocinina: 31% vs 10%, n = 7, Fig. 23D). A inibição de síntese de leucotrienos também 

diminui a produção de ROI induzida por leishmânia (Leishmânia vs MK0591: 27% vs 

11%, n = 7, Fig. 23E), e o bloqueio de BLT1, que inibe a ação de LTB4 endógeno, 

inibiu a produção de ROI, ou seja, as leishmanias induzem a produção de ROI na 

presença de LTB4 (Leishmânia vs CP-105,696: 27% vs 13%, n = 7, Fig. 23F). Além 

disso, nestes experimentos a adição de LTB4 as culturas reverteu o efeito inibidor do 

tratamento com CP, indicando que o BLT1 foi eficientemente bloqueado (LTB4 vs 

LTB4 + CP105-696: 31% vs 12,5%, n = 7). 

Além disso, em uma tentativa de quantificar a produção de ânion superóxido, 

dentre as células positivas, foram contadas as células fortemente positivas. Os 

resultados preliminares mostram, na Figura 24A, uma tendência de aumento na 

produção de ROI quando adicionado o LTB4 aos macrófagos infectados. A Figura 24B é 

uma fotomicrografia que ilustra células positivas (seta preta) e células fortemente 

positivas (seta branca). 
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Figura 23. Produção de ânion superóxido pela redução de NBT. Macrófagos humanos 

foram pré-tratados com apocinina, MK0591, CP 105-696 e em seguida infectados e tratado 

com LTB4, e incubados por 1h , depois foi adicionado uma solução de Hanks-Tris 0,05% de 

NBT e incubados por  20 minutos, a 36°C (5% CO2), as células foram fixadas e coradas com 

safranina .  De A-F são demonstradas as células porcentagem de positivas. Cada ponto 

representa um indivíduo avaliado em duplicata e as linhas horizontais são as medianas (n = 

7), sendo realizado 2 experimentos independentes. *p < 0,05; 
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Figura 24. Quantificação da produção de ânion superóxido avaliada pela redução de 

NBT. Macrófagos humanos foram incubados com parasitos e tratados com LTB4 (10
-7

 M), 

por 1h. Após, foi adicionada uma solução de Hanks-Tris 0,05% de NBT e as culturas foram 

incubadas por 20 min, a 36°C (5% CO2). As células foram fixadas e coradas com safranina.  

Em A: são demonstradas as % de células fortemente positivas. Cada ponto representa um 

indivíduo avaliado em duplicata (n = 6), sendo realizado um experimento; Em B: 

fotomicrografia que mostra célula positiva contendo pouco precipitado azul (seta preta) e 

célula fortemente positiva (seta branca), entre elas uma célula negativa (Aumento 1000x).  

B 
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6. DISCUSSÃO 

 

Para analisar a modulação da infecção de macrófagos humanos por L. (V.) 

braziliensis pelos leucotrienos o isolado IMG3 deste estudo foi obtido a partir de 

biópsia de um paciente diagnosticado com LTA na forma clínica LCL. Nos 

experimentos de cultivo in vitro, os parasitos foram considerados em fase logarítmica de 

crescimento até o quarto dia de cultura, passando após este período para a fase 

estacionária, de acordo com curvas de crescimento de outros isolados de L. (V.) 

braziliensis descritas anteriormente (Walton et al. 1977; Lemesre et al. 1988; Rey et al. 

1990).   

De acordo com os nossos experimentos, foi definida a utilização dos parasitos 

em fase estacionária inicial do crescimento (6º dia de cultivo) para os experimentos de 

infecção dos macrófagos, fase rica em formas promastigotas metacíclicas, as formas 

infectantes (Silva & Sacks 1987; Soares et al. 2005). O perfil da curva de crescimento 

obtida no presente trabalho, para o isolado clínico IMG3 foi similar àquele obtido por 

outros autores, tais como Souza-Neto et al. (2004) que usando uma cepa de L.(V.) 

braziliensis M2903, obteve que a fase estacionária é estabelecida no 5º dia de cultura. 

Em geral, o 5º ou 6º dias de cultivo tem sido escolhidos para ensaios de infecção de 

macrófagos por diferentes espécies de Leishmania, devido há um possível maior 

número de formas promastigotas metacíclicas nestes (Louassini et al. 1998, da Luz et al. 

2009, Siqueira-Neto et al. 2012). Observando que as condições técnicas são diferentes, 

consequentemente, o perfil de crescimento in vitro de Leishmania é variável 

dependendo de vários fatores, incluindo o tempo de adaptação dos parasitos ao meio de 

cultura, o tipo de meio de cultura e sua suplementação, o isolado ou cepa, de tal forma 

que a fase estacionária do crescimento dos parasitos pode demorar mais ou ser mais 

rápida para se estabelecer em algumas condições (Luz et al. 2009).  

 No presente trabalho, no período da fase estacionária, numerosos parasitos 

livres dos aglomerados típicos da fase log do crescimento, eram observados, contendo o 

corpo pequenino e longo flagelo, movimentando-se rapidamente (dados não mostrados). 

Essas mudanças coincidem com aquelas descritas durante o processo de 

metaciclogênese para L. (V.) braziliensis (Pinto-da-Silva et al. 2002; Soares et al. 2005), 

em que o processo de adaptação dos parasitos ao meio de cultura é acompanhado por 
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mudanças bioquímicas e morfológicas, que os tornam potencialmente mais infectantes. 

Portanto, os nossos dados sugerem que o dia 6 da curva de crescimento contém 

parasitos adequados para os experimentos de infecção dos macrófagos humanos. 

Corroborando estes dados, nosso grupo encontrou que no 6
o
 dia de cultura do isolado 

IMG3 há uma elevada porcentagem de formas metacíclicas que infectam os macrófagos 

humanos (manuscrito em preparação, da Silva Jr et al.). 

Neste trabalho, nas culturas de macrófagos humanos com o isolado IMG3 houve 

um aumento significante no índice de infecção de 4 h para 48 h, o que foi devido 

especialmente a um aumento no número médio de parasitos por macrófagos, o que 

indica que estava havendo replicação dos parasitos dentro das células.  Estes dados 

mostram que os macrófagos humanos são permissivos à infecção por L. (V.) 

braziliensis. Estudos com macrófagos humanos infectados com L. infantum 

demonstraram que este parasito consegue se replicar dentro dessas células (Hsiao et al. 

2011). Além disso, tem sido demonstrado que macrófagos humanos são infectados por 

várias espécies de Leishmania, incluindo L. (V.) panamensis e L. major (Vouldoukis et 

al. 1995, Bosque et al. 1998). Além disso, em um estudo avaliando a infecção por L. 

(V.) braziliensis, Campos et al. (2008) mostraram que os macrófagos estavam 

infectados após 24 h de incubação. Dados similares foram obtidos por Maia et al. 

(2007) avaliando infecção com L. infantum. Corroborando com os nossos dados, 

estudos com linhagens celulares de monócitos humanos demonstraram que estas células 

são infectadas com L. (V.) braziliensis (Ogunkolade et al. 1990; Zauli-Nascimento et al. 

2010). Nossos dados, portanto, demonstram que o isolado de L. (V.) braziliensis IMG3 

infecta os macrófagos humanos, sobrevivendo dentro destes por um período de até 96 h 

(dados não mostrados). 

A fim de avaliar a participação dos leucotrienos em macrófagos humanos 

infectados com L. (V.) braziliensis, no presente estudo, foram utilizados os compostos 

MK0591, CP-105,696 e o LTB4. Nenhuma citotoxicidade significante foi detectada com 

todos estes tratamentos, tanto para os parasitos quanto para as células humanas. As 

concentrações utilizadas são compatíveis com concentrações utilizadas anteriormente 

em experimentos com células murinas, para as quais também não houve citotoxicidade 

(Serezani et al. 2005, 2006; Talvani et al. 2002). Além disso, para avaliar os 

mecanismos microbicidas dos macrófagos foram utilizados apocinina e 
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aminoguanidina, sendo já conhecida a ausência de citotoxidade destes reagentes nas 

concentrações usadas no presente trabalho (Muijsers et al. 2000, Ximenes et al. 2007). 

Aqui, a inibição da produção de leucotrienos com MK0591 aumentou 

significantemente a infecção dos macrófagos durante os períodos de 4 h e 48 h de 

incubação, demonstrando a modulação da fagocitose e da atividade microbicida dos 

macrófagos por leucotrienos endógenos. Serezani et al. (2006) publicaram, até o 

momento, o único trabalho que avalia a contribuição dos leucotrienos no controle da 

infecção por L. (L.) amazonensis em camundongos suscetíveis e resistentes à infecção, 

bem como em macrófagos destes animais. Os autores mostraram que, o bloqueio da 

produção de leucotrienos (com MK0591) em macrófagos murinos infectados com L. 

(L.) amazonensis aumenta o índice de infecção, sugerindo que os leucotrienos estariam 

envolvidos no controle do parasito. Estes autores também demonstraram que os 

macrófagos dos camundongos resistentes à infecção produzem maiores quantidades de 

leucotrienos do que os dos animais suscetíveis. In vivo, a inibição dos leucotrienos 

causou um aumento da lesão nos camundongos. Portanto, os resultados do presente 

trabalho, que avaliou a infecção de macrófagos humanos com L. (V.) braziliensis, 

mostram que, similarmente ao que ocorre na infecção com L. (L.) amazonensis em 

macrófagos murinos, os leucotrienos possuem um papel importante para o controle da 

infecção dos macrófagos humanos. A relevância dos leucotrienos em infecções tem sido 

avaliada em outros modelos, como em um modelo murino de infecção com helmintos, 

demonstrando que o tratamento dos animais com um inibidor de síntese de leucotrienos 

(MK-866), favorece o aumento do número de parasitos e de ovos, consequentemente, os 

leucotrienos estariam induzindo mecanismos para o controle da infecção (Machado et 

al. 2005). Experimentos com camundongos infectados com fungos, usando o mesmo 

inibidor, levaram à morte os camundongos tratados, após 15 dias da infecção, enquanto 

os nãos tratados permaneceram vivos até 30 dias depois de serem infectados (Medeiros 

et al. 2004). Ainda, em um modelo de infecção por bactérias, Mycobacterium 

tuberculosis, os camundongos tratados com inibidor de síntese de leucotrienos perderam 

a capacidade de controlar a infecção (Peres et al. 2007). Coletivamente, estes dados 

sugerem que os leucotrienos são produzidos por macrófagos após infecção com 

diferentes microrganismos e os nossos resultados sugerem que os leucotrienos são 

produzidos pelos macrófagos humanos após infecção com L. (V.) braziliensis.  
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No presente trabalho, o bloqueio do receptor BLT1 com CP105,696, de uma 

maneira geral, aumentou a infecção dos macrófagos humanos, indicando a participação 

de LTB4 na modulação da fagocitose e da atividade leishmanicida. Estes resultados 

sugerem que em alguns indivíduos, os macrófagos podem estar produzindo LTB4, após 

a infecção por L. (V.) braziliensis, e esta produção é suficiente para modular a infecção. 

Estudos usando o bloqueador de BLT1, CP105,696, contribuíram para avaliar a 

importância do LTB4 endógeno nos nossos experimentos. Nos nossos resultados, o 

bloqueio do receptor aumentou a fagocitose, sugerindo então que o LTB4 diminui a 

fagocitose. Alguns artigos tem demonstrado que os leucotrienos podem aumentar a 

infecção por modularem a capacidade de fagocitose dos macrófagos. Os leucotrienos, 

LTB4 e CysLTs aumentam a fagocitose de Klebsiella pneumoniae, por macrófagos 

alveolares de ratos (Mancuso et al. 1998; Silva et al. 2010). Okamoto et al. (2010) 

demonstraram que o bloqueio do receptor de leucotrienos, em macrófagos de 

camundongos, diminuem a fagocitose de bactérias. Esses dados são aparentemente 

discordantes dos que nós encontramos o que pode ser devido a diferenças nos modelos 

usados, em relação ao usado no presente trabalho. Pelo menos duas diferenças 

importantes podem explicar as discrepâncias: os macrófagos são oriundos de espécies 

diferentes e os microrganismos são diferentes, além disso, nos experimentos com as 

bactérias, estas foram opsonizadas antes de avaliar a fagocitose, logo, os mecanismos 

ativados também serão diferentes, pois usam diferentes receptores acoplados a 

diferentes vias. Sugerimos que para L. (V.) braziliensis, os leucotrienos diminuem a 

fagocitose de formas promastigotas por macrófagos humanos, por meio de mecanismos 

ainda desconhecidos. Outra alternativa será discutida mais abaixo em relação aos 

mecanismos microbicidas que podem estar atuando já nas primeiras horas da infecção. 

Em outros modelos de infecção tem sido demonstrada a modulação da atividade 

microbicida de macrófagos por LTB4 endógeno. Serezani et al. (2005) demonstraram 

que o bloqueio do receptor BLT1 aumenta a sobrevivência de bactéria em macrófagos 

alveolares de ratos. Talvani et al. (2002) em um modelo de infecção por Trypanosoma 

cruzi, demonstraram que o antagonismo de BLT1 diminui a produção de nitrito em 

macrófagos de camundongos, aumentando a infecção, o que indica que a produção de 

NO seria o mecanismo envolvido pelo controle da infecção por T. cruzi, a qual é 

aumentada por LTB4 endógeno. Os resultados do presente trabalho sugerem que L. (V.) 
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braziliensis pode induzir a produção de LTB4 em macrófagos humanos e que este 

leucotrieno aumenta a atividade microbicida destes macrófagos, agindo em receptores 

BLT1. 

Como os resultados obtidos com inibição de síntese de leucotrienos e bloqueio 

do receptor BLT1 indicaram que L. (V.) braziliensis poderia induzir a produção de 

LTB4 em macrófagos humanos, este leucotrieno foi, então, quantificado nos 

sobrenadantes das culturas desses macrófagos. Foi verificada uma rápida produção de 

LTB4 após interação macrófagos-parasitos, com uma queda progressiva das 

concentrações com o período de incubação, indicando a degradação do leucotrieno e 

uma diminuição da produção dos leucotrienos com o tempo.  Serezani et al. (2006) 

demonstraram que o LTB4 foi gerado após a infecção com L. (L.) amazonensis em 

macrófagos de camundongos, sendo que havia uma maior produção de LTB4 em 

macrófagos de camundongos resistentes, quando comparados com os de macrófagos de 

camundongos suscetíveis, em todos os períodos avaliados. Diferentemente do nosso 

trabalho, nos macrófagos de camundongos, a maior concentração de LTB4 foi detectada 

após 24 horas de infecção, sendo que no nosso trabalho a maior concentração foi 

detectada após 30 minutos e foi diminuindo ao longo do tempo. Podemos afirmar, 

então, que L. (V.) braziliensis induz a rápida produção de LTB4 em macrófagos 

humanos. 

No presente estudo, a adição de LTB4 exógeno diminuiu o índice de infecção 

dos macrófagos humanos infectados com um isolado de L. (V.) braziliensis. Este efeito 

foi observado tanto após 4 h quanto 48 h, em acordo com os nossos resultados obtidos 

com o tratamento com o inibidor de síntese de leucotrienos, bem como com o 

antagonista do receptor do LTB4. A adição de LTB4 em culturas de macrófagos murinos 

aumenta a fagocitose de T. cruzi, por mecanismos desconhecidos (Wirth & 

Kierszenbaum 1985). É conhecido que o LTB4 aumenta a fagocitose de macrófagos 

murinos, atuando em BLT1 que leva à ativação de proteína Gi, PI3K (fosfatidil inositol-

3-quinase) e Rac quinase (Okamoto et al. 2010). Nós não sabemos por que a ativação 

dos macrófagos humanos com LTB4 causa uma diminuição da fagocitose de L. (V.) 

braziliensis, mas pode ser especulado que a sinalização via BLT1 possa interferir na 

sinalização dos receptores usados para a fagocitose de leishmânias, tais como receptores 
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para o Complemento ou outros receptores utilizados pelo parasito (Ueno & Wilson 

2012). 

Para avaliar se o LTB4 modularia infecção somente nos momentos iniciais (4 h), 

este foi adicionado no momento da adição dos parasitos, 4 h ou 24 h após. Quando o 

LTB4 foi adicionado simultaneamente com os parasitos ou 4 h após a infecção, houve 

uma diminuição da infecção, avalidada após 48 h, sugerindo que o LTB4 pode diminuir 

a fagocitose e aumentar a atividade microbicida dos macrófagos humanos. A adição do 

LTB4 após 24 h de infecção, no entanto, não alterou significantemente a atividade 

microbicida dos macrófagos, indicando que os macrófagos infectados não eram mais 

responsivos ao LTB4 neste período. Os resultados sugerem que os parasitos podem estar 

diminuindo a expressão de BLT1, de modo a escapar da ativação dos macrófagos pelo 

LTB4 e manter a infecção. Experimentos estão sendo realizados para avaliar esta 

hipótese.  

Serezani et al. ( 2006) relataram a participação de LTB4 no controle da infecção 

por L. (L.) amazonensis.  Eles demonstraram que a adição de LTB4 diminui o índice de 

infecção em macrófagos de camundongos resistentes ou suscetíveis à infecção por L. 

(L.) amazonensis. Dados semelhantes foram descritos por Serezani et al. ( 2005), que 

demonstraram que a adição de LTB4 aumenta a atividade microbicida de macrófagos 

alveolares de ratos, infectados com bactérias. Também em infecção de macrófagos 

murinos com T. cruzi, a adição de LTB4 aumenta a morte dos parasitos intracelulares 

(Wirth & Kierszenbaum 1985a). Na infecção por Toxoplasma gondii, o LTB4 exógeno 

aumenta a atividade citotóxica de macrófagos derivados de monócitos humanos, 

promovendo a morte intracelular destes parasitos (Yong et al. 1994). Estes trabalhos 

demonstram a capacidade do LTB4 em ativar macrófagos humanos para a destruição de 

protozoários. O presente trabalho, mostrando que o LTB4 aumenta a atividade 

leishmanicida de macrófagos humanos, vem corroborar a idéia de que o LTB4 induz 

atividade microbicida destes macrófagos, auxiliando no controle da infecção. 

Para investigar a participação de ROI e RNI na atividade microbicida de 

macrófagos humanos infectados com L. (V.) braziliensis, em nossos experimentos foi 

usado um inibidor de NADPH oxidase, a apocinina, o que tem por consequência o 

bloqueio da produção de ROI. Foi demonstrado um aumento significante da infecção, 
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sugerindo que essas moléculas estariam aumentando a atividade microbicida dos 

macrófagos. Blos et al. (2003) demonstraram que camundongos gp91
phox -/-

, ou seja, 

camundongos deficientes de NADPH oxidase 
 
infectados com L. major, na fase crônica 

da doença, permaneciam com parasitos na pele, linfonodo e  baço. Outros experimentos 

demonstraram a importância dos ROI, tais como ânion superóxido e peróxido de 

hidrogênio (O2
-
 e H2O2), no controle da infecção por espécies de Leishmania, em 

diferentes linhagens celulares de camundongos e humanos (Murray  1981; Murray et al. 

1983). Os nossos resultados são similares aos de Khouri et al. (2009) que mostraram um 

importante papel microbicida dos ROI em macrófagos humanos infectados com L. (L.) 

amazonensis.   

Os leucotrienos são lipídios que estimulam a produção de substâncias 

antimicrobianas, tais como os ROI e RNI (Woo et al. 2002; Serezani et al. 2005; 

Serezani et al. 2006). Neste trabalho, além da apocinina aumentar a infecção por L. (V.) 

braziliensis, esta também reverteu o efeito inibidor do LTB4, sugerindo que o efeito 

deste mediador em aumentar a atividade leishmanicida era via aumento da produção de 

ROI. A capacidade de induzir ROI tem sido demonstrada para o LTB4 em outros 

trabalhos, como por exemplo, Serezani et al.(2005), demonstraram que o LTB4 induz a 

produção de peróxido de hidrogênio em macrófagos alveolares de ratos,  e que este 

mecanismo microbicida, estaria contribuindo para o controle da infecção destes 

macrófagos por K. pneumoniae. No presente estudo, foi utilizado a apocinina, um 

inibidor seletivo da atividade da NADPH oxidase. Experimentos suportam a ideia de 

que a apocinina inibe a translocação das subunidades p47phox e p67phox para a 

membrana celular, inibindo assim a ação da NADPH oxidase e a consequente produção 

de ROI (Muijsers et al. 2000; Worm et al. 2001; Ximenes et. al. 2007; Almeida et al. 

2011). A inibição de ROI diminuiu a infecção já nas primeiras horas, sugerindo então 

que, a diminuição da infecção causada pelos leucotrienos durante 4 h pode não ser um 

efeito no processo da fagocitose em si, mas sim já indicar a morte dos parasitos durante 

este período.  No presente estudo foi avaliada, também, a participação dos RNI na 

infecção de macrófagos humanos por L. (V.) braziliensis, sendo utilizado um inibidor de 

iNOS,  a aminoguanidina. Foi demonstrado que a inibição da produção de NO levou a 

um aumento na infecção dos macrófagos, demonstrando assim sua participação na 

atividade microbicida. Corroborando com nossos dados Linares et al. (2001) 
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demonstraram a participação de peroxinitrito no controle da infecção de camundongos 

infectados com L. (L.) amazonensis, em que a produção na fase inicial da infecção, 

destes complexos formados pela reação entre peróxido de hidrogênio e NO, estaria 

relacionada à resistência destes camundongos à doença. Outro trabalho demonstrou que 

o LTB4 induz a produção de NO em macrófagos murinos e isto estaria relacionado ao 

controle e à resistência da infecção por T. cruzi (Talvani et al. 2002). No entanto, a 

produção de NO em macrófagos humanos é muito baixa (Brandonisio et al. 2002) e 

Khouri et al. (2009) relataram que em macrófagos humanos infectados com L. (V.) 

braziliensis a produção de NO não é relevante para o controle da infecção. Nós não 

avaliamos a produção de NO, mas para confirmar os resultados do tratamento com 

aminoguanidina, é necessário utilizar outros inibidores de NO, a fim de eliminar a 

possibilidade de outros efeitos da aminoguanidina na infecção independentes de NO, 

bem como avaliar a expressão de iNOS nos macrófagos. Experimentos futuros podem 

esclarecer melhor a participação do NO nos mecanismos microbicidas dos macrófagos 

humanos infectados com L. (V.) braziliensis. Não foi avaliado até o momento a 

participação do NO no aumento da atividade microbicida induzida pelos leucotrienos.   

Desde que a inibição de ROI aumentou a infecção dos macrófagos humanos com 

L. (V.) braziliensis, na ausência ou presença do leucotrieno, no presente trabalho a 

produção de ROI foi avaliada pela técnica de redução do NBT. Leishmania (V.) 

braziliensis induziu a produção de ânion superóxido e o LTB4 aumentou esta produção. 

Nossos resultados corroboram com Murray (1981) que utilizou a mesma técnica e 

demonstrou que as espécies de Leishmania tropica e Leishmania donovani  induzem a 

produção de ânion superóxido em uma linhagem de macrófagos murinos. Aqui, 

demonstramos pela primeira vez que o LTB4 aumenta a produção de ROI, via NADPH 

oxidase, induzida por L. (V.) braziliensis em macrófagos humanos. Os resultados são 

ainda preliminares e serão repetidos para confirmação. 

Vários trabalhos já relataram a produção de ROI induzida por leucotrienos 

(Serezani et al. 2005; Woo et al. 2000a; Woo et al. 2000b; Woo et al. 2002; Cho et al. 

2011), porém os mecanismos pelos quais os leucotrienos induzem ROI ainda não são 

bem esclarecidos. Serezani et al. (2005) relataram a indução da produção de peróxido de 

hidrogênio em macrófagos alveolares de ratos, quando tratados com LTB4. Neste 

mesmo trabalho, foi demonstrado que os induziram a translocação da subunidade 
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p47phox para a membrana, via PKC-sugerindo assim, uma via de sinalização para a 

produção de peróxido de hidrogênio induzido por LTB4. Alguns trabalhos sugeriram o 

envolvimento da produção de ROI de maneira dependente de Rac quinase, ativados por 

AA e por cPLA2. (Woo et al. 2000a, 2000b). 

Outros mecanismos microbicidas que podem ser induzidos por leucotrienos é a 

indução de peptídeos antimicrobianos. Os peptídeos antimicrobianos são peptídeos 

catiônicos que podem ser produzidos por células epiteliais e leucócitos, entre os quais 

os macrófagos. Tem sido demonstrado que o LTB4 induz a produção de defensina ou 

catelicidina. Dessa forma, por induzir a liberação destas substâncias, o LTB4 ativa as 

propriedades microbicidas de polimorfonucleares e macrófagos (Yong et al. 1994; 

Serezani et al. 2005; Wan et al. 2007; Flamand et al. 2007). Tem sido demonstrado o 

efeito tóxico de diferentes peptídeos antimicrobianos para diferentes espécies de 

Leishmania (Pérez-Cordero et al. 2011). Assim, investigações futuras podem esclarecer 

se os peptídeos antimicrobianos são mediadores do aumento da atividade leishmanicida 

causada pelo LTB4 em macrófagos humanos infectados com L. (V.) braziliensis. 

A partir dos resultados do presente trabalho, pode ser proposto que a infecção 

por L. (V.) braziliensis induz a produção de LTB4 por macrófagos humanos, o qual 

diminui a infecção desde as primeiras horas. A produção de LTB4 é rápida e diminui 

após 4 h de infecção, mas os efeitos nos mecanismos microbicidas são percebidos nas 

primeiras horas, mediados pela rápida produção de ROI, e até 48 h de incubação, talvez 

mediados pela produção tardia de NO. Após 24 h de infecção, ao adicionar o LTB4 nas 

culturas, este passa a não ter efeito na atividade microbicida, sugerindo, então, que a 

leishmânia estaria tornando os macrófagos não responsivos a LTB4, talvez por modular 

a expressão dos receptores para leucotrieno, como o BLT1. De fato, nossos resultados 

preliminares (não mostrados) indicam que a infecção com L. (V.) braziliensis diminui a 

expressão de BLT1 nos macrófagos. Desta maneira, a leishmânia encontraria uma 

maneira de escapar da resposta do macrófago, sobrevivendo nesta célula e mantendo a 

infecção, que in vitro é observada até 96 h.  

Entender os mecanismos de controle da infecção por L. (V.) braziliensis é 

fundamental para encontrar novos alvos terapêuticos para a LTA, uma doença que 

apresenta uma grave forma clínica, a LM, para a qual ainda há dificuldades no 
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tratamento, com muitas recidivas e desenvolvimento de resistência dos parasitos aos 

fármacos. A capacidade de ativação celular promovida pelo LTB4 vem sendo explorada 

experimentalmente para tratamento de infecção fúngica, utilizando microesferas 

biodegradáveis contendo LTB4 (Nicolete et al. 2009). Os nossos resultados sugerem que 

o LTB4 pode ativar os macrófagos humanos, auxiliando no controle da infecção por L. 

(V.) braziliensis, o que abre perspectivas para novas terapias da LTA. 
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7. CONCLUSÕES 

 

7.1 Específicas 

 

 Macrófagos humanos são eficientemente infectados com L. (V.) braziliensis 

IMG3; 

 O tratamento dos macrófagos com um inibidor de síntese de leucotrienos 

aumenta significantemente o índice de infecção, por promover a fagocitose e 

inibir a atividade microbicida dos macrófagos; 

  O tratamento dos macrófagos com um antagonista de BLT1 aumenta 

significantemente o índice de infecção, sugerindo que o LTB4, produzido após 

infecção com L. (V.) braziliensis, é um dos leucotrienos que inibe a fagocitose e 

aumenta a atividade microbicida dos macrófagos;  

 O LTB4 é produzido após a infecção de macrófagos infectados com L. (V.) 

braziliensis. 

 O tratamento dos macrófagos com LTB4 diminui significantemente o índice de 

infecção dos macrófagos, inibindo a fagocitose e aumentando a atividade 

microbicida; 

 O tratamento dos macrófagos com inibidor de ROI ou NO aumenta 

significantemente o índice de infecção, sugerindo a participação destas 

moléculas nos mecanismos microbicidas dos macrófagos;  

 Os dados sugerem que L. (V.) braziliensis induz ROI e que o LTB4 aumenta a 

produção destas moléculas, contribuindo para o controle do parasito em 

macrófagos humanos. 

7.1 Geral 

Os macrófagos humanos produzem leucotrienos após ainfecção por L. (V.) 

braziliensis, estes mediadores podem ativar mecanismos microbicidas, de 

maneira dependente da produção de ROI, e que contribuem para o controle da 

infecção. 
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Resumo 

 

A infecção de macrófagos humanos com Leishmania (Viannia) braziliensis tem 

sido pouco estudada e não é conhecido se os leucotrienos, mediadores 

lipídicos produzidos por macrófagos, podem modular a infecção destas células 

por este parasito. Neste trabalho, foi avaliada a contribuição do LTB4 no 

controle da infecção de macrófagos humanos com L. (V.) braziliensis e a 

expressão do receptor para este mediador (BLT1) nos macrófagos infectados. 

Macrófagos humanos foram derivados de monócitos do sangue periférico e 

infectados com formas promastigotas durante 4 h ou 48 h. Os tratamentos com 

MK0591 (inibidor de síntese de leucotrienos) ou CP105,696 (antagonista de 

BLT1) aumentaram o índice de infecção, após 4 h ou 48 h de incubação (p < 

005).  Por outro lado, a adição de LTB4 às culturas diminuiu a infecção dos 

macrófagos (4 h e 48 h, p < 0,05). Os macrófagos infectados não responderam 

mais ao LTB4 após 24 h de incubação. Os parasitos induziram a produção de 

LTB4 nas culturas de macrófagos nos primeiros 30 min, caindo esta produção 

após 4 h (p < 0,05). Inibidores de ROI (apocinina) aumentou significantemente 

a infecção de macrófagos antes ou após a ativação com LTB4. Houve produção 

de ânion superóxido induzida pelos parasitos e aumentada pelo LTB4. A 

expressão de BLT1 diminuiu significantemente após 6 h (RNAm) e 24 h 

(proteína) de infecção dos macrófagos (p < 0,05). Os resultados sugerem que 

os macrófagos humanos produzem LTB4 após a infecção com L. (V.) 

braziliensis. O LTB4 aumenta a atividade microbicida dos macrófagos, desde as 

primeiras horas da infecção, diminuindo a infecção. Os resultados sugerem que 
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há produção de ROI após infecção com L. (V.) braziliensis e que o LTB4 

aumenta a atividade microbicida dos macrófagos via aumento da produção de 

ROI. No entanto, a infecção causa uma diminuição de BLT1, favorecendo o 

escape do parasito e garantindo a sobrevivência do mesmo nos macrófagos. 

Entender a participação dos leucotrienos no controle da infecção de 

macrófagos humanos por L. (V.) braziliensis pode levar à descoberta de novos 

alvos terapêuticos para a leishmaniose tegumentar americana. 

Palavras-chaves: Leishmania braziliensis, macrófagos humanos, leucotrienos, ROI  
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INTRODUÇÃO 

 

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doença infecto-

parasitária causada por protozoários do gênero Leishmania, podendo 

apresentar diferentes formas clínicas, dependendo da espécie de Leishmania e 

da relação entre o parasito e o hospedeiro. Nas Américas ou Novo Mundo, 

várias espécies causam LTA, sendo que no Brasil, L. (Viannia) braziliensis é a 

espécie mais prevalente, que causa a leishmaniose cutânea (LC) e a forma 

clínica mais grave da LTA, a leishmaniose mucosa (LM), que atinge as 

mucosas nasal e orofaríngea. Alvar et al. (2012) relataram que os dez países 

com os mais elevados números de casos de LC são  Afeganistão, Argélia, 

Colômbia, Brasil, Irã, Síria, Etiópia, o Sudão do Norte, Costa Rica e Peru, 

juntos, eles respondem por 70 a 75% da incidência global estimada.  O 

tratamento da LTA tem como fármaco de primeira escolha o antimonial 

pentavalente, existente sob a forma de N-metilglucamina, comercializado no 

Brasil. Não havendo resposta satisfatória ao tratamento com antimonial 

pentavalente, os fármacos de segunda escolha são a anfotericina B e as 

pentamidinas, consideradas mais eficazes do que os antimoniais no tratamento 

de lesões mucosas. Enquanto pacientes com LCL, com lesões cutâneas únicas 

ou múltiplas, apresentam cura espontânea ou boa resposta ao tratamento, 

aqueles com LM, concomitantes lesões cutânea e mucosa ou lesão mucosa 

desenvolvida secundariamente à lesão cutânea, apresentam lesões que são 

altamente destrutivas e não respondem bem ao tratamento, ou mesmo quando 

ocorre a cicatrização, as recidivas são frequentes (Silveira et al. 2009). A falha 

no tratamento pode ser devida às próprias características intrínsecas do 
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parasito, que podem expressar genes ligados à resistência (Guimond et al. 

2003). Além das dificuldades com a terapia da LTA, não há, ainda, uma vacina 

eficaz, que possa prevenir a doença (Noazin et al. 2008; Evans & Kedzierski 

2012; Singh & Sundar 2012). 

Os leucotrienos são mediadores lipídicos da inflamação, sendo que a sua 

biossíntese começa apenas após estimulação celular, quando as células ou 

tecidos são expostos a estímulos fisiológicos e patológicos (Crooks & Stockley 

1998; Murphy& Ginjón 2007). Os leucotrienos são predominantemente 

produzidos por células inflamatórias, como leucócitos porlimorfonucleares, 

macrófagos, eosinófilos, basófilos e mastócitos (Singh et al. 2010; Nakamura & 

Shimizu 2011). Os leucotrienos agem em receptores acoplados a proteina G, 

sendo claramente descritos como importantes mediadores das respostas 

inflamatórias. O primeiro receptor do LTB4 a ser clonado e caracterizado foi 

denominado BLT1, que é o receptor de alta afinidade. Em seres humanos, o 

receptor BLT1 é exclusivamente expresso em células inflamatórias, tais como 

neutrófilos, eosinófilos, células dendríticas, macrófagos, linfócitos B e T 

(Yokomizo et al. 1997; Shimizu et al. 2002; Pettersson et al. 2003; Tager et al. 

2003; Nakamura & Shimizu 2011). Várias funções dos leucotrienos vem sendo,  

descritas, dentre estas, a participação no controle e eliminação de vários 

microrganismos como bactérias, vírus e protozoários. Estudos demonstraram a 

participação do LTB4 endógeno no aumento da fagocitose de bactérias 

opsonizadas e aumento da atividade bactericida de macrófagos. Além disso, os 

leucotrienos podem auxiliar na indução da liberação de potentes agentes 

antimicrobianos, que estariam participando do controle de vírus e bactérias, 

como, por exemplo,  peptídeos antimicrobianos tais como defensinas, 
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catelicidinas e neurotoxina derivada de eosinófilo. Os leucotrienos também 

induzem a migração e ativação de leucócitos, produção de fator de necrose 

tumoral (TNF)e de reativos intermediários de oxigênio (ROI)   ( Mancuso et al. 

2001; Talvani et al. 2002; Serezani et al. 2005; Serezani et al. 2006; Flamand et 

al. 2007).  

Pouco se sabe sobre a infecção de macrófagos humanos por L. (V.) 

braziliensis e não é conhecido se os leucotrienos são produzidos durante esta 

infecção e se poderiam modular a infecção, contribuindo para o controle do 

parasito. No presente trabalho, o objetivo foi avaliar se os leucotrienos, 

especialmente o leucotrieno B4 (LTB4), modulam a infecção de macrófagos 

humanos por L. (V.) braziliensis.  
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Cultivo dos parasitos in vitro.  

O isolado MHOM/BR/2003/IMG, da espécie L. (V.) braziliensis, presente no 

Leishbank, o Banco Imunobiológico de leishmânias da região Centro-Oeste 

(IPTSP/Universidade Federal de Goiás, Brasil), é oriundo de paciente com 

leishmaniose cutânea localizada. Os parasitos encontram-se preservados em 

nitrogênio líquido, congelados em soro fetal bovino (SFB), contendo 10% de 

dimetilsulfóxido de sódio (DMSO, Sigma Chem. Co. St. Louis, MD, EUA). Após 

descongelamento, os parasitos foram cultivados em meio Grace (Grace´s 

Insect Médium, Sigma) completo, suplementado com 20% de SFB (Cripion 

Biotecnologia, Brasil) inativado, 2 mM de L-glutamina (Sigma), 100 U/mL de 

penicilina (Sigma) e 100 μg/mL de estreptomicina (Sigma), a 26ºC. Os 

parasitos foram repicados de três em três dias, sempre iniciando a cultura com 

5 x 105 parasitos/mL. Uma pequena alíquota da cultura era diluída em solução 

salina tamponada com fosfatos (PBS, phosphate-buffered saline), contendo 

formalina a 0,3% e os parasitos, quantificados em hematocitômetro, para 

estabelecer o repique, que foi realizado no máximo seis vezes.  

 

Separação de monócitos do sangue periférico e derivação dos macrófagos. 

 As amostras de sangue venoso (cerca de 10 mL), obtidas de doadores 

sadios (n = 83), que não estavam fazendo uso de medicamentos (Comitê de 

Ética em Pesquisa do HC/UFG-Protocolo: 190/2011), foram colhidas em tubos 

à vácuo (Greiner bio-one, Vacuette, Americana, SP, Brasil), contendo solução 
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de EDTA. Para obter as células mononucleares (CMN), o sangue foi 

centrifugado (200 g, por 5 minutos, temperatura ambiente), para eliminar o 

plasma. Em seguida, o sangue foi diluído volume/volume com PBS-EDTA 0,01 

mM pH 7,3 e, então,  foi aplicado sobre gradiente de densidade de sílica 

coloidal revestida por polivinilpirrolidona (Percoll, Sigma). As CMN foram 

distribuídas em placas de 24 poços (TPP, Techno Plastic Products, 

Trasadingen, Suíça), sobre lamínulas de vidro de 13 mm de diâmetro 

(Deckglaser, Braunschweig, Alemanha), na concentração de 2 x 105 

células/500 L de meio RPMI 1640 (Sigma) contendo 15% de SFB (Gibco, 

Brasil), 11 mM de bicarbonato de sódio e 2 mM de L-glutamina.  Para a 

derivação dos macrófagos (5 dias), o meio foi trocado a cada 48 h (meio RPMI 

completo contendo 15% de SFB), sendo as células mantidas a 36ºC, 5% de 

CO2. Após este período, os macrófagos foram infectados com os parasitos. 

 

Infecção dos macrófagos. 

 As formas promastigotas (6o dia de cultura, fase estacionária inicial) 

foram ressuspendidas em meio RPMI completo (1 x 108 parasitos/mL) e foram 

adicionados aos macrófagos na proporção de ~ 10:1 (parasito:célula). As 

placas foram incubadas a 36 ºC, 5% de CO2 por 4 h, lavadas 3 vezes com meio 

RPMI completo, a 37°C, para retirar o excesso de parasitos, e o meio foi 

reposto em todos os poços. As lamínulas foram colhidas após 4 h, 24 h, 48 h 

ou 72 h de cultura, sendo as células coradas com o Kit comercial Instant Prov 

(Newprov, Pinhais, PR, Brasil). Em seguida, as lamínulas foram fixadas sobre 

lâminas para microscopia, usando Entellan Novo (Merck KgaA, Damstadt, 

Alemanha) e sob microscopia de luz (aumento de 1.000 vezes), foi 
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determinada a freqüência de células infectadas (300 células analisadas) e o 

número médio de parasitos por célula infectada (mínimo de 50 células 

infectadas avaliadas). O índice de infecção foi obtido multiplicando-se a 

porcentagem de células infectadas pelo número médio de parasitos por células 

infectadas. 

 

Modulação da infecção dos macrófagos por leucotrienos endógenos. 

 Para avaliação do efeito dos leucotrienos endógenos na infecção, os 

macrófagos foram tratados com MK0591 (inibidor da FLAP, Merck, KgaA, 

Damstadt, Alemanha ) ou CP105,696 (bloqueador do receptor BLT1, Pfizer, 

Groton, CT, EUA). Os compostos (MK0591 e CP105,696 10-3 M), foram 

dissolvidos em DMSO, veículo do composto e estocados a -80°C  até o 

momento de uso. Para os experimentos, os compostos foram diluídos em meio 

RPMI contendo 15 % de SFB (10-4 M) e adicionados às culturas dos 

macrófagos, em diferentes concentrações, 30 min antes da infecção com os 

parasitos. O DMSO foi adicionado como controle nas mesmas concentrações 

dos compostos diluídos. Foram comparados os resultados de culturas tratadas 

com os de culturas contendo somente o veículo (referido nas figuras como 

Meio). Nos experimentos de 48 h, após a lavagem (4 h), em alguns 

experimentos os compostos não foram repostos, mas em outros houve 

reposição após a lavagem e, então, re-incubação.  Após 4 h ou 48 h de 

incubação, as lamínulas foram retiradas, sendo as células fixadas, coradas e 

avaliadas quanto à infecção, como descrito acima. 
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Dosagem de LTB4.  

Os macrófagos foram infectados como descrito acima, tendo sido pré-tratados 

ou não com o inibidor de síntese MK0591 (30 min). Após adição dos parasitos, 

as culturas foram incubadas até 4 h. O sobrenadante foi coletado e estocado a 

-80ºC e depois, então, realizado o ensaio imunoenzimático de dosagem de 

LTB4, seguindo as instruções do fabricante do kit (EIA, enzimatic immuno 

assay, Cayman Chem. Co., Ann Abor, EUA). Os resultados foram expressos 

em pg/mL e o limite de detecção foi de 13 pg/mL. 

 

Modulação da infecção dos macrófagos por leucotrienos exógenos. 

 Para avaliação do efeito dos leucotrienos exógenos, os macrófagos 

foram tratados com LTB4 (Cayman), o qual foi dissolvido em etanol (3 x 10-4 M), 

sendo então diluído em PBS e adicionado às culturas  dos macrófagos  (10-7 M, 

10-8 M, 10-9 M) durante a infecção com os parasitos (4 h).  Em alguns 

experimentos com incubação por até 48 h, após a infecção por 4 h e a 

lavagem, o LTB4 foi reposto. Ainda, para observar o efeito do LTB4 na atividade 

leishmanicida dos macrófagos, o LTB4 foi adicionado após 4 h ou 24 h de 

infecção. As culturas controles continham etanol na mesma concentração 

utilizada nas culturas tratadas com LTB4 (referido como Meio). Após incubação, 

as células foram coradas e avaliadas quanto à infecção, como descrito acima.  

 

Avaliação da participação de ROI no controle da infecção. 

 Os macrófagos foram tratados com Apocinina (inibidor da NADPH 

oxidase, Sigma), a qual foi dissolvida em DMSO (500 mM), no momento do 
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uso. Para os experimentos, foi diluída em meio RPMI completo e adicionada às 

culturas dos macrófagos, em diferentes concentrações, 30 min antes da 

incubação com os parasitos e do tratamento com LTB4 (10-7 M). A maior 

concentração usada de apocininafoi 10-3 M. Foram comparados os resultados 

de culturas tratadas com os de culturas incubadas com meio contendo DMSO 

(referido como Meio). Nos experimentos de 48 h, após a lavagem (4 h), os 

compostos foram repostos, e, então, as placas foram re-incubadas.  Após 4 h 

ou 48 h de incubação, as células foram coradas e avaliadas quanto à infecção, 

como descrito acima. 

 

Avaliação da produção de ROI por macrófagos incubados com L. (V.) 

braziliensis.  

A técnica do NBT (azul de nitro tetrazólio, nitro blue tetrazolium), foi adaptada a 

partir da técnica descrita por Muniz-junqueira & Paula-Coelho (2008), para 

avaliar a produção de ânion superóxido (O2
-). Os macrófagos foram incubados 

30 min antes da infecção, na ausência ou presença de apocinina (10-4 M)., 

MK0591(10-6 M) ou CP-105,696 (10-6 M). Em seguida, os macrófagos foram 

incubados com os parasitos e tratados com LTB4. Após 1 h, os macrófagos 

foram tratados com uma solução Hanks-Tris contendo 0,05% de NBT (Sigma) 

por 20 min, 36oC, 5% de CO2. As lâminas foram então lavadas, fixadas com 

metanol e coradas com uma solução de safranina 1,4% de glicerol e 28,6% em 

água destilada. A porcentagem de macrófagos que reduziu o NBT foi avaliada 

sob microscopia de luz. Os resultados foram expressos em % de células 

positivas. 
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Modulação da expressão do receptor leucotrieno B4 (BLT1) durante infecção in 

vitro com Leishmania (V.) braziliensis. 

Para avaliação do efeito da infecção in vitro com L. (V.) braziliensis na 

modulação da expressão do receptor BLT1, os macrófagos humanos foram 

infectados com os parasitos, como descrito acima, e após 6 h ou 24 h, a 

expressão do receptor BLT1 foi avaliada por RT-PCR e Western blotting. Após 

6 h de incubação com os parasitos, as culturas de macrófagos foram lavadas 

3x com PBS aquecido (37ºC) e o RNA foi extraído utilizando o reagente Trizol 

(Invitrogen, CA, EUA) e congeladas a -80°C até o momento de uso. Após 

descongelamento, as amostras foram homogeneizadas com 200 L de 

clorofórmio (proporção 2:1) e incubadas 10 min no gelo. Em seguida, a mistura 

foi centrifugada à 12.000 g por 15 min, a 4°C. A fase aquosa foi coletada e 

transferida para outro tubo contendo o mesmo volume de isopropanol. As 

soluções foram agitadas até a homogeneização, centrifugadas novamente a 

14.000 g por 20 min, a 4°C. O sedimento foi lavado com 600 L de etanol 

gelado a 70% e submetido à nova centrifugação de 14.000 g, 15 min, a 4°C. O 

RNA foi dissolvido em 15 L de água livre de RNAse. Após esta etapa, foi 

realizada a síntese do cDNA, utilizando-se o kit Revert Aid TM First Strand 

cDNA Synthesis (Thermo scientific, Waltham, MA , USA) de acordo com as 

instruções do fabricante. O cDNA sintetizado foi utilizado para reação de PCR 

quantitativa, adicionando-se 8 ng de cDNA de cada amostra no PCR-mastermix 

(Power  SyBr® Green, AppliedBiosystems, Warrington, UK) contendo os 

primers específicos para BLT1 humano (primer  sense 5’-

TATGTCTGCGGAGTCA-GCATGTACGC-3’ e antisense 5’ 
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CCTGTAGCCGACG CCCTATGTCCG) ou gene controle GAPDH  (primer  

sense  GAGTCAACGGAT TTGGTCGT; anti-sense TTGATTTTG 

GAGGGATCTCG ). A PCR em tempo real foi realizada utilizando o aparelho 

Stratagene Mx3005PTM QPCR Systems (Santa Clara, CA, EUA) de acordo 

com as instruções do fabricante. A expressão relativa dos genes foi calculada 

pela metodologia 2-C(T), como descrito por Livak & Schmittgen (2001). 

Após 24 h de incubação com os parasitos, as culturas de macrófagos foram 

lavadas 3x com PBS aquecido (37ºC), seguido da lise das células utilizando 

tampão RIPA (150 mM NaCl, 50 mMTris pH 8,0, 1% NP4O, 0,5% Deoxicolato 

de sódio, 0,1% SDS) e quantificação das proteínas utilizando kit BCA (Pierce, 

Rockford, IL,EUA). Volumes correspondentes a 20 g de proteínas foram 

submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% na presença de 

dodecilsulfato de sódio a 1% (SDS-PAGE), sob corrente de 25 mA (~3 a 4 h). 

Solução padrão de proteínas foi usada como referência de massa molecular. 

As proteínas foram transferidas para membrana de nitrocelulose utilizando-se 

tampão de transferência (Tris 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,1%; metanol 

20%), a 150 mA (50V), 2 h. Em seguida, a membrana teve seus sítios 

inespecíficos bloqueados pela incubação com solução de soroalbumina bovina 

(BSA) a 2% em tampão Tris-salina (TBST). 1 h, sondada com anticorpo 

primário específico para BLT1 (20 g/mL, Enzo Life Science, São Caetano do 

Sul, SP, Brasil) durante 15-18 h, 4ºC. As membranas foram sondadas com o 

anticorpo secundário conjugado com peroxidase (anti-rabbit-HRP-conjugado, 

100 g/mL, Santa Cruz Biotechnology,Dallas, Texas, EUA), 2 h em solução 

TBST. A visualização foi realizada com o sistema de quimioluminescência 
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(ECL, Santa Cruz Biotechnology). Utilizaram-se filmes de raios-X Kodak T-

MAT, revelador e fixador Kodak em concentrações apropriadas. As bandas 

foram quantificadas por análise computadorizada de imagem (com auxílio do 

software ImageJ versão 1.32j, NHI) onde a densidade ótica de cada banda foi 

aferida. Como controle da quantidade de proteína submetida à eletroforese, as 

membranas já reveladas foram sondadas novamente para -actina (sigma, 

1:30000). Os dados são mostrados como unidade arbitrária da relação entre as 

densidades óticas obtidas para BLT1/-actina. 

Análises estatísticas.  

Os dados são apresentados como mediana, valores mínimos e máximos e 

interquartis. Os resultados foram avaliados pelo teste de Mann Whitney ou pelo 

teste pareado de Wilcoxon. O nível de significância foi estabelecido em p < 

0,05. As análises foram realizadas usando GraphPad Prism 5.0 Software (San 

Diego, CA, EUA). 
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RESULTADOS  

 

Inibição de leucotrienos endógenos aumenta a infecção de macrófagos 

humanos com L. (V.) braziliensis 

Os macrófagos foram incubados com os parasitos por 4 h, sendo, em seguida, 

lavados para retirar o excesso de parasitos extracelulares e incubados por até 

96 h. São apresentados os resultados das análises após 4 h e 48 h de 

infecção. Os parasitos infectaram os macrófagos humanos, sendo observada, 

após cada período de incubação, uma elevada variabilidade individual na 

porcentagem de células infectadas (Fig. 1A), no número médio de parasitos por 

célula (Fig. 1B) e, consequentemente, no índice de infecção (Fig. 1C). Apesar 

disto, foi demonstrado um aumento significante do índice de infecção de 4 h 

para 48 h (110 vs 166, p < 0,05, Fig. 1). O índice de infecção diminuiu após 72 

h de incubação, mas não de maneira significante e ainda havia parasitos 

íntegros dentro dos macrófagos (índice de infecção 48 h vs 72 h: 127 [ 26 e 

300] vs 78 [10 e 525]).  

Para avaliar a possível participação dos leucotrienos endógenos na infecção 

por L. (V.) braziliensis, foi utilizado um inibidor de síntese de leucotrienos 

(MK0591) e um antagonista do receptor BLT1 (CP-105,696). Nenhuma 

concentração utilizada dos inibidores foi citotóxica, para as células ou para os 

parasitos (dados não mostrados). As culturas de macrófagos foram tratadas 

com MK0591 ou CP-105,696, em diferentes concentrações, por 30 min antes 

da infecção com os parasitos. Como pode ser visto na Figura 2, após 48 h de 

infecção, o tratamento com MK0591 aumentou significantemente a 
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porcentagem de células infectadas (Fig. 2A, p < 0,05), o número de parasitos 

por macrófago (Fig. 2B, p < 0,05), bem como o índice de infecção (Fig. 2C, p < 

0,05), de maneira dependente da concentração. A concentração mais eficaz foi 

10-6 M de MK0591 (índice de infecção Meio vs MK0591: 362 vs 581, p < 0,05, 

Fig. 2C). Sendo, então, esta concentração usada nos experimentos 

subsequentes. O bloqueio do receptor BLT1 também aumentou 

significantemente a infecção dos macrófagos (Fig. 2D; 2E; 2F), de maneira 

dependente da concentração. A concentração eficaz foi 10-6 M (índice de 

infecção Meio vs CP-105,696: 220 vs 428, p < 0,05, Fig. 2F), sendo esta 

concentração usada nos experimento subsequentes. 

A inibição de FLAP com MK0591 10-6 M alterou, também, o índice de infecção 

nas primeiras horas de infecção (4 h). Não houve diferença estatisticamente 

significativa entre as porcentagens de células tratadas com MK0591 infectadas 

em relação às controles não tratadas (Fig. 3A), porém o número de parasitos 

por célula (Fig. 3B) e o índice de infecção (Fig. 3C) foram aumentados 

significantemente (índice de infecção Meio vs MK0591: 176,6 vs 223,5 p < 

0,05, Fig. 3C). O bloqueio do receptor do LTB4 (com CP-105,696 10-6 M) 

aumentou a infecção dos macrófagos com os parasitos L. (V.) braziliensis 

desde as primeiras 4 h de incubação. Como mostrado na Figura 3, foram 

observados aumentos significantes da porcentagem de células infectadas (p < 

0,05, Fig. 3D), do número de parasitos por macrófagos (p < 0,05, Fig. 3E) e, 

consequentemente, do índice de infecção dos macrófagos (índice de infecção 

Meio vs CP-105,696: 110 vs 130 p < 0,05, Fig. 3F). 
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Leishmania (Viannia) braziliensis induz a produção de LTB4 e este 

leucotrieno diminui a infecção de macrófagos humanos  

Os resultados com inibidores de leucotrienos sugeriram a produção de 

leucotrienos após infecção com L. (V.) braziliensis. De fato, houve uma 

significante produção de LTB4 após 30 min de incubação dos macrófagos com 

os parasitos (Meio vs Parasitos: 7,8 pg/mL vs 541 pg/mL, p < 0,05, Fig. 4A), a 

qual diminuiu significantemente após 4 h. Além disso, foi demonstrado que o 

composto MK0591 10-6 M estava sendo eficiente na inibição da síntese de 

LTB4 induzida pelos parasitos (p < 0,05, Fig. 4B). 

Para avaliar se a adição de LTB4 exógeno modularia a infecção de macrófagos 

humanos pelos parasitos, foram realizados experimentos de concentração-

resposta (Fig. 5). Os macrófagos foram tratados com LTB4, em diferentes 

concentrações, no momento da adição dos parasitos. Após incubação por 4 h, 

as culturas foram lavadas e incubadas por até 48 h. Como pode ser visto na 

Figura 5, o tratamento com LTB4 diminuiu significantemente a infecção dos 

macrófagos (Fig. 5A, 5B, 5C), de maneira dependente da concentração. A 

concentração mais eficaz foi 10-7 M (índice de infecção Meio vs LTB4: 473 vs 

195, p < 0,05, Fig. 5C), sendo esta concentração usada nos experimentos 

subsequentes. O tratamento com LTB4 10-7 M durante as primeiras horas de 

infecção com os parasitos (4 h), também diminuiu significantemente o índice de 

infecção, o que foi devido especialmente à diminuição do número de parasitos 

por célula (Fig. 5D, 5E, 5F). Para avaliar até que momento os macrófagos 

responderiam ao LTB4 após a infecção, o LTB4 10-7 M foi adicionado às culturas 

após 4 h ou 24 h de incubação dos macrófagos com os parasitos e o índice de 
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infecção foi avaliado às 48 h de incubação. O índice de infecção diminuiu 

significantemente com o tratamento com o LTB4 quando este foi adicionado 

após 4 h de infecção, o que foi devido à diminuição do número de parasitos por 

macrófagos (Fig. 6A, 6B, 6C). Após    24 h de infecção, todavia, não foi 

observada diferença estatisticamente significativa entre os dados obtidos com 

macrófagos tratados e não tratados com LTB4 (Índice de infecção Meio vs 

LTB4: 145 [37 - 547] vs 86 [42 - 373], n = 9). 

 

Avaliação da participação de espécies reativas de oxigênio na atividade 

microbicida dos macrófagos humanos infectados com L. (V.) braziliensis 

Para avaliar se os ROIs seriam os responsáveis pela atividade microbicida dos 

macrófagos infectados com L. (V.) braziliensis, as culturas foram tratadas com 

um inibidor de NADPH oxidase, a Apocinina.  Inicialmente, foram realizados 

experimentos concentração-resposta (dados não mostrados) e definida a 

concentração que possuía um efeito mais eficaz, a qual foi 10-4 M . As culturas 

de macrófagos foram tratadas com a apocinina (10-4 M), por 30 min antes da 

infecção com os parasitos. Os parasitos foram adicionados (~10:1), e as 

culturas incubadas por 4 h. Após a lavagem, a apocinina foi reposta ao meio e 

as culturas foram incubadas até 48 h. Como mostrado na Figura 7, o bloqueio 

da NADPH oxidase, promoveu um aumento da infecção, devido a um aumento 

no número de parasitos por célula (Fig. 7A, 7B e 7C). 

Em seguida, para avaliar se a produção de ROI era responsável pelo aumento 

da atividade leishmanicida causado pelo LTB4, os macrófagos foram tratados 
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com apocinina (10-4 M), 30 min antes da infecção com os parasitos. Os 

parasitos foram adicionados juntamente com LTB4 e as culturas foram 

incubadas por 4 h. Após a lavagem, a apocinina e o LTB4 foram repostos ao 

meio e as culturas foram incubadas até 48 h. Como mostrado na Figura 8, a 

apocinina reverteu o efeito inibidor do LTB4 (p < 0,05) na porcentagem de 

células infectadas (4 h e 48 h, Fig. 8A; 8D), no número de parasitos por célula 

(Fig. 8B; 8E) e no índice de infecção (Fig. 8C; 8F).  

Para avaliar se os macrófagos humanos eram capazes de produzir ROI, foi 

avaliada a produção de ânion superóxido por meio ensaio da redução do NBT. 

Os macrófagos foram infectados com L. (V.) braziliensis e tratados com LTB4, 

apocinina ou os compostos MK0591 e CP-105,696. Os resultados mostraram 

que os macrófagos, após incubação com os parasitos, produzem ânion 

superóxido (Fig. 9A). Esta produção tem uma tendência no aumento quando os 

macrófagos são tratados com LTB4 durante a incubação com os parasitos (Fig. 

9B). Além disso, os macrófagos, quando tratados com apocinina, tem reduzida 

a produção de ROI induzidas pelos parasitos (Fig. 9C) e aumentada pelo LTB4 

(Fig. 9D). A inibição de síntese de leucotrienos também diminui a produção de 

ROI induzida por L. (V.) braziliensis (Fig. 9E) e o bloqueio de BLT1, que inibe a 

ação de LTB4 endógeno, inibiu a produção de ROI (Fig. 9F). Além disso, nestes 

experimentos a adição de LTB4 às culturas não reverteu o efeito inibidor do 

tratamento com CP-105,696, indicando que o BLT1 foi eficientemente 

bloqueado (LTB4 vs LTB4 + CP105-696: 31% [16 e 50] vs 12,5% [5 e 24], n = 

3). 
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Na Figura 10 são apresentadas fotomicrografias dos macrófagos infectados, na 

ausência ou presença dos tratamentos, a fim de mostrar os efeitos da ausência 

ou da presença dos leucotrienos endógenos e do LTB4, bem como de ROI no 

controle da infecção. 

 

Leishmania (V.) braziliensis diminui a expressão do receptor BLT1  

Para avaliar se a expressão do receptor do leucotrieno B4 (BLT1) seria 

modulado durante a infecção de macrófagos humanos com L. (V.) braziliensis, 

a expressão do receptor foi avaliada por qRT-PCR (6 h após a adição dos 

parasitos) e Western blotting (24 h) após a adição dos parasitos). Houve uma 

diminuição relativa da expressão do RNAm para BLT1 após a infecção dos 

macrófagos em relação aos macrófagos não infectados (p < 0,05, Fig. 11A). A 

diminuição da mensagem para BLT1 refletiu-se na expressão proteica do 

receptor após 24 h de infecção (p < 0,05, Fig. 11B). 
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DISCUSSÃO 

Neste trabalho, mostramos, pela primeira vez, que o LTB4 é produzido durante 

a infecção de macrófagos humanos com L. (V.) braziliensis e contribui para o 

controle da infecção. Os macrófagos humanos foram infectados com o isolado 

IMG3, que faz parte do Leishbank (Banco de Leishmania da Universidade 

Federal de Goiás, Brasil), o qual foi isolado de paciente com leishmaniose 

cutânea localizada. O índice de infecção aumentou significantemente de 4 h 

para 48 h, o que foi devido especialmente a um aumento no número médio de 

parasitos por macrófagos, o que indica que estava havendo replicação dos 

parasitos dentro das células.  Estes dados mostram que os macrófagos 

humanos são permissivos à infecção por L. (V.) braziliensis. Corroborando com 

os nossos dados, estudos com linhagens celulares de monócitos humanos 

demonstraram que estas células são infectadas com L. (V.) braziliensis 

(Ogunkolade et al. 1990; Zauli-Nascimento et al. 2010), bem como macrófagos 

humanos derivados de monócitos (Khouri et al. 2009; Giudice et al. 2012). 

Nossos dados demonstram que o isolado L. (V.) braziliensis IMG3 infecta os 

macrófagos humanos e sobrevivem dentro destes por um período de até 96 h 

(dados não mostrados). 

A fim de avaliar a participação dos leucotrienos na infecção dos macrófagos 

humanos com L. (V.) braziliensis, no presente estudo, foram utilizados os 

compostos MK0591 (inibidor de FLAP), CP-105,696 (antagonista de BLT1) e o 

LTB4. A inibição da produção de leucotrienos ou o bloqueio do BLT1 aumentou, 

de maneira dependente da concentração, a infecção dos macrófagos durante 

os períodos de 4 h e 48 h de incubação, sugerindo que o LTB4 é rapidamente 
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produzido durante a infecção e deve ativar mecanismos microbicidas que 

contribuem para o controle da infecção. Serezani et al. (2006) publicaram, até o 

momento, o único trabalho que avalia a contribuição dos leucotrienos no 

controle da infecção por outra espécie de Leishmania do Novo Mundo, L. (L.) 

amazonensis in vivo e in vitro. Estes autores mostraram que os leucotrienos 

endógenos são importantes para o controle da infecção de macrófagos murinos 

por esta espécie de Leishmania. Demonstraram, ainda, que a adição de LTB4 

causou um aumento da atividade microbicida dos macrófagos murinos, via  

aumento da produção de NO. Portanto, os resultados do presente trabalho, 

somados ao de Serezani et al. (2006), indicam que os leucotrienos participam 

do controle da infecção de macrófagos com Leishmania do Novo Mundo.  

Os resultados obtidos com a inibição da síntese de leucotrienos e bloqueio do 

receptor BLT1 indicaram que L. (V.) braziliensis poderia induzir a produção de 

LTB4 em macrófagos humanos, assim, este leucotrieno foi, então, quantificado 

nos sobrenadantes das culturas desses macrófagos. De fato, foi verificada uma 

rápida produção de LTB4 após interação macrófagos-parasitos, com uma 

queda progressiva das concentrações com o período de incubação, indicando 

a degradação do leucotrieno e/ou uma diminuição da produção destes 

mediadores com o tempo.  Serezani et al. (2006) demonstraram que o LTB4 foi 

gerado após a infecção com L. (L.) amazonensis em macrófagos de 

camundongos, sendo que havia uma maior produção de LTB4 em macrófagos 

de camundongos resistentes, quando comparados com os de macrófagos de 

camundongos suscetíveis. Diferentemente do nosso trabalho, nos macrófagos 

de camundongos, a maior concentração de LTB4 foi detectada após 24 horas 
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de infecção, sendo que no nosso trabalho a maior concentração foi detectada 

após 30 minutos e foi diminuindo ao longo do tempo. Os resultados do 

presente trabalho sugerem que o LTB4 deve agir nas primeiras horas de 

infecção, para inibir ou diminuir o sucesso do estabelecimento da infecção dos 

macrófagos humanos com L. (V.) braziliensis. A produção de LTB4 vem sendo 

relatada em outros modelos de infecção, tais como Histoplasma capsulatum; 

Strongyloides venezuelensis, sendo importante para a eliminação destes 

diferentes organismos (Medeiro et al. 2004; Machado et al. 2005). No presente 

estudo, a adição de LTB4 aos macrófagos diminuiu o índice de infecção tanto 

após 4 h quanto 48 h, em acordo com os nossos resultados obtidos com os 

tratamentos com o inibidor de síntese de leucotrienos, bem como com o 

antagonista do receptor do LTB4. A redução da infecção após 4 h pode ser 

devido a uma diminuição da fagocitose ou a um aumento da atividade 

microbicida dos macrófagos. A adição de LTB4 em culturas de macrófagos 

murinos aumenta a fagocitose de T. cruzi, por mecanismos desconhecidos 

(Wirth & Kierszenbaum 1985). É conhecido que o LTB4 aumenta a fagocitose 

de macrófagos murinos, atuando em BLT1 que leva à ativação de proteína Gi, 

PI3K (fosfatidil inositol-3-quinase) e Rac quinase (Okamoto et al. 2010). Nós 

não sabemos por que a ativação dos macrófagos humanos com LTB4 causa 

uma diminuição da fagocitose de L. (V.) braziliensis, mas pode ser especulado 

que a sinalização via BLT1 possa interferir na sinalização dos receptores 

usados para a fagocitose de Leishmania, tais como receptores para o 

Complemento ou outros receptores utilizados pelo parasito (Ueno & Wilson 

2012), o que deve posteriormente ser investigado.  
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Neste trabalho, a diminuição da infecção dos macrófagos humanos pelos 

parasitos, após 4 h ou 48 h, pode ser devido ao aumento da ativação de 

mecanismos microbicidas pelo LTB4. Serezani et al. ( 2006) relataram a 

participação de LTB4 no controle da infecção por L. (L.) amazonensis.  Eles 

demonstraram que a adição de LTB4 diminui o índice de infecção em 

macrófagos de camundongos resistentes ou suscetíveis à infecção por L. (L.) 

amazonensis. Dados semelhantes foram descritos por Serezani et al. ( 2005), 

que demonstraram que a adição de LTB4 aumenta a atividade microbicida de 

macrófagos alveolares de ratos, infectados com bactérias. Estes trabalhos 

demonstram a capacidade do LTB4 em ativar macrófagos humanos para a 

destruição de protozoários. O presente trabalho, mostrando que o LTB4 

aumenta a atividade leishmanicida de macrófagos humanos, vem corroborar a 

idéia de que o LTB4 induz atividade microbicida nos macrófagos, auxiliando no 

controle da infecção.  

Para investigar a participação de ROI na atividade microbicida, em nossos 

experimentos, foi usado um inibidor de NADPH oxidase, a apocinina, o que tem 

por consequência a inibição da produção de ROI. Foi demonstrado um 

aumento significante da infecção, sugerindo que essas moléculas são 

produzidas após infecção de macrófagos humanos com L. (V.) braziliensis e 

que estas participam da atividade microbicida dos macrófagos. Experimentos 

prévios tem demonstrado a importância dos ROI, tais como ânion superóxido e 

peróxido de hidrogênio (O2
- e H2O2), no controle da infecção por espécies de 

Leishmania, em diferentes linhagens celulares de camundongos e humanos 

(Murray  1981; Murray et al. 1983). Os nossos resultados são similares aos de 
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Khouri et al. (2009) que mostraram um importante papel microbicida dos ROI 

em macrófagos humanos infectados com L. (L.) amazonensis.  Ainda, no 

presente trabalho, a apocinina reverteu o efeito inibidor do LTB4 na atividade 

microbicida dos macrófagos, indicando que o LTB4 aumenta a atividade 

microbicida induzida por L. (V.) braziliensis. A inibição de ROI diminuiu a 

infecção dos macrófagos humanos com L. (V.) braziliensis tanto nas primeiras 

horas de infecção quanto após 48 h, sugerindo que, a diminuição da infecção 

causada pelos leucotrienos durante 4 h pode não ser um efeito no processo da 

fagocitose em si, mas sim já indicar a morte dos parasitos durante este 

período.  

  Desde que a inibição de ROI aumentou a infecção dos macrófagos humanos 

com L. (V.) braziliensis, na ausência ou presença do leucotrieno, no presente 

trabalho, a produção de ROI foi avaliada pela técnica de redução do NBT. 

Leishmania (V.) braziliensis induziu a produção de ânion superóxido e o LTB4 

aumentou esta produção. Nossos resultados corroboram com os de Murray 

(1981) que utilizou a mesma técnica e demonstrou que as espécies L. tropica e 

L. donovani induzem a produção de ânion superóxido em uma linhagem de 

macrófagos murinos. Também, Khouri et al. (2009) mostraram a produção de 

ânion superóxido em macrófagos humanos infectados com  L. (L.) 

amazonensis. Aqui, demonstramos pela primeira vez que o LTB4 aumenta a 

produção de ROI, via NADPH oxidase, induzida por L. (V.) braziliensis em 

macrófagos humanos. Vários trabalhos já relataram a produção de ROI 

induzida por leucotrienos (Serezani et al. 2005; Woo et al. 2000a; Woo et al. 

2000b; Woo et al. 2002), porém os mecanismos pelos quais os leucotrienos 
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induzem ROI ainda não são bem esclarecidos. Serezani et al. (2005) relataram 

a indução da produção de peróxido de hidrogênio em macrófagos alveolares de 

ratos, quando tratados com LTB4. Neste mesmo trabalho, foi demonstrado que 

os leucotrienos induziram a translocação da subunidade p47phox para a 

membrana, via PKC-sugerindo, assim, uma via de sinalização para a 

produção de peróxido de hidrogênio induzido por LTB4. Alguns trabalhos 

sugeriram o envolvimento da produção de ROI de maneira dependente de Rac 

quinase, ativada de maneira dependente de AA e ativação de cPLA2, o que 

pode envolver a via de produção de leucotrienos (Woo et al. 2000a, 2000b). 

Em nossos experimentos, a adição do LTB4 após 24 h de infecção dos 

macrófagos humanos com L. (V.) braziliensis não alterou significantemente a 

atividade microbicida dos macrófagos, indicando que os macrófagos infectados 

não eram mais responsivos ao LTB4 neste período. Os resultados sugeriram 

que os parasitos poderiam estar diminuindo a expressão de BLT1, de modo a 

escapar da ativação dos macrófagos pelo LTB4 e manter a infecção. 

Realmente, observamos que a infecção com L. (V.) braziliensis diminui a 

expressão do receptor de maior afinidade para LTB4/BLT1 nos macrófagos 

humanos, tendo sido detectadas uma redução da expressão do RNAm e da 

proteína BLT1. Diminuir a expressão de BLT1 pode ser um mecanismo de 

escape da atividade microbicida induzida pela ação do LTB4.  Esta é a primeira 

vez que é demonstrado que a infecção de macrófagos humanos com L. (L.) 

braziliensis inibe a expressão de BLT1. 

A partir dos resultados do presente trabalho, pode ser proposto que a infecção 

por L. (V.) braziliensis induz a produção de LTB4 em macrófagos humanos, o 
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qual contribui para o controle da infecção desde as primeiras horas. A 

produção de LTB4 é rápida e diminui após 4 h de infecção, sendo os efeitos 

nos mecanismos microbicidas detectados desde as primeiras horas e ainda 

com reflexo nas 48 h de infecção, mediados pela rápida produção de ROI. 

Após 24 h de infecção, ao adicionar o LTB4 nas culturas, este passa a não ter 

efeito na atividade microbicida, sugerindo, então, que a leishmânia estaria 

tornando os macrófagos não responsivos a LTB4, inibindo a expressão do 

receptor para LTB4, o BLT1. Desta maneira, a leishmânia encontraria uma 

maneira de escapar da resposta do macrófago, sobrevivendo nesta célula e 

mantendo a infecção, que in vitro é observada até 96 h.  

Entender os mecanismos de controle da infecção por L. (V.) braziliensis é 

fundamental para encontrar novos alvos terapêuticos para a LTA, uma doença 

que apresenta uma grave forma clínica, a LM, para a qual ainda há dificuldades 

no tratamento, com muitas recidivas e desenvolvimento de resistência dos 

parasitos aos fármacos. A capacidade de ativação celular promovida pelo LTB4 

vem sendo explorada experimentalmente para tratamento de infecção fúngica, 

utilizando microesferas biodegradáveis contendo LTB4 (Nicolete et al. 2009). 

Os nossos resultados sugerem que o LTB4 pode ativar os macrófagos 

humanos, auxiliando no controle da infecção por L. (V.) braziliensis, o que abre 

perspectivas para novas terapias da LTA. 
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Legendas  

Figura 1. Infecção de macrófagos humanos in vitro com L. (V.) braziliensis. 

Macrófagos derivados de monócitos (2 x 10
5
 células mononucleares, 5 dias)foram 

cultivados por 4 h com os parasitos (2 x 10
6
 parasitos; 6º dia de cultivo). Após lavagem 

e reposição do meio, os macrófagos foram incubados por 4 h ou 48 h, a 36°C (5% 

CO2). Em A, a porcentagem de macrófagos infectados; Em B, o número de parasitos 

por célula; Em C, o índice de infecção. Cada ponto representa um indivíduo avaliado, 

em testes realizados em duplicatas (n = 4 experimentos independentes); as linhas 

horizontais são as medianas. *p < 0,05. 

Figura 2. Inibição da síntese de leucotrienos e bloqueio do receptor BLT1 aumenta 

a infecção de macrófagos humanos com L. (V.) braziliensis. Os macrófagos foram 

tratados 30 min antes da infecção com diferentes concentrações de MK0591 (A, B, C), 

CP-105,696 (D, E, F) ou cultivados na ausência de tratamento (Meio). As culturas de 

parasitos e macrófagos (~10:1), após 4 h de incubação, foram lavadas, o meio foi 

reposto e as culturas foram incubadas por até 48 h. Em A e D: a porcentagem de 

macrófagos infectados. Em B e E, o número de parasitos por célula infectada. Em C e 

F, o índice de infecção. São apresentados as medianas, os interquartis e os valores 

mínimos e máximos (A, B, C : n = 8 doadores, D, E, F: n = 9 doadores avaliados em 

experimentos realizados em duplicatas). Foram realizados 3 experimentos 

independentes. *p < 0,05 (10
-6

 M vs Meio). 

Figura 3. Inibição de leucotrienos endógenos e bloqueio do receptor BLT1 

aumenta a infecção com L. (V.) braziliensis nas primerias horas (4 h). Os 

macrófagos humanos foram tratados, 30 mi antes da infecção, com MK0591 10
-6

 M (A, 

B, C), CP-105,696 10
-6

 M (D, E, F) ou cultivados na ausência de tratamento (Meio). As 
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culturas de parasitos e macrófagos (~10:1) foram incubadas por 4 h. Em A e D, a 

porcentagem de macrófagos infectados. Em B e E, o número de parasitos por 

macrófago. Em C e F, o índice de infecção. Cada ponto representa um indivíduo 

avaliado em duplicata (A, B, C: n = 14; D, E, F: n = 17), sendo realizados 4 

experimentos independentes. As linhas horizontais são as medianas. *p < 0,05. 

Figura 4.  Leishmania (V.) braziliensis induz a produção de LTB4 em macrófagos 

humanos. Os macrófagos foram incubados na ausência ou na presença de MK0591 10
-6

 

M, 30 min antes da adição dos parasitos (~10:1). Após  30 min e 4 h, o sobrenadante foi 

coletado para a dosagem de LTB4. Em A: curso temporal da produção de LTB4. Em B, 

inibição da síntese de LTB4. São apresentados as medianas, os interquartis e os valores 

mínimos e máximos (n = 6). *p < 0,05 (Meio vs Parasitos 30 min, vs Parasitos 4 h);       
 

#
 p< 0,05 (Parasitos 30 min vs Parasitos 4 h) ;  

ξ
 p< 0,05 (Meio vs Parasitos ); 

δ
p < 0,05 

(Meio vs Parasitos + MK0591). 

Figura 5. Tratamento com LTB4 diminui a infecção de macrófagos humanos por 

L. (V.) braziliensis. Os macrófagos foram incubados com os parasitos (~10:1), a 36 °C, 

na ausência (Meio) ou na presença de diferentes concentrações de LTB4 (A, B, C), ou 

LTB4 10
-7

 M (D, E, F), por 4 h. Em seguida, as culturas foram lavadas e  incubadas por 

até 48 h. Em A e D: a porcentagem de macrófagos infectados (A, 48 h; B, 4 h). Em B e 

E, o número de parasitos por célula infectada (B, 48 h; E, 4 h). Em C e F, o índice de 

infecção (C, 48 h; F, 4 h). São apresentados as medianas, os interquartis e os valores 

mínimos e máximos (A, B, C: n = 18) indivíduos avaliados em duplicatas). Foram 

realizados 6 experimentos independentes.*p < 0,05 (Meio vs 10
-7

 M, 10
-8 

M, 10
-9

 M). 

Em D, E, F, cada ponto representa um indivíduo avaliado em duplicata (n = 9) e as 
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linhas horizontais são as medianas, sendo realizados 3 experimentos independentes.   

*p < 0,05 (Meio vs LTB4) 

Figura 6. Tratamento com LTB4 após 4 h de infecção ainda diminui a infecção de 

macrófagos humanos por L. (V.) braziliensis. Os macrófagos foram incubados com 

os parasitos (~10:1), por 4 h, a 36 °C. Em seguida, as culturas foram lavadas e o LTB4 

10
-7

 M foi adicionado ou não (Meio) às culturas. As culturas foram incubadas por 48 h. 

Em A: a porcentagem de macrófagos infectados. Em B, o número de parasitos por 

célula infectada. Em C, o índice de infecção. Cada ponto representa um indivíduo 

avaliado em duplicata (n = 9) e as linhas horizontais são as medianas, sendo realizados 

3 experimentos independentes. *p < 0,05  

Figura 7. Inibição da produção de ROI aumenta a infecção de macrófagos 

humanos com L. (V.) braziliensis Os macrófagos foram tratados 30 min antes da 

infecção com Apocinina 10
-4

 M. As culturas de parasitos e macrófagos (~10:1), após 4 h 

de incubação, foram lavadas e a apocinina foi reposta, sendo, em seguida, incubadas por 

até 48 h. Em A, a porcentagem de macrófagos infectados. Em B, o número de parasitos 

por macrófago. Em C, o índice de infecção. Cada ponto representa um indivíduo 

avaliado em duplicata e as linhas horizontais são as medianas (n = 11), sendo realizados 

3 experimentos independentes. *p < 0,05.  

Figura 8. Inibição da produção de ROI reverte o efeito inibidor na atividade 

microbicida causado pelo LTB4 em macrófagos humanos infectados com L. (V.) 

braziliensis. Os macrófagos foram tratados 30 min antes da infecção com Apocinina  

10
-4 

M (Apo). Os parasitos foram adicionados juntamente com LTB4 às culturas e após 

4 h de incubação (Em: A, B, C), foram lavadas e tratadas novamente (Apocinina e 

LTB4), sendo, em seguida, incubadas por até 48 h (Em D, E, F). Em A e D, a 
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porcentagem de macrófagos infectados. Em B e E, o número de parasitos por 

macrófago. Em C e F, o índice de infecção. São apresentados as medianas, os 

interquartis e os valores mínimos e máximos. Foram realizados 3 experimentos 

independentes, em duplicatas (Em: A, B, C, n = 7; Em D, E, F, n = 9). *p < 0,05 (sem 

tratamento vs LTB4); 
#
p < 0,05 (LTB4 vs LTB4 + Apo 10

-4
 M). 

Figura 9. Produção de ânion superóxido pela redução de NBT. Macrófagos 

humanos foram pré-tratados com apocinina, MK0591, CP 105-696 e em seguida 

infectados e tratado com LTB4, e incubados por 1h , depois foi adicionado uma solução 

de Hanks-Tris 0,05% de NBT e incubados por  20 minutos, a 36°C (5% CO2), as células 

foram fixadas e coradas com safranina .  De A-F são demonstradas as células 

porcentagem de positivas. Cada ponto representa um indivíduo avaliado em duplicata e 

as linhas horizontais são as medianas (n = 7), sendo realizado 2 experimentos 

independentes 

 

Figura 10. Fotomicrografias de macrófagos infectados com L. (V.) braziliensis, sob 

diferentes tratamentos. Macrófagos humanos foram derivados de monócitos (2 x 10
5
 

células mononucleares, 5 dias), sendo em seguida cultivados por 4 h com os parasitos 

(2 x 10
6
 parasitos; 6º dia de cultivo). Após a retirada do excesso de parasitos 

extracelulares, os macrófagos foram incubados por 48 h a 36°C (5% CO2). Em A: 

macrófagos cultivados na ausência de tratamento, Meio; Em B: macrófagos tratados 

com MK0591, inibidor de síntese de leucotrienos; Em C: macrófagos tratados com  

CP-105,696, bloqueador de BLT1, receptor para LTB4; Em D: macrófagos tratados 

durante a infecção com LTB4; Em E: macrófagos tratados com apocinina;  
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Figura 11. Expressão do receptor BLT1 está diminuída em macrófagos humanos 

infectados in vitro com Leishmania (V.) braziliensis. Os macrófagos derivados de 

monócitos humanos foram incubados ou não com os parasitos, a 36 °C, durante 6 h 

(avaliação da expressão de RNAm por qRT-PCR) ou 24 h (avaliação da expressão de 

BLT1 por western blotting). Em A, são mostrados os valores da média do 2
-CT

 da 

expressão relativa do RNAm para BLT1/GAPDH (% do controle), após 6 h de 

incubação. Em B, expressão proteica do receptor BLT1 após 24 h de infecção. Os dados 

são mostrados como unidade arbitrária da relação entre as densidades óticas obtidas 

para BLT1/-actina (% do controle). Foram realizados 9 experimentos independentes (n 

= 9 doadores). *p < 0,05 

 

 


