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RESUMO 

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é causada por protozoários do 

gênero Leishmania que infectam células do sistema fagocíticomononuclear, causando 

lesões na pele ou nas mucosas oral e nasofaríngea. Apesar dos vários estudos sobre a 

imunologia da LTA, o conhecimento ainda é insuficiente para a compreensão dos 

mecanismos que levam ao controle ou à persistência dos parasitos. Os monócitos são 

células do sangue que se subdividem em clássicos, não clássicos e intermediários, de 

acordo com a expressão de moléculas CD14 e CD16, apresentando diferenças 

fenotípicas e funcionais. O objetivo deste trabalho foi avaliar a participação dos 

monócitos na LTA. Para tanto, foram avaliadas as alterações nas frequências dos 

monócitos CD14
lo

CD16
+
 (não clássicos) e de células NK CD56

+
CD16

+
 (por citometria 

de fluxo) do sangue periférico de um paciente com leishmaniose cutâneo difusa (LCD), 

antes e após imunoquimioterapia (tratamento quimioterápico mais vacinas 

monovalentes de L. (L.) amazonensis e de L. (V.) braziliensis com BCG). Em seguida, 

em pacientes com leishmaniose cutânea localizada (LCL), foram avaliadas as 

subpopulações de monócitos (CD14
hi

CD16
-
, CD14

hi
CD16

+
, CD14

lo
CD16

+
, usando 

citometria de fluxo); a expressão de citocinas em monócitos CD14
+
 em hemoculturas 

ativadas com lipopolissacarídeo (LPS; usando citometria de fluxo); a produção de 

citocinas pro- (fator de necrose tumoral, TNF) e antiinflamatória (interleucina 10, IL-

10) secretadas  em hemoculturas ativadas com agonistas de receptores similares a Toll 

[TLR2 (Pam3Cys) e TLR4 (LPS)] ou antígenos de L. (V.) braziliensis (Ag; dosados por 

ELISA) e associação com dados clínicos. No paciente com LCD, houve um aumento da 

frequência de monócitos CD14
lo

CD16
+
 e de células NK, provavelmente associado ao 

uso do BCG, que contribuiu para a cura clínica das lesões causadas por L. (L.) 

amazonensis. Nos pacientes com LCL, as subpopulações de monócitos CD16
+ 

estavam 

aumentadas no sangue periférico, antes do tratamento. Foi detectada uma expressão 

similar das citocinas TNF e IL-10 intracelularmente nos monócitos CD14
+
, após cultura 

com LPS, de pacientes com LCL e indivíduos controles. Não foi possível avaliar quais 

subpopulações de monócitos estavam produzindo as citocinas, porque após ativação dos 

monócitos com LPS houve alterações nas porcentagens das subpopulações de 

monócitos. Após a ativação de hemoculturas com agonistas de TLR2 e TLR4 ou Ag, 

hemoculturas de pacientes com LCL produziram mais TNF e similares concentrações 
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de IL-10 em relação às hemoculturas de indivíduos sadios. Enquanto em indivíduos 

sadios foi detectada uma correlação positiva entre as concentrações de TNF e IL-10 

produzidas após diferentes estímulos (LPS, Pam3Cys e Ag), esta correlação não foi 

detectada nas hemoculturas de pacientes com LCL, exceto quando usado Pam3Cys. 

Houve uma correlação positiva entre as concentrações de TNF, presentes no soro e 

produzidos antes e após diferentes estímulos nas hemoculturas, e o número de lesões 

dos pacientes com LCL. Os dados sugerem que ativar os monócitos pode levar ao 

controle da infecção em paciente com LCD, uma forma clínica em que não há uma 

eficiente resposta imune celular adquirida, sendo, portanto, importante ativar células da 

imunidade natural que possam causar regressão das lesões, diminuindo os custos com 

medicamentos e melhorando a qualidade de vida do paciente. Por outro lado, na LCL, 

alterações nas subpopulações de monócitos e um desequilíbrio na produção de citocinas 

pro- e antiinflamatórias podem contribuir para a imunopatogenia da doença. Nos casos 

estudados houve aumento de monócitos não clássicos e intermediários (CD14
lo

CD16
+
,
 

CD14
hi

CD16
+
) e associação entre o número de lesões e a produção de TNF pelos 

monócitos. Uma compreensão sobre o papel das subpopulações de monócitos na LTA 

pode abrir novas perspectivas para a identificação de marcadores de gravidade da 

doença, bem como de futuros alvos terapêuticos na LTA. 
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ABSTRACT 

American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is caused by Leishmania 

protozoan that infects mononuclear phagocytic cells leading to cutaneous or mucosal 

lesions. The mechanisms responsible for parasite control or persistence are not 

completely known. Human monocytes are blood cells subdivided into three subsets 

(classical, nonclassical and intermediate) according to the CD14 and CD16 expression 

that is associated with different phenotypical and functional characteristics. The aim of 

this study was to evaluate the profile of monocytes in ATL. First, it was analyzed the 

nonclassical monocytes (CD14
lo

CD16
+
)
 

and CD56
+
CD16

+
 NK cell frequencies in 

peripheral blood (by using flow cytometry) of a patient with diffuse cutaneous 

leishmaniasis (DCL) before, during and after immunochemotherapy (chemotherapy 

treatment together with L. (L.) amazonensis and L. (V.) braziliensis monovalent 

vaccines plus BCG). Then, in localized cutaneous leishmaniasis (LCL) patients (n = 32) 

and healthy donors, the three monocyte subsets (CD14
hi

CD16
-
, CD14

hi
CD16

+
, 

CD14
lo

CD16
+
) were evaluated by flow cytometry; in the whole blood cultures we 

evaluated the expression of cytokines in CD14
+
 monocytes activated with 

lipopolysaccharide (LPS, by flow cytometry), and the secretion of proinflammatory 

(tumor necrosis factor, TNF) and antiinflammatory (interleukin 10, IL-10) after 

activation with Toll-like receptor agonists (TLR2 (Pam3Cys), TLR4 (LPS)) or L. (V.) 

braziliensis antigen (Ag; ELISA was used). In DCL patient it was detected an increase 

in non classical monocytes and NK cell frequencies probably associated to BCG 

stimulation, contributing to the clinical cure of several lesions caused by L. (L.) 

amazonensis. In LCL patients, the CD16
+
 monocyte subsets were increased before 

treatment. A similar TNF and IL-10 expression in CD14
+
 monocytes activated with LPS 

was found in patients and controls. It was not possible to identify which monocyte 

subpopulation was the responsible for the TNF or IL-10 production due to alterations of 

the percentages of each subset after LPS stimulation. Activation through TLR2, TLR4 

or with Ag leads to a higher production of TNF but not IL-10 in whole blood cultures of 

patients than of controls. Whereas in healthy controls there was a positive correlation 

between TNF and IL-10 production after different stimulations (LPS, Pam3Cys and Ag), 

this was not observed in LCL patients, except for TLR2 stimulation. A positive 

correlation was detected between amount of TNF in serum or in activated-whole blood 
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cultures and the number of cutaneous lesions. These results suggested that nonclassical 

monocytes can contribute to the control of infection in DCL patient, a clinical form in 

which patients do not present acquired cellular immune response. In this case, activation 

of innate cells as monocytes can cause lesion regression decreasing costs with 

medicines and improving the life quality of the patients. On the other hand, in LCL 

patients monocyte subsets and cytokine imbalance, especially with increase of 

nonclassical and intermediate monocytes (CD14
lo

CD16
+
,
 
CD14

hi
CD16

+
) and TNF, can 

contribute to leishmaniasis immunopathogenesis. To understand the role of monocyte 

subsets in ATL can open new avenues to the identification of biological markers of 

disease severity as well as new therapeutic targets to ATL treatment.   
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INTRODUÇÃO / REVISÃO DA LITERATURA 

1. A Leishmaniose Tegumentar Americana 

1.1. Epidemiologia e transmissão 

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

parasitária, causada por protozoários do gênero Leishmania, que acomete pele e/ou 

mucosas. É transmitida pela picada de insetos vetores dos gêneros Phlebotomus e 

Lutzomyia. A maioria das infecções ocorre como zoonoses entre animais silvestres, 

geralmente roedores, sendo o homem um hospedeiro acidental. Os ciclos de 

transmissão, no entanto, estão se adaptando ao peridomicílio e se espalhando para áreas 

não endêmicas (Desjeux 2001, Gontijo & Carvalho 2003). 

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

todas as formas de Leishmaniose - doença emergente em algumas áreas e re-emergente 

em outras. Fatores como mudanças ambientais, migrações descontroladas, turismo 

ecológico, trabalho em áreas de risco, dificuldades de tratamento, hospedeiros 

imunocomprometidos, entre outros, propiciam uma grande variedade de contatos entre 

reservatório/homem e o vetor (Shaw 2007). Cerca de 350 milhões de pessoas vivem em 

área de risco para transmissão de Leishmaniose e anualmente são estimados cerca de 

dois milhões de casos novos. (WHO 2004).  

No Brasil, no período de 1988 a 2009, a LTA apresentou uma média anual de 

27.093 casos notificados. Durante este período, observou-se uma tendência de 

crescimento da endemia, com os coeficientes mais elevados nos anos de 1994 e de 

1995, quando atingiram níveis de 22,8 a 22,9 casos por 100.000 habitantes, 

respectivamente. Ocorreu também expansão geográfica, pois, no início da década de 

1980, foram registrados casos em 19 unidades federadas e, em 2003, a doença foi 

notificada em todos os estados. Em 1994, houve registro de casos autóctones em 1.861 

municípios, o que representava 36,9% dos municípios do País e em 2005, houve uma 

expansão da doença para 2.068 municípios (37,2%) (Ministério da Saude 2011). 

No estado de Goiás, foram notificados 1.610 casos de LTA, entre os anos de 

2007 e 2010, dos quais 246 casos em 2007, 351 em 2008, 460 em 2009 e 553 em 2010. 
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A maioria dos casos era procedente dos  municípios de Niquelândia, Baliza, São Miguel 

do Araguaia, Doverlândia, Minaçú, São Domingos, Rio Verde, Mineiros, Caiapônia, 

Divinópolis de Goiás, Itajá, Porangatú, Posse, Campos Belos, Jataí, Crixás, Jaraguá, 

Araguapaz, Montividiu do Norte, Rubiataba, Serranópolis e Uruaçú (SES-

SINAM/SUS/MS). 

No Brasil, as três principais espécies de Leishmania causadoras de LTA 

pertencem a dois subgêneros: (1) Viannia, representado, principalmente, pelas espécies 

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

disseminadas ou mucocutâneas e (2) Leishmania, representado pela espécie L. (L.) 

amazonensis, associada com o desenvolvimento de lesões cutâneas localizadas ou com a 

forma difusa da LTA. Dentre estas espécies, L. (V.) braziliensis é a mais prevalente no 

nosso meio e cerca de 1 a 10% dos pacientes acometidos apresentam a forma clínica 

mucosa ou mucocutânea (Ashford 2000, Gontijo & Carvalho 2003, Machado-Coelho et 

al. 2005, Ministério da Saúde 2007). 

Durante o seu ciclo de vida (Figura 1), Leishmania apresenta dois estágios 

morfológica e bioquimicamente distintos, a forma amastigota e a forma promastigota. A 

forma amastigota desenvolve-se intracelularmente, multiplicando-se especialmente em 

macrófagos, apresentando forma arredondada e sem flagelo. No intestino do 

flebotomíneo, as amastigotas são liberadas e se transformam em promastigotas, as quais 

se apresentam na forma alongada e com um flagelo bem desenvolvido (Ashford 2000, 

Gontijo & Carvalho 2003). Em seguida, esta forma promastigota sofre um processo de 

diferenciação morfológica e funcional, passando da forma procíclica inicial, não 

infectante, para a forma metacíclica infectante, através da metaciclogênese (da Silva & 

Sacks 1987). As formas metacíclicas migram para a peça bucal do inseto, que quando 

faz novo repasto sanguíneo transmite o parasito para o hospedeiro (Ashford 2000). As 

formas promastigotas procíclicas e metacíclicas são também encontradas em culturas 

axênicas, representando as formas em fase de crescimento logarítmico e em fase 

estacionária do crescimento, respectivamente. 
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Figura 1. Ciclo de vida de Leishmania sp  ( Adaptado de Reithinger et al. 2007) 

 

1.2. Patogênese e manifestações clínicas 

Após a picada do inseto vetor, Leishmania sp inoculada no hospedeiro 

vertebrado, na forma promastigota, é então fagocitada por diferentes células do sistema 

mononuclear fagocitário, especialmente por macrófagos, onde se diferencia na forma 

amastigota, estabelecendo a infecção. A sobrevivência da forma amastigota na célula 

infectada depende da interação do parasito com a célula do hospedeiro e os mecanismos 

que o parasito utiliza para modular este processo ainda não são completamente 

conhecidos (Kima 2007). 

Em seres humanos, as características do parasito e da resposta imune definem o 

amplo espectro clínico da infecção causada por Leishmania, variando de infecções 

assintomáticas e lesões cutâneas com cura espontânea até leishmaniose cutâneo difusa 

(LCD) e leishmaniose visceral, além de formas cutâneas crônicas ou com acometimento 

de mucosa (Murray et al. 2005).  

Ciclo de vida de Leishmania sp ( Adaptado de Reithinger et al. 2007)

Estágios no vetor Estágios no homem

Vetor ao se alimentar regurgita promastigota

Promastigotas são fagocitados pelos macrófagos

Promastigotas se transformam em amastigotas

Amastigotas se multiplicam em células de vários tecidos

Vetor pica o homem para se alimentar

Ingestão de células parasitadas

Amastigotas se transformam em promastigota

Divide e migra para a probóscide
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Na Figura 2 observamos o espectro clínico da leishmaniose humana através da 

relação entre imunidade celular (CMI), hipersensibilidade tardia (DTH) e a quantidade 

de parasitos.  E dependendo destes fatores temos desde formas assintomáticas (1) com 

relação CMI/DTH equilibrada e pequena quantidade de parasitos até doença crônica (4) 

que se manifesta por CMI/DTH ausente ou ineficaz e grande quantidade de parasitos 

(leishmaniose cutâneo difusa e leishmaniose visceral) ou CMI/DTH forte com 

inflamação patológica apesar da pequena quantidade de parasitos (leishmaniose mucosa 

e cutânea crônica).  

 

 

Figura 2. Espectro clínico da Leishmaniose humana. Adaptado de Murray et al. 2005 

 

Após um período de incubação de duas semanas a três meses, a infecção cutânea 

pode permanecer subclínica ou no local da picada do inseto surge uma pápula ou nódulo 

eritematoso que evolui para úlcera e pode ser precedido ou acompanhado de aumento de 

um gânglio regional. A leishmaniose cutânea localizada (LCL) é a forma mais comum 

da doença com uma a 20 lesões, geralmente ulceradas ou úlcero-crostosas, em áreas 

descobertas do corpo.  A úlcera típica é arredondada, não dolorosa e pode evoluir para 

LEISHMANIOSES – FORMAS CLÍNICAS

Adaptado de Murray et al. 2005

Parasite burden – Quantidade de parasitos

CMI – imunidade celular

DTH – hipersensibilidade tardia

Quantidade de parasitos
Imunidade celular

Hipersensibilidade tardia

Leishmaniose cutâneo difusa

Leishmaniose visceral

1 Infecção assintomática

2 Cura espontânea

Leishmaniose cutânea

Leishmaniose mucosa

Leishmaniose cutânea crônica

3 Cura espontânea

PKDL (Sudão)

Oligossintomática

Leishmaniose visceral

PKDL (Índia)

4 Doença grave



5 

cura espontânea ou progredir para uma das diferentes formas da doença, na dependência 

da resposta imune e da espécie de Leishmania (Ministério da Saúde 2007). 

A forma cutânea disseminada (LD) se caracteriza pela presença de mais de 10 

lesões, geralmente acneiformes ou papulares, em duas ou mais áreas não contíguas do 

corpo. Em 29% dos casos pode ocorrer lesão de mucosa.  L. (V.) braziliensis é a única 

espécie já isolada nos pacientes com LD. Tem sido relatado o aumento desta forma, 

especialmente na região nordeste do Brasil (Turetz et al 2002). 

A leishmaniose cutâneo difusa (LCD) é uma forma anérgica, rara e caracterizada 

por lesões nodulares, ricas em parasitos, de difícil tratamento e prognóstico reservado. 

Tem sido relatada na América do Sul, América Central e Etiópia. As lesões são ricas em 

parasitos e as espécies envolvidas são L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis e L. (L.) 

aethiopica (Goto & Lindoso 2010). 

A forma mucosa ou cutâneomucosa (LM ou LCM) tem incidência variando de 

0,4 a 2,7% nas diversas regiões do Brasil (Jones et al. 1987, Gontijo et al. 2002, de 

Castro et al. 2005). Ocorre de um a cinco anos após a cura da lesão cutânea, mas pode 

ser concomitante ou aparecer até décadas depois.  Acomete as mucosas oral, nasal, 

faríngea e laríngea, levando à destruição tecidual e lesões desfigurantes. Segundo 

Bedoya-Pacheco et al (2011) a  proporção de pacientes com forma mucosa aumenta 

com a diminuição da prevalência da LTA, reforçando o conceito de que a LM é 

secundária à forma cutânea mesmo quando a lesão cutânea não é detectada ou é auto 

limitada.  

Recentemente, novos fatores também parecem ser importantes na evolução da 

LM: a infecção da Leishmania por um vírus RNA (LRV1) endógeno que aumenta a 

resposta imune. Questiona - se a influência deste vírus na resposta do macrófago e na 

manutenção de uma resposta imune ativa, facilitando a disseminação do parasito e 

aumentando, consequentemente, a incidência de formas graves (Ives et al. 2011, Scott 

2011). Os hormônios sexuais também tem sido considerados na modulação da resposta 

imune (Snider et al. 2009). 

Em pacientes com Síndrome de Imunodeficiência Adquirida, a LTA pode se 

manifestar durante a síndrome de reconstituição imune. Nestes casos, observa-se 

agravamento de lesões existentes ou reativação da infecção associada com a 

recuperação do número das células T CD4
+
 e redução da carga viral após o início do 
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tratamento antirretroviral altamente efetivo (Hirsch et al. 2004).  Os pacientes 

apresentam lesões polimórficas, variando de pápulas, nódulos, placas e ulcerações até 

diferentes formas de lesões mucosas. Também foram descritas lesões genitais e a forma 

cutâneo difusa (Posada-Vergara et al. 2005, Sinha et al. 2008, Lindoso et al. 2009, Goto 

& Lindoso 2010).  

1.3. Imunologia 

Diferentemente da dicotomia da resposta dos linfócitos T auxiliares (Th), com 

perfil de respostas Th1 ou Th2 bem definidas no modelo de infecção com L. major em 

camundongos, em pacientes com LTA ocorre uma mistura da imunidade Th1 e Th2. 

Em geral, os pacientes com LCL apresentam resposta imune celular contra 

Leishmania, avaliada por intradermorreação, bem como resposta imune humoral 

(Convit et al. 1993). Na fase ativa da LCL, há predominância de linfócitos T CD4
+ 

com 

produção tanto de citocinas do tipo Th1 (interferon gama, IFN) quanto do tipo Th2 

(interleucina 4, IL-4). Em indivíduos com regressão espontânea da lesão ou naqueles 

que apresentam cura clínica após o tratamento quimioterápico, há maior produção de 

IFN e baixos níveis de IL-4 (Coutinho et al. 1998). A predominância de citocinas Th1 

sobre Th2 parece ser o perfil mais comumente encontrado na LCL (Cáceres-Dittmar et 

al. 1993, Pirmez et al. 1993, Convit et al. 1993) e o aumento do IFN e a diminuição do 

fator de necrose tumoral (TNF) parecem ser necessários para a obtenção da cura 

(D’Oliveira Jr et al. 2002). Também tem sido descrita uma diminuição dos níveis de 

IFN e TNF após terapia bem sucedida de LCL (Ribeiro-de-Jesus et al. 1998). Estes 

resultados sugerem que pacientes que produzem IFN e TNF, necessários para a 

eliminação dos parasitos, e também conseguem modular a resposta inflamatória, têm 

mais chance de cura. Na LCL, a expressão de NO sintase induzida (iNOS, inducible 

Nitric Oxide Synthase), a enzima responsável pela produção de NO (óxido nítrico), é 

encontrada nas lesões, sendo associada à expressão de interleucina 12 (IL-12) e IFN e à 

diminuída quantidade de parasitos, o que sugere um papel para o NO na defesa contra 

os parasitos (Qadoumi et al. 2002, Diaz et al. 2006, Morgado et al. 2008). De fato, 

monócitos/macrófagos humanos produzem NO e matam L. major, um mecanismo 

dependente da presença de TNF (Vouldoukis et al. 1997); por outro lado, isolados de L. 

(V.) braziliensis  mais resistentes ao NO multiplicam-se mais nos macrófagos (Giudice 

et al. 2007). Na LCD os pacientes apresentam um perfil predominantemente do tipo 
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Th2, com completa anergia ao antígeno de Leishmania, intradermorreação negativa, 

baixas concentrações de IFN e IL-12, mas com altas concentrações de IL-4, IL-5 e 

TNF  (Bomfim et al. 1996). 

Na LM, causada especialmente por L. (V.) braziliensis, os pacientes apresentam 

forte resposta imune celular, concomitante a uma progressiva destruição tecidual. A 

resposta à intradermorreação com antígenos de Leishmania é mais forte do que a de 

pacientes com LCL e as concentrações de IFN, IL-2, IL-5 e TNF se apresentam mais 

elevadas. Nas lesões, há um intenso infiltrado inflamatório rico em linfócitos e 

plasmócitos, com poucos macrófagos contendo escassos parasitos. Existe uma mistura 

das respostas Th1 e Th2 com elevados níveis de IL-2, IL-4, IL-5 e TNF, o que explica a 

não resolução da doença (Convit et al. 1993, Pirmez et al. 1993, Ribeiro-Jesus et al. 

1998). A maioria dos linfócitos é T CD4
+
 com perfil Th1, havendo elevada expressão de 

TNF nas lesões, o que pode ser acompanhado ou não da expressão de IL-4 (Cáceres-

Dittmar et al. 1993, Amato et al. 2003, Silveira et al. 2004). A expressão de iNOS nas 

lesões de pacientes com LCM parece ser similar àquela de pacientes com LCL (Diaz et 

al. 2006). Não existem marcadores imunológicos que possam identificar os pacientes 

com LCL que apresentam risco de desenvolver a forma mucosa da leishmaniose 

(Barral-Netto al. 1995). 

           Embora ocorra a produção de IFN durante a infecção por L. (V.) braziliensis, 

necessária para o controle da infecção, não está claro porque os pacientes desenvolvem 

a doença. É possível que ocorra alguma anormalidade no local da lesão com evidência 

de um padrão misto Th0 ou Th1/Th2. Algumas diferenças foram encontradas no perfil 

de citocinas em pacientes com lesões recentes (IFNγ e IL-10) quando comparados com 

aqueles com lesões antigas (TNF). Em casos de LV e LCD, a ausência de IFNγ permite 

a multiplicação dos parasitos e a progressão da doença. Portanto, presume-se que a 

resposta de célula T e a função dos monócitos sejam importantes para o controle da 

Leishmaniose (Ribeiro-de-Jesus et al. 1998). 

1.4. Diagnóstico  

O diagnóstico da LTA baseia-se em dados epidemiológicos, clínicos e 

laboratoriais. A confirmação laboratorial deve ser preferencialmente por meio do 

encontro do parasito ou seu antígeno em amostra obtida da lesão. Quando não se 
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consegue evidenciar o agente etiológico, os testes imunológicos podem auxiliar no 

diagnóstico.  

A pesquisa de formas amastigotas em amostras obtidas através de raspado, 

imprinting ou biópsia da lesão, coradas pelo Giemsa, tem sensibilidade de 15 a 30%, 

chegando a 44 - 58% quando se associa a cultura em meio de Novy, McNeal e Nicolle e 

a 38 – 52% com a inoculação em hamster. A imunoistoquímica, realizada em 

fragmentos de biópsia, pode evidenciar a forma amastigota ou seu antígeno em até 

88,5% quando se usa imunofluorescência e em 58,6 a 64,5% com a técnica da 

imunoperoxidase (Oliveira et al. 2010).  Assim, os métodos utilizados para a detecção 

do parasito têm baixa sensibilidade e não identificam as espécies de Leishmania. 

Detecção do DNA da Leishmania através da reação em cadeia da polimerase (PCR), 

além de ter a mesma sensibilidade dos métodos parasitológicos para evidenciar o 

parasito, também identifica a espécie, é específico, rápido e pode ser usado em 

diferentes amostras biológicas (Sotto et al. 1989, Schubach et al. 2001, Weigle et al. 

1987, Reithinger et al. 2007). A PCR em tempo real, usando iniciadores específicos 

para gêneros e espécies de Leishmania, tem sido avaliada recentemente, com resultados 

promissores quando comparada à técnica convencional (Castilho et al. 2008, Antinori et 

al. 2009). 

Os testes imunológicos utilizados na prática clínica são indicadores indiretos da 

infecção por Leishmania. São comumente utilizados a intradermorreação de 

Montenegro e exames sorológicos. O teste de Montenegro indica infecção por 

Leishmania, mas não distingue se a infecção é presente ou passada, assim sua 

importância diagnóstica fica prejudicada para pacientes oriundos de áreas endêmicas, 

pois, indivíduos assintomáticos podem apresentar teste positivo (Goto et al. 2010). Em 

pacientes tratados, a intradermorreação de Montenegro permanece positiva ainda por 

tempo indeterminado, sendo que em casos de infecção por L. major foi observada 

positividade por mais de 19 meses após o tratamento (Sassi et al. 1999). O teste de 

Montenegro encontra-se positivo em mais de 80% dos pacientes com LCL, LD e LM, 

enquanto que na LCD é persistentemente negativo (Costa et al. 1986, Reis et al. 2009). 

Os exames sorológicos, mais comumente utilizados, são a imunofluorescência 

indireta (IFI) e o ensaio imunoenzimático (ELISA), que têm sensibilidade baixa, exceto 

na forma mucosa, e apresentam variação de acordo com a espécie. Quando positivos 
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geralmente indicam infecção e os níveis tendem a cair após o tratamento (Romero et al. 

2005, Barroso-Freitas et al. 2009). 

1.5. Tratamento  

O tratamento da LTA depende da espécie de Leishmania, forma clínica e co-

morbidades.  Os antimoniais pentavalentes são os fármacos de primeira linha. Eles 

aumentam a capacidade fagocítica dos neutrófilos, com o aumento da produção de 

superóxido e, portanto, podem destruir o parasito por mecanismos diretos e indiretos 

(Muniz-Junqueira  et al. 2008). 

Como alternativas, são recomendadas a anfotericina B na forma de desoxicolato 

ou nas formulações lipídicas, especialmente a lipossomal e a pentamidina. Outros 

fármacos como azitromicina, allopurinol em associação com antimoniais, dapsona, 

rifampicina, imidazóis e miltefosine também tem sido utilizados. O uso tópico de 

paramomicina tem se mostrado promissor assim como calor e mais recentemente a 

terapia fotodinâmica associada ao uso de antimoniais (Arana et al. 2001, Soto et al. 

2004, Lima et al. 2007, van der Snoek et al. 2008). Ainda em fase experimental, o 

tamoxifeno tem sido usado, entre outros (Miguel et al. 2009). 

A imunoterapia, utilizando antígeno Leishmania, isolado ou em associação com 

outros antígenos, como o BCG, pode ser indicada em situações especiais, quando os 

pacientes apresentam baixa resposta imune ao parasito. O uso de vacinas com 

preparações de formas promastigotas tem mostrado resultados promissores (Mayrink et 

al. 1992, Convit et al. 2003). E a imunoterapia associada com antimoniais tem sido uma 

alternativa para tratamento de casos graves e refratários aos tratamentos convencionais 

(Musa et al. 2010). O uso de imunomoduladores como a pentoxifilina, interferon e 

imiquimod associados aos antimoniais também são promissores (Arana et al. 1994, 

Miranda-Verastegui et al. 2005, Machado et al. 2007).  

 

2. Os monócitos do sangue periférico humano: participação na Leishmaniose 

Tegumentar Americana 

Os monócitos são células mielóides, que se originam de precursores na medula 

óssea, circulam pelo sangue e, ao migrarem para os tecidos, diferenciam-se em 
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macrófagos ou em células dendríticas. Os monócitos são células da imunidade natural, 

conhecidos como fagócitos mononucleares, que desempenham diversas funções no 

desenvolvimento de homeostasia, na defesa contra agentes infecciosos, tumores, 

inflamação, ativação de linfócitos T e reparo tecidual (Auffray et al. 2009, Serbina et al. 

2008). O elevado número de atividades e plasticidade dos monócitos levou a estudos 

sobre sua heterogeneidade populacional, que culminaram na divisão dos monócitos em 

subpopulações. Assim, no sangue periférico humano, três subpopulações de monócitos 

foram definidas, tendo sido assumida uma nova nomenclatura a partir de 2010, adotada 

pela União Internacional das Sociedades de Imunologia (Ziegler-Heitbrock et al. 2010). 

A nova divisão baseia-se na expressão e na intensidade da expressão de dois 

marcadores, o CD14 e o CD16. Em condições fisiológicas podem ser detectados: os 

monócitos clássicos, que expressam muito CD14 e não expressam o CD16 

(CD14
high

CD16
-
), os intermediários, que expressam muito CD14 e CD16 

(CD14
high

CD16
+
) e os não clássicos, que diminuem a expressão de CD14, mantendo 

uma elevada expressão de CD16 (CD14
low

CD16
++

) (Ziegler-Heitbrock et al. 2010). O 

CD14 é um co-receptor do TLR4 (Toll-like receptor 4, receptor similar a Toll, 4), que é 

o receptor do lipopolissacarídeo (LPS) de certas bactérias Gram negativas, e o CD16 é o 

receptor de baixa afinidade para a imunoglobulina G (FcRIII), utilizado para a 

eliminação de imunocomplexos pelos monócitos (Martinez 2009). Quando for avaliada 

apenas a presença ou ausência de CD16 nos monócitos, a nomenclatura sugerida é a de 

monócitos CD16
+ β

e CD16
-
, referindo-se a todos os monócitos CD14

+
 (Ziegler-

Heitbrock et al. 2010). 

Inicialmente, foi descrito que 90% dos monócitos clássicos do sangue 

expressavam a molécula CD14 em grande intensidade (CD14
++

 ou CD14
hi

) e não 

expressavam CD16 (CD16
-
). Além destes, cerca de 10% dos monócitos expressavam 

baixas quantidades de CD14 e apresentavam o CD16 (CD14
+
CD16

+
 ou CD14

lo
CD16

+
), 

hoje considerados os monócitos não clássicos (Ziegler-Heitbrock et al. 1992, Fingerle et 

al. 1993, Ziegler-Heitbrock 1996). Vários estudos, além destes acima citados, foram 

realizados nas décadas de 1990 e 2000, considerando apenas estas duas subpopulações, 

divididas também em monócitos CD16
+
 ou CD16

-
 (Fingerle-Rowson et al. 1998, Belge 

et al. 2002, Randolph et al. 2002, Iwahashi et al. 2004, Yano et al. 2007, Ziegler-

Heitbrock 2007, Serbina et al. 2009). Posteriormente, a subpopulação CD16
+
 foi 

subdividida em duas, compondo os monócitos intermediários e os não clássicos. Cerca 
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de 90% dos monócitos são clássicos e os 10% restantes são subdivididos em 

intermediários e não clássicos, sendo os intermediários encontrados em menor 

porcentagem (Ziegler-Heitbrock et al. 2010). 

A avaliação das características fenotípicas e funcionais das subpopulações dos 

monócitos sugeriu que estas subpopulações são parte de um contínuo processo de 

desenvolvimento dos monócitos, sendo os monócitos clássicos (CD14
hi

CD16
-
) os mais 

imaturos, passando para o estágio intermediário de maturação (monócitos 

intermediários CD14
hi

CD16
+
) e os mais maduros são os monócitos não clássicos 

(CD14
lo

CD16
+
). Quando os monócitos não clássicos foram descobertos, demonstrou-se 

que eles apresentavam características fenotípicas e funcionais similares a macrófagos 

teciduais (macrófagos alveolares, micróglias), ou seja, sendo 

CD14
lo

CD11b
lo

CD33
lo

CD16
+
MHCII

+
 (MHCII, moléculas classe II do Complexo 

Principal de Histocompatibilidade, Major Histocompatibility Complex), expressando 

TNF, mas não IL-10, após estimulação com LPS. Por estas características, acreditou-se 

que os monócitos CD14
lo

CD16
+
 fossem mais maduros do que os monócitos clássicos 

(Ziegler-Heitbrock et al. 1993, Frankenberger et al. 1996). Também foi demonstrado 

que os monócitos clássicos podem ser convertidos em monócitos não clássicos, tanto 

por ação de citocinas quanto por estímulos microbianos, especialmente pela diminuição 

da expressão do CD14 e aumento de CD16 (Li et al. 2004, Skinner et al. 2005). 

Recentemente, o tratamento de pacientes com artrite reumatóide com anticorpos anti-

fator estimulador de colônias de macrófagos (M-CSF) mostrou que há uma queda nos 

monócitos intermediários e não clássicos e que, após a retirada da terapia, os primeiros 

monócitos CD16
+
 que se recuperaram foram os intermediários, seguidos pelos não 

clássicos. Esta foi a primeira evidência de que o M-CSF, em condições fisiológicas, é 

importante para a diferenciação dos monócitos intermediários e não clássicos (Korkosz 

et al. 2012). 

As análises genômicas confirmaram a existência das três subpopulações dos 

monócitos no sangue humano (Cros et al. 2010, Wong et al. 2011, Zawada et al. 2011) e 

tem auxiliado na demonstração de evidências de que as subpopulações são estágios 

diferenciais de desenvolvimento dos monócitos. Estes trabalhos mostram claras 

diferenças entre as subpopulações, porém, enquanto Cros et al (2010) mostraram que as 

subpopulações de monócitos clássicos e intermediários estão mais próximas, Wong et 

al. (2011) e Zawada et al. (2011) demonstraram uma maior proximidade entre os 
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monócitos intermediários e não clássicos. Estes dois últimos trabalhos mostram que os 

genes mais expressos pelos monócitos intermediários estão em níveis intermediários 

entre os monócitos clássicos e não clássicos. 

As subpopulações de monócitos expressam alguns genes que lhes conferem 

diferenças fenotípicas e funcionais. Algumas características são específicas a cada 

subpopulação, outras são compartilhadas em menor ou maior grau. Há diferenças 

quanto a expressão de receptores para antígenos, quimiocinas e citocinas, de moléculas 

de adesão e de receptores acoplados a proteína G. Os monócitos clássicos expressam 

especialmente CCR2, um receptor para as quimiocinas CCL2, CCL7, CCL8 e CCL13 

(antigas MCP-1,2,3,4, monocyte chemokine protein), enquanto os não clássicos 

expressam mais CX3CR1, um receptor para a quimiocina CX3CL1 (fractalkine). Os 

monócitos clássicos apresentam alta expressão de genes associados ao reparo tecidual 

(angiogênese, cicatrização e coagulação) e a propriedades anti-apoptóticas. Já os 

monócitos intermediários expressam mais moléculas associadas à apresentação de 

antígenos aos linfócitos T, tais como moléculas MHC II, CD74 e CD40, portanto, 

podendo ter uma função de célula apresentadora de antígenos mais proeminente que as 

outras subpopulações de monócitos. Os monócitos não clássicos expressam genes 

envolvidos no rearranjo do citoesqueleto, que lhes conferem mais motilidade e a 

característica de serem células em íntimo contato com o endotélio, fazendo um exame 

contínuo do mesmo, bem como confere capacidade de fagocitose (também associada à 

maior expressão de CD16 e receptores para o complemento). Estes monócitos 

expressam mais genes associados a propriedades anti-proliferativas, pro-apoptóticas 

(Cros et AL. 2010, Wong et al. 2011, Zawada et al. 2011, Abeles et al. 2012). 

Os monócitos permanecem poucos dias no sangue, migrando para os tecidos, 

onde se diferenciam em macrófagos ou células dendríticas. Os monócitos não clássicos 

têm elevado potencial para converterem-se em células dendríticas migratórias, com alta 

expressão de CD86 e MHCII e capacidade de induzir reação linfocitária mista, 

características induzidas pelo TGFβ (Randolph et al. 2002). Monócitos não clássicos 

ativados por IL-10/M-CSF/IL-4 também possuem maior capacidade de indução de 

reação linfocitária mista que os monócitos clássicos (Li et al. 2004). Porém, como a IL-

10 diminui a expressão de marcadores de células dendríticas e aumenta a expressão de 

CD16, tem sido sugerido que o TGFβ induziria geração de células dendríticas nos 

tecidos, a partir dos monócitos não clássicos, enquanto a IL-10 induziria geração de 
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macrófagos CD16
+
 nos tecidos (Randolph et al. 2002). A expressão dos marcadores 

CD14 e CD16 é variada nos macrófagos teciduais, por exemplo, enquanto os 

macrófagos peritoneais são CD14
hi

CD16
lo

, os macrófagos alveolares são CD14
lo

CD16
hi

 

(Ziegler-Heitbrock 1996). Se durante um processo inflamatório, os macrófagos 

CD14
lo

CD16
hi

 são expandidos localmente ou oriundos dos monócitos clássicos por 

meio de ativação local, ainda necessita mais estudos. Porém, foi demonstrado que os 

monócitos não clássicos, que vivem em íntimo contato com o endotélio, podem chegar 

rapidamente aos tecidos, participando tanto da reposição fisiológica de macrófagos 

teciduais quanto do aumento de macrófagos nos processos inflamatórios (Cros et al. 

2010).  

Não há um consenso em relação às citocinas produzidas preferencialmente pelas 

subpopulações de monócitos. A produção de citocinas depende da via de ativação das 

células. As diferentes subpopulações de monócitos fazem parte do sistema imune 

natural ou inato, no qual os TLRs são essenciais para o reconhecimento de patógenos, 

sendo que o TLR2 e o TLR4 são acionados por lipoproteínas de bactérias Gram 

positivas e LPS de bactérias Gram negativas, respectivamente. Já os TLR3, TLR7, 

TLR8 e TLR9 são responsáveis pelo reconhecimento de ácidos nucleicos, como RNA 

de fita simples ou dupla e CpG DNA não metilado. Tais receptores consistem em um 

grupo de proteínas transmembrânicas presentes nas células da imunidade natural, 

incluindo monócitos, macrófagos, células dendríticas e polimorfonucleares. Os TLRs 

medeiam a sinalização para a produção de citocinas inflamatórias e antiinflamatórias 

(Brightbill et al. 1999, Albiger et al. 2007, Cros et al. 2010). As diferentes 

subpopulações de monócitos podem responder diferencialmente a produtos bacterianos 

(monócitos CD14
hi

CD16
-
 ou CD14

hi
CD16

++
) e virais (monócitos CD14

lo
CD16

++
), via 

diferentes TLRs, para a produção de citocinas pró e antinflamatórias (Cros et al. 2010).     

Os estudos com separação das subpopulações para avaliação das citocinas mostram 

resultados divergentes. Enquanto Cros et al. (2010) mostraram que os monócitos não 

clássicos não apresentam boa resposta a LPS, sendo pouco produtores de TNF, IL-1β e 

IL-10, Wong et al. (2011) mostraram que estas células são as principais produtoras de 

TNF e IL-1β após ativação com LPS. Estes últimos resultados estão de acordo com 

estudos prévios de expressão de TNF intracelular em monócitos não clássicos ativados 

com LPS (Belge et al. 2002). O trabalho de Wong et al. (2011) não confirmou os 

resultados de Skrzeczynska-Moncznik et al. (2008) que apontaram os monócitos 
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intermediários como os principais produtores de IL-10. Em contraste, Wong et al. 

(2011) mostraram que os monócitos clássicos são os principais produtores de IL-10, 

após ativação com LPS. Também foi demonstrado que o fator estimulador de colônias 

de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) converte monócitos CD14
hi

 em CD14
lo

 

produtores de IL-10 e indutores de tolerância em linfócitos T CD4
+
 (Ganguly et al. 

2007). Parece que várias subpopulações de monócitos podem apresentar distintos perfis 

de produção de citocinas após ativação via TLR2 ou TLR4 (Smedan et al. 2011). 

Os monócitos não clássicos estão aumentados no sangue periférico de pacientes 

com doenças inflamatórias tais como a artrite reumatóide, aterosclerose e doença de 

Kawasaki (Ziegler-Heitbrock 2007). Na artrite reumatóide, monócitos não clássicos 

estão aumentados no sangue e no fluido sinovial dos pacientes, correlacionando com a 

atividade da doença (Baeten et al. 2000, Kawanaka et al. 2002). Estes monócitos 

expressam mais TLR2 do que os monócitos clássicos, tanto em indivíduos sadios (Belge 

et al. 2002), quanto em pacientes com artrite (Iwahashi et al., 2004). Nos pacientes, 

tanto os monócitos CD16
+
 quanto os macrófagos sinoviais CD16

+
 expressam altos 

níveis de TLR2 e em resposta a um agonista deste receptor produzem citocinas e 

quimiocinas proinflamatórias (Iwahashi et al. 2004).  De fato, a estimulação com 

agonista de TLR2 também induz elevada produção de TNF em hemoculturas, sendo 

este TNF oriundo principalmente da subpopulação de monócitos não clássicos (Belge et 

al. 2002).   

Além de estarem aumentados em condições inflamatórias, os monócitos não 

clássicos também aumentam durante o curso de algumas infecções, tanto infecções 

localizadas quanto na sepse (Ziegler-Heitbrock 2007). Na tuberculose e infecção pelo 

vírus da imunodeficiência humana (HIV, Human Immunodeficiency Vírus) há uma 

expansão dos monócitos não clássicos, que no caso da infecção por HIV está associada 

à demência (Thieblemont et al. 1995, Ziegler-Heitbrock 2007). Foi demonstrado 

também que a subpopulação CD14
hi

CD16
+
 (monócitos intermediários) é a principal 

subpopulação de monócitos associada ao aumento da gravidade da infecção por HIV 

(Han et al. 2009). Ainda em pacientes com tuberculose, recentemente foi demonstrado 

um aumento também na subpopulação dos monócitos intermediários, além dos não 

clássicos (Castaño et al. 2011). Em pacientes com sepse, os monócitos não clássicos são 

encontrados em números elevados e parecem ser os maiores produtores de citocinas 

pro-inflamatórias, tais como o TNF e a IL-6 (Fingerle et al. 1993, Skinner et al. 2005). 
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Produtos microbianos, bem como o TNF, podem contribuir para aumentar o número de 

monócitos não clássicos durante a sepse (Skinner et al. 2005). Também na forma leve 

de dengue foi demonstrado um aumento dos monócitos intermediários (Azeredo et al. 

2010). Em todos os trabalhos, a expansão durante as infecções, bacterianas ou virais, é 

dos monócitos intermediários ou não clássicos, ou seja, os que expressam CD16 (Wong 

et al. 2012). 

Na LTA, na forma LCL, foi demonstrado que os pacientes apresentam um 

elevado número de monócitos CD14
+
CD16

+
 (todos os monócitos CD16

+
) e uma maior 

intensidade de expressão do CD16 nestes monócitos, quando comparados com controles 

sadios (Soares et al. 2006). Neste estudo, foi demonstrada uma correlação entre o 

número dos monócitos CD16
+
 e o tamanho da lesão ao diagnóstico, bem como com os 

níveis plasmáticos de TGFβ. Em dois pacientes que não curaram as lesões, em três anos 

de tratamento, o número de monócitos CD16
+
 foi muito elevado, sugerindo presença de 

monócitos CD16
+
 na doença grave.  

Em todas as doenças citadas acima, a expansão das subpopulações de monócitos 

CD14
+
 expressando CD16 parece estar associada ao processo inflamatório e à gravidade 

da doença. Mais estudos são necessários para avaliar a participação das diferentes 

subpopulações de monócitos na LTA. 
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JUSTIFICATIVA 

Apesar dos vários estudos sobre a imunologia da LTA, os mecanismos que 

levam ao controle ou à persistência dos parasitos ainda são obscuros, especialmente 

com relação à infecção causada por L. (V.) braziliensis, que pode culminar na cura 

clínica das lesões ou no desenvolvimento de lesões inflamatórias crônicas destrutivas. 

Ainda, também são pouco conhecidos os mecanismos de controle da infecção causada 

por L. (L.) amazonensis, especialmente na forma LCD, onde não há uma eficiente 

resposta imune celular adquirida.  

Em várias doenças inflamatórias, infecções bacterianas e virais já foi 

evidenciado que a expansão das subpopulações de monócitos CD14
+
 expressando CD16 

parece estar associada ao processo inflamatório e à gravidade da doença. Portanto um 

desequilíbrio entre as subpopulações de monócitos circulantes poderia estar envolvido 

na imunopatogenia da LTA. Além disto, o desequilíbrio destas subpopulações de 

monócitos poderia ser causa ou mesmo conseqüência do ambiente inflamatório gerado 

durante a infecção. E os monócitos poderiam servir como marcadores de inflamação ou 

do controle da infecção.  

Uma avaliação de subpopulações de monócitos na LCD ainda não havia sido 

realizada e a avaliação simultânea das três subpopulações de monócitos na LTA é muito 

importante, pois, o equilíbrio entre elas pode ser crucial para o controle ou a 

manutenção/gravidade da infecção causada por Leishmania sp.  

E finalmente o conhecimento da resposta imune será útil para o desenvolvimento 

de novas práticas terapêuticas, diagnósticas e preventivas com o objetivo de aliviar o 

sofrimento dos pacientes. 
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OBJETIVOS 

Geral: Avaliar a participação dos monócitos na imunidade natural da Leishmaniose 

Tegumentar Americana. 

Específicos: 

Artigo 1: 

- Descrever um caso clínico de leishmaniose cutâneo difusa com cura clínica, após 

terapia com vacinas monovalentes (L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis) mais BCG 

e quimioterapia.  

- Avaliar uma possível participação de monócitos CD14
+
CD16

+
 e de células NK na cura 

clínica transitória do paciente. 

Artigo 2: 

- Avaliar as proporções de subpopulações de monócitos, bem como o equilíbrio entre as 

citocinas pro-inflamatória TNF e antiinflamatória IL-10 na LCL e investigar a 

associação destas citocinas com a gravidade da LCL, para isto: 

a) Avaliar as proporções das diferentes subpopulações de monócitos CD14
hi

CD16
-
, 

CD14
hi

CD16
+
 e CD14

lo
CD16

+ 
no sangue periférico de pacientes com LCL, antes do 

tratamento, comparando-as com aquelas de indivíduos sadios; 

b) Avaliar a expressão das citocinas TNF e IL-10, induzidas ou não por LPS/TLR4, nos 

monócitos CD14
+
 do sangue periférico de pacientes com LCL, antes do tratamento, 

comparando as respostas com aquelas de indivíduos sadios; 

c) Avaliar a produção de TNF e IL-10 em culturas de sangue periférico de pacientes 

com LCL, antes do tratamento, estimuladas com antígenos de L. (V.) braziliensis ou 

agonistas de TLR2 e TLR4, comparando as respostas com aquelas de indivíduos sadios 

e investigando a correlação entre as concentrações destas duas citocinas; 

d) Avaliar a correlação entre os níveis de citocinas, produzidas após diferentes 

estímulos, e o número de lesões dos pacientes com LCL. 



18 

ARTIGO 1 – Increase of NK Cells and Proinflammatory Monocytes 

Are Associated with the Clinical Improvement of Diffuse Cutaneous 

Leishmaniasis after Immunochemotherapy with BCG/ Leishmania 

Antigens: a case report. 

Ledice I. A. Pereira, Miriam L. Dorta, Ana Joaquina C. S. Pereira, Rosidete P. Bastos, 

Milton A. P. Oliveira, Sebastião A. Pinto, Hélio Galdino Jr, Wilson Mayrink, Warly 

Barcelos, Vicente P. C. P. Toledo, Gloria Maria C. A. Lima and Fátima Ribeiro-Dias. 

Publicado: Am J Trop Med Hyg, September 2009, 81(3): 378-383. www.ajtmh.org 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 

ARTIGO 2 – Alterações nas subpopulações de monócitos e 

desequilíbrio entre as citocinas fator de necrose tumoral (TNF) e 

interleucina 10 (IL-10) na leishmaniose cutânea localizada. 

Ledice I. A. Pereira
a
, Hélio Galdino Jr.

a
, Ildefonso Alves da Silva Jr.

a
, Camila I. 

Morato
a
, Anna Karoline A. Fleuri

a
, Sebastião Alves Pinto

b
, Miriam L. Dorta

a
, Milton A. 

P. Oliveira
a
, Fátima Ribeiro-Dias

a,*
. 

a
Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública, Universidade Federal de Goiás, Rua 

235 S/N – Setor Universitário, 74605-050, Goiânia, Goiás, Brasil. mledorta@gmail.com; 

mapoliv@usp.br; karoline.af@gmail.com; ledicepereira@gmail.com; fatimardias@gmail.com  

b
Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Goiás e Instituto Goiano de 

Oncologia e Hematologia (INGOH), Rua 87, N. 598, Setor Sul, 74093-300, Goiânia, Goiás, 

Brasil. sebastiaoap@ingoh.com.br 

*Autor para correspondência. Endereço:
 
Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública, 

Universidade Federal de Goiás, Rua 235 S/N – Setor Universitário, 74605-050, Goiânia, Goiás, 

Brasil. Phone: +55 62 3209 6116, Fax: +55 62 3209 6363. E-mail address: 

fatimardias@gmail.com, fdias@iptsp.ufg.br  

 

RESUMO 

A imunidade adquirida tem sido bastante estudada na leishmaniose tegumentar 

americana, mas a participação da imunidade natural no controle e na imunopatogenia 

desta doença tem sido pouco avaliada. Os monócitos, importantes células da imunidade 

natural, precursores de macrófagos, estão presentes no sangue periférico humano 

compondo três subpopulações definidas pelos marcadores CD14 e CD16, com 

características fenotípicas e funcionais distintas. São as principais células produtoras de 

citocinas em hemoculturas, as quais permitem uma rápida e eficiente avaliação dos 

monócitos. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a distribuição das subpopulações 

de monócitos do sangue periférico de pacientes com leishmaniose cutânea localizada 

(LCL) e a produção de citocinas pro- (fator de necrose tumoral, TNF) e antiinflamatória 

(interleucina 10, IL-10), após ativação de hemoculturas com agonistas de receptores 

similares a Toll (TLR2, TLR4) ou antígeno de Leishmania (Viannia) braziliensis. 

mailto:fatimardias@gmail.com
mailto:fatimardias@gmail.com
mailto:fdas@iptsp.ufg.br
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Sangue de pacientes e controles, pareados por gênero e idade, foi avaliado por 

citometria de fluxo para determinar as frequências das subpopulações de monócitos 

(anticorpos anti-CD14 e anti-CD16); hemoculturas foram ativadas com LPS (agonista 

de TLR4), Pam3Cys (agonista de TLR2) ou antígeno de L. (V.) braziliensis (Ag) por 6 h 

(TNF) ou 24 h (IL-10), sendo os sobrenadantes avaliados para as concentrações das 

citocinas, usando ELISA. Foi detectado um significante aumento dos monócitos CD16
+
, 

tanto CD14
lo

CD16
+
 (monócitos não clássicos), quanto CD14

hi
CD16

+
 (monócitos 

intermediários) no sangue dos pacientes. Após ativação com LPS, ocorreu uma 

diminuição das porcentagens destas subpopulações, tanto nas hemoculturas de pacientes 

quanto nas dos controles, sem diferenças significantes entre estes dois grupos. A 

ativação com LPS induziu a expressão de TNF e IL-10 nos monócitos CD14
+
, não 

sendo atestadas diferenças significantes entre pacientes e controles. No entanto, a 

secreção de TNF, mas não de IL-10, nas hemoculturas dos pacientes foi mais elevada do 

que nas hemoculturas dos controles, especialmente após ativação com LPS ou Ag. As 

concentrações de TNF e IL-10 foram positivamente correlacionadas nas hemoculturas 

dos controles ativadas com LPS, Pam3Cys ou Ag. Nas hemoculturas dos pacientes, no 

entanto, a ativação com LPS ou Ag não levou a uma produção de TNF e IL-10 

positivamente correlacionadas. A elevada produção de TNF foi associada a um maior 

número de lesões dos pacientes. Os resultados sugerem que alterações sistêmicas nas 

subpopulações de monócitos e um desequilíbrio na produção de citocinas pro- e 

antiinflamatória estão associados a uma maior gravidade da LCL. 

 

INTRODUÇÃO 

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

parasitária, causada por protozoários do gênero Leishmania, sendo Leishmania 

(Viannia) braziliensis a espécie mais prevalente no Brasil. As características do parasito 

e da resposta imune do hospedeiro definem as várias manisfestações clínicas da 

infecção, que variam desde infecções assintomáticas, lesões cutâneas localizadas ou 

disseminadas até o acometimento de mucosa nasal ou orofaríngea (Convit et al. 1993, 

Gontijo & Carvalho 2003). 

Na Leishmaniose cutânea localizada (LCL) os pacientes apresentam resposta 

imune celular à Leishmania, bem como resposta imune humoral (Convit et al. 1993). A 
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predominância de citocinas Th1 (linfócitos T auxiliares 1, citocina: interferon gama ou 

IFN) sobre Th2 (linfócitos T auxiliares 2, citocina: interleucina 4 ou IL-4) parece ser o 

perfil mais comumente encontrado nas lesões (Cáceres-Dittmar et al. 1993, Pirmez et al. 

1993, Silveira et al. 2004). Citocinas do tipo Th1 são necessárias para a ativação dos 

macrófagos e eliminação dos parasitos, enquanto citocinas Th2 são inibidoras dos 

macrófagos, contribuindo para a multiplicação dos parasitos (Reithinger et al. 2007). O 

aumento da produção de IFN e a diminuição do fator de necrose tumoral (TNF) e das 

citocinas reguladoras interleucina 10 (IL-10) e IL-4 parecem ser necessários para a 

obtenção da cura clínica da LCL (Ribeiro-de-Jesus et al. 1998, Castellano et al. 2010). 

Recentemente, foi relatada uma associação entre os níveis de TNF, em culturas de 

células mononucleares incubadas com antígeno de Leishmania, e a gravidade da LTA 

na sua forma LCL (Oliveira et al. 2011). 

A maioria dos dados sobre a imunidade e a imunopatogênese da LTA vêm de 

estudos da resposta imune adquirida, havendo muito ainda a ser esclarecido sobre a 

imunidade natural, especialmente sobre os monócitos, os precursores dos macrófagos, 

que são as células hospedeiras do parasito Leishmania. Os monócitos são produzidos na 

medula óssea, circulam no sangue e migram para os tecidos, onde se convertem em 

macrófagos ou células dendríticas, podendo influenciar diretamente a resposta imune ou 

a patogênese das doenças (Auffray et al. 2008,  Serbina et al. 2008). Recentemente, foi 

estabelecido que, em condições fisiológicas, podem ser detectadas três subpopulações 

de monócitos no sangue periférico humano: os clássicos (CD14
hi

CD16
-
, cerca de 90% 

dos monócitos), os intermediários (CD14
hi

CD16
+
) e os não clássicos (CD14

lo
CD16

+
) 

(Van de Veerdonk & Netea 2010, Ziegler-Heitbrock et al. 2010). Estas subpopulações 

representam diferentes estágios de maturação dos monócitos, sendo os clássicos os mais 

imaturos e os não clássicos, os mais maduros (Wong et al. 2011, Zawada et al. 2011). 

As diferentes supopulações de monócitos diferem quanto à expressão de receptores para 

citocinas, quimiocinas e antígenos, quanto a moléculas de adesão e receptores acoplados 

a proteína G. Estas células podem responder diferencialmente a produtos bacterianos e 

virais, via diferentes receptores similares a Toll (TLRs), para a produção de citocinas 

pró- e antiinflamatórias (Cros et al. 2010, Wong et al. 2011, Zawada et al. 2011). 

Embora não haja um consenso em relação à produção de citocinas pelas diferentes 

subpopulações de monócitos (Belge et al. 2002, Skrzecynska-Moncznik et al. 2010, 

Cros et al. 2010, Smedman et al. 2011, Wong et al. 2011) parece que os monócitos não 
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clássicos são os maiores produtores de TNF, enquanto os clássicos seriam os que 

produzem maiores quantidades de IL-10, após estimulação com LPS (Belge et al. 2002, 

Wong et al. 2011). Um desequilíbrio nas proporções destas diferentes subpopulações de 

monócitos pode ser a causa da eliminação ou da progressão de doenças. 

Em algumas infecções foi demonstrada a alteração das subpopulações dos 

monócitos, associando as alterações das frequências das diferentes subpopulações com 

formas mais brandas ou mais graves das doenças. A subpopulação de monócitos 

intermediários CD14
hi

CD16
+
 é associada ao aumento da gravidade da infecção pelo 

vírus da imunodeficiência humana (Han et al. 2009) e na forma clássica de dengue esta 

subpopulação de monócitos está aumentada (Azeredo et al. 2010). Em pacientes 

infectados com Mycobacterium tuberculosis há aumento dos monócitos intermediários e 

não clássicos (Castaño et al. 2011). Diferenças nas proporções e funções das 

subpopulações de monócitos intermediários e não clássicos também tem sido descritas 

nas diferentes formas clínicas da malária (Ogonda et al. 2010). Na LCL, foi 

demonstrado que os pacientes apresentam um elevado número de monócitos CD16
+
 e 

uma maior intensidade de expressão do CD16 nestes monócitos, quando comparados 

com controles sadios, sugerindo uma associação entre aumento de monócitos CD16
+
 e a 

gravidade da doença (Soares et al. 2006). No entanto, em um caso de leishmaniose 

cutânea difusa (causada por L. (L.) amazonensis), o tratamento do paciente com BCG 

(Bacilo Calmette Guérin) e Leishvacin® aumentou a frequência de monócitos não 

clássicos CD14
lo

CD16
+
, associada com a melhora clínica (Pereira et al. 2009). Uma 

investigação sobre a distribuição das diferentes subpopulações de monócitos na LCL 

pode auxiliar na elucidação da participação dos monócitos na imunopatogenia ou no 

controle da infecção por Leishmania.  

O objetivo do presente estudo foi avaliar as proporções de subpopulações de 

monócitos, bem como o equilíbrio entre as citocinas pro-inflamatória TNF e 

antiinflamatória IL-10 na LCL. Os monócitos são muitos sensíveis a estímulos, podendo 

apresentar alterações funcionais quando técnicas de purificação são utilizadas, portanto, 

neste estudo, o ensaio de hemocultura foi escolhido por permitir a avaliação dos 

monócitos do sangue sob mínimas condições de alteração de suas funções (Damsgaard 

et al. 2009). Para o nosso conhecimento, este é o primeiro estudo de análise de citocinas 

em hemoculturas de pacientes com LTA. 
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PACIENTES E MÉTODOS 

Pacientes e controles: Todos os procedimentos do presente trabalho foram 

aprovados pelo Comitê de Ética da Universidade Federal de Goiás (protocolo 164/08), 

sendo que pacientes e doadores sadios leram e assinaram o Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido antes de participarem da pesquisa. Foram incluídos 32 pacientes 

diagnosticados com LCL, bem como 32 controles sadios, pareados por gênero e idade 

(26 homens e seis mulheres, com idade entre 18 e 65 anos). Devido a algumas perdas de 

resultados por falhas técnicas, o número de amostras (n) varia nos resultados dos 

diferentes experimentos. O diagnóstico foi baseado nos dados epidemiológicos e exame 

clínico, associados com a positividade de um dos exames laboratoriais: 

intradermorreação de Montenegro (IRM), análise histopatológica, com detecção de 

formas amastigotas confirmadas por imunoistoquímica, e reação de imunofluorescência 

indireta. Para a caracterização molecular do subgênero de Leishmania nos fragmentos 

de biópsias das lesões, foi utilizada a reação da polimerase em cadeia (PCR_RFLP), de 

acordo com Passos et al. (1996) e Volpini et al. (2004). Foram excluídos pacientes com 

idade inferior a 18 anos ou superior a 65 anos, ou aqueles com história de uso da 

medicação específica nos últimos três meses. Os pacientes foram atendidos no 

ambulatório de Endemias do HDT/Hospital Anuar Auad, Centro de referência de 

leishmanioses no Estado de Goiás, para diagnóstico clínico, obtenção da biópsia e 

sangue, tratamento e acompanhamento. Os controles sadios foram recrutados no Banco 

de Sangue do Instituto Goiano de Oncologia e Hematologia (INGOH). Após o 

diagnóstico, os pacientes foram tratados, sendo o fármaco de primeira escolha, o 

antimonial pentavalente (antimoniato de N-metil glucamina, Glucantime, Aventis, SP, 

Brazil; 20 mg/kg/dia/30 dias) e de segunda escolha, a anfotericina B (Anforicin B, 

Cristália, SP, Brazil; dose total de 1.500 a 2.000 mg) e seguidos por até 12 meses.   

Amostras de sangue periférico: Para obtenção de soro foram colhidos 4 mL de 

sangue periférico e para realizar a hemocultura foram também colhidos 4 mL do sangue 

periférico dos pacientes e dos indivíduos sadios, em tubos vacutainer (BD 

Vacutainer
TM

, Juiz de Fora, MG, Brasil) sem ou com solução de heparina como 

anticoagulante. O sangue dos pacientes foi colhido após a confirmação do diagnóstico. 

Os leucócitos totais e monócitos foram quantificados usando solução de lise de 

hemácias (líquido de Turk) e contagem em hematocitômetro, sendo os resultados 

expressos em células/mm
3
.  
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Obtenção dos antígenos de L. (V.) braziliensis: Após cultivo do isolado de L. 

(V.) braziliensis IMG3 (Leishbank, Banco de leishmanias da região Centro-Oeste, 

IPTSP/UFG), por seis dias em meio Grace completo (Grace’s Insect Medium, Sigma 

Chemical Co, St Louis, MD, EUA), suplementado com 20% de Soro Fetal Bovino 

(SBF, Cripion, Andradina,SP,Brasil), 2 mM de L-Glutamina (Sigma), 11 mM de 

bicarbonato de Sodio (Merck), 100U/mL de penicilina (Sigma) e 100 μg/mL de 

estreptomicina (Sigma), os parasitos foram lavados em solução salina três vezes, 

centrifugando a 100g por 15 min, a 10
o
C. O sedimento foi ressuspendido em salina 

(NaCl 0,85%), adicionado de inibidores de proteases (Coquetel de inibidores, Sigma) e 

então os parasitos foram lisados por dez ciclos de congelamento (nitrogênio líquido) e 

descongelamento (banho-maria a 37
o
C). A quantidade de proteínas foi dosada usando o 

BCA
TM

 protein assay kit (Pierce, Rockford, IL, EUA), de acordo com as instruções do 

fabricante. 

Hemoculturas: O sangue de pacientes e controles foi diluído (v/v) em meio 

RPMI 1640 (Sigma), suplementado com 2 mM de L-Glutamina (Sigma), 11 mM de 

bicarbonato de Sodio (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, BR), 100 U/mL de penicilina (Sigma) 

e 100 μg/mL de estreptomicina (Sigma), para um volume final de 700 µL, em tubos de 

fundo cônico de 2 mL (Axygen, Union City, CA, EUA). Os tubos foram incubados, 

fechados, por 6 h ou 24 h (37ºC, sob agitação) na ausência (Meio) ou presença de 

antígeno de leishmania (IMG3 – 50 µg/mL), agonista de TLR4 (LPS, E. coli 0111:B4, 

Sigma – 100 ng/mL) ou de TLR2 (Pam3Cys SKKKK, EMC, Tübingen, Alemanha – 

100 ng/mL). Stop Golgi (BD Pharmingen, San Jose, CA, EUA)  adicionados no início 

de culturas de 6 h, para análise das citocinas intracelulares.  

Análises dos monócitos por citometria: O sangue do paciente e seu respectivo 

controle, antes e após incubação na ausência ou presença de LPS, foi incubado na 

ausência ou presença de anticorpos monoclonais anti-CD14 (APC, clone M5E2, 

BioLegend, San Diego, CA, EUA) e anti-CD16 (PE/Cy5, clone 3G8, BioLegend) e seus 

respectivos isótipos controles, por 15 minutos. Os anticorpos anti-CD16 são do clone 

3G8, para facilitar a exclusão de neutrófilos CD16
+
 (Heimbeck et al., 2010). Em 

seguida, os eritrócitos foram lisados com 2 mL de solução de lise (BioLegend) por 15 

minutos. As células foram lavadas com PBS (500 g, 5 min, 4°C), fixadas com solução 

de paraformaldeído 4% e posteriormente, permeabilizadas com solução de saponina a 

0,3%. A marcação intracelular foi realizada utilizando anti-TNF (FITC, clone MAb11, 
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BioLegend) e anti IL-10 (PE, clone: JES3-19F1, BD Pharmingen, San Jose, CA, EUA) 

por 30 minutos. Após este período as células foram lavadas e ressuspendidas em 

solução de paraformaldeído 1%. A aquisição foi realizada em citômetro FACS 

CALIBUR (BD). Foram adquiridos 50.000 eventos totais e 10.000 eventos da 

população CD14
+
. A análise dos dados foi realizada pelo programa FSC versão 4 (DNS, 

Los Angeles, CA, EUA). 

Dosagens de TNF e IL-10 por ensaio imunoenzimatico (ELISA): 

Microplacas para ELISA foram sensibilizadas com o anticorpo monoclonal de cobertura 

anti-TNF (hibridoma B154.7) ou anti-IL10 (JES-9D7). Os hibridomas foram 

gentilmente cedidos pelo Dr. Giorgio Trinchieri (National Cancer Institute, Maryland, 

EUA). As placas foram bloqueadas com PBS - 3% de SFB e em seguida, incubadas 

com os sobrenadantes das hemoculturas. O segundo anticorpo-biotinilado (anti-TNF, 

hibridoma B154.9 ou anti-IL-10, JES-12G8), seguido do conjugado estreptoavidina-

peroxidase (Sigma) foi adiconado, sendo a reação revelada com solução substrato OPD 

(Sigma) e peróxido de hidrogênio, diluídos em tampão citrato-fosfato. A reação foi 

finalizada com solução de ácido sulfúrico 2N e a densidade óptica (DO) foi obtida em 

um leitor de microplacas (Multskam, Thermo Labsistems), utilizando os filtros de 492 

nm e referência 620 nm. As concentrações do TNF e IL-10 foram determinadas de 

acordo com as curvas padrões preparadas com as citocinas recombinantes (R&D 

System, Mineápolis, MN, EUA), com o limite de detecção de 50 pg/mL e 15 pg/mL, 

respectivamente.  

Análises estatísticas: Os dados são apresentados como valores individuais, 

medianas e interquartis [25 - 75%], utilizando testes não paramétricos para análises 

(Mann Whitney para amostras não pareadas e Wilcoxon para amostras pareadas; teste 

de correlação de Spearman). As análises foram realizadas utilizando o GraphPad Prism 

5.0 Software Inc. (San Diego, CA, EUA). As diferenças foram consideradas 

significantes quando p < 0,05.  
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RESULTADOS 

As porcentagens das subpopulações de monócitos CD16+ estão elevadas na LCL 

Foram analisados 32 pacientes com LCL, pareados por gênero e idade com 

controles sadios. Como mostrado na Tabela 1, uma elevada heterogeneidade nos dados 

dos pacientes foi observada. Os pacientes apresentavam de uma a 14 lesões (mediana: 

2), com tempo de evolução variando de 0,5 a 24 meses (mediana: 4 meses). Os 

pacientes relataram ter contraído a doença nos estados das regiões Norte (n = 9), 

Nordeste (n = 3) e Centro-Oeste (n = 20). De 32 amostras obtidas por biópsia, 25 foram 

processadas para avaliação do subgênero de Leishmania, sendo 19 caracterizadas como 

L. (Viannia) sp. Vinte pacientes foram tratados, dos quais 15 apresentaram cura clínica 

após seguimento por três ou seis ou doze meses. Dos cinco que não mostraram cura 

clínica, um interrompeu o tratamento, dois apresentaram melhora clínica acentuada, mas 

não retornaram para controle e em dois houve necessidade de novo tratamento. Doze 

pacientes não retornaram para tratamento após o diagnóstico. As medianas dos números 

de leucócitos e monócitos no sangue periférico de pacientes e controles não foram 

estatisticamente diferentes (Tabela 1). 

Tabela 1. Dados dos pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana e controlesa 

 Pacientes Controles 

Número 32 32 

Gênero
b
 26 M; 6 F 26 M; 6 F 

Idade
c
 34 (22 - 47)

d
 31,5 (23,8 - 42,5) 

Númerode lesões 2 (1 - 4,8) - 

Tempodas lesões
e
 4 (1,6 - 6,8) - 

Leucócitos/mm
3
 8.900(6.300-11.000) 

11.000)
f
 

8.700(7.100-11.000) 

11.000) Monócitos/mm
3
 453 (356 - 620) 510 (342 - 624) 

a
Pacientes com Leishmaniose cutânea localizada; 

b
M: masculino; F: feminino; 

c
Anos; 

d
Mediana e interquartis; 

e
Meses. 

f
Leucócitos e monócitos determinados por contagem 

em hematocitômetro (análises em 23 pacientes e 22 controles). 

 

Para analisar possíveis alterações das proporções das subpopulações de 

monócitos no sangue periférico dos pacientes com LCL, inicialmente, os monócitos do 

sangue recém-colhido foram avaliados de acordo com tamanho (FSC-H) e 
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granulosidade (SSC-H), como pode ser observado na Figura 1A. Os monócitos estavam 

marcados por anticorpos anti-CD14 e anti-CD16. O anticorpo anti-CD16 utilizado 

marca os neutrófilos mais fortemente do que os monócitos, facilitando a eliminação de 

neutrófilos CD16
+
 da análise dos monócitos (Fig. 1B). As subpopulações de monócitos 

CD14
+
CD16

-
 e CD14

+
CD16

+
 (Fig. 1C) foram então avaliadas no sangue dos pacientes 

com LCL, tendo sido demonstrado que a porcentagem dos monócitos expressando 

CD16 está significantemente aumentada nestes pacientes quando comparada à de 

indivíduos sadios (7,1% [4,5% - 13,9%] vs 4,6% [2,5% - 8,2%], n = 24, p < 0,05, Fig. 

1E).  

A população de monócitos foi posteriormente avaliada para as três 

subpopulações de monócitos presentes no sangue, CD14
hi

CD16
-
, CD14

hi
CD16

+
 e 

CD14
lo

CD16
+
 (os clássicos, intermediários e não clássicos, respectivamente, Fig. 1D). 

Nos pacientes, a porcentagem da subpopulação de monócitos intermediários 

CD14
hi

CD16
+
 mostrou-se significantemente aumentada, quando comparada com aquela 

de indivíduos sadios (3,3% [2,2% - 5,8%] vs 2,2% [1,1% - 3,6%], n = 21, p < 0,05, Fig. 

1F). A subpopulação CD14
lo

CD16
+
 também estava com porcentagem aumentada, 

porém não foi atestada diferença significante entre pacientes e controles (4,3% [2,2% - 

7,4%] vs 2,5% [1,2% - 3,4%], n = 21, p = 0,10, Fig. 1F). 
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Figura 1. A porcentagem de monócitos CD14
+
CD16

+
 está aumentada em pacientes 

com Leishmaniose Cutânea Localizada. Sangue periférico recém-colhido de 

pacientes (P) e controles sadios (C) foi tratado com anticorpos anti-CD14 e anti-

CD16 e as subpopulações de monócitos foram avaliadas por citometria de fluxo. 

Em A, B, C e D são apresentadas as estratégias de análises dos monócitos.   Em   E 

(n = 24) e F (n = 21) são apresentados os resultados individuais e as medianas 

(linhas horizontais). *p < 0,05 (P x C). 

Considerando somente os monócitos adquiridos como CD14
+
 (Fig. 2A), o 

aumento significante na subpopulação CD16
+
 no grupo de pacientes foi confirmado 

(8,6% [6,2 - 15,8%] vs 5,8% [5,0 - 9,3%]; p < 0,05; n = 24; Fig. 2B, 2D), o qual foi um 

reflexo do aumento das porcentagens das subpopulações CD14
hi

CD16
+
 (4,4% [2,8 - 

6,0%] vs 2,9% [2,0 - 4,8%], p  = 0,06; n = 24; Fig. 2C, 2E) e CD14
lo

CD16
+
 (4,5% [3,2 - 

8,4%] vs 3,0% [2,2 - 4,0%], p < 0,05; n = 24; Fig. 2C, 2E). 
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Figura 2. Porcentagens de monócitos intermediários (CD14
hi

CD16
+
) e não clássicos 

(CD14
lo
CD16

+
) aumentam no sangue de pacientes com Leishmaniose Cutânea Localizada. 

Sangue periférico de pacientes (P) e controles sadios (C) foi tratado com anticorpos anti-

CD14 e anti-CD16. Os monócitos CD14
+
 foram adquiridos (10.000 eventos; A) e avaliados 

para a expressão de CD16 (B), bem como para as subpopulações de monócitos (C). Em D e 

E são apresentados os resultados individuais (n = 24) e as medianas (linhas horizontais). 

*p < 0,05 (P x C; CD14
+
CD16

+
, D; e CD14

lo
CD16

+
, E); p = 0,06 (P x C, CD14

hi
CD16

+
, E). 
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Ativação das hemoculturas com LPS altera as frequências das subpopulações de 

monócitos e induz produção de TNF e IL-10 tanto nos pacientes com LCL quanto 

nos controles 

A hemocultura tem sido usada para avaliar a produção de citocina por monócitos 

(Damsgaard et al. 2009). No presente trabalho, as hemoculturas foram ativadas com 

LPS e as citocinas intracelulares foram avaliadas por citometria de fluxo, para verificar 

se os monócitos estavam produzindo as citocinas. No entanto, a ativação de monócitos 

pode modular a expressão das moléculas CD14 e CD16 (Belge et al. 2002, Skinner et al. 

2005). Assim, para avaliar se a ativação dos monócitos alteraria as porcentagens das 

subpopulações de monócitos nas hemoculturas, o sangue periférico de pacientes e 

controles foi cultivado na ausência ou presença de LPS durante 6 h e as alterações das 

subpopulações de monócitos foram avaliadas na população CD14
+
. As análises de 

citometria das hemoculturas de 20 h não foram realizadas, uma vez que as 

características celulares não foram bem preservadas após este longo período de 

incubação, dificultando a identificação das células. Portanto, todas as análises de 

citometria das hemoculturas somente foram realizadas após 6 h de incubação. Como 

pode ser observado na Figura 3, as subpopulações de monócitos CD16
+
 diminuem após 

ativação com LPS, tanto nos pacientes com LCL quanto nos controles. A diminuição na 

porcentagem de células totais CD14
+
CD16

+
 nas culturas dos pacientes e controles 

(Meio vs LPS: 13,6% [5,9 - 19,5%] vs 6,2% [2,2 - 13,0%], pacientes, Fig. 3A; 9,5% [5,8 

- 19,0%] vs 4,8% [3,4 - 12,0%], controles, Fig. 3B; p < 0,05) foi um reflexo da 

diminuição das porcentagens das subpopulações CD14
hi

CD16
+
 (p < 0,05; Fig. 3E e 3F) 

e CD14
lo

CD16
+
 (p < 0,05; Fig. 3G e 3H). Concomitante à diminuição das 

subpopulações de monócitos CD16
+
 houve um aumento da porcentagem de células com 

baixa expressão de CD14 e sem expressão de CD16, tanto nas culturas dos pacientes 

quanto nas dos controles (Meio vs LPS: 12,0% [7,6 - 24,9%] vs 26,4% 17,6 - 38,8%], 

pacientes; 11,0% 6,4 - 15,8%] vs 20,6% [10,8 - 33,8%], controles; p < 0,05; Fig. 3I e 

3J). Não foram atestadas diferenças entre as porcentagens das diferentes subpopulações 

de pacientes e controles, nas hemoculturas estimuladas ou não com LPS.  
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Figura 3. Alterações nas porcentagens das subpopulações de monócitos após ativação com 

LPS. Sangue periférico de pacientes com leishmaniose cutânea e de controles foi cultivado 

na ausência (Meio) ou na presença de LPS, por 6 h, a 37
o
C. Após, o sangue foi tratado com 

anticorpos anti-CD14 e anti-CD16, para análise por citometria de fluxo. São apresentados 

os valores individuais (n = 22 - 27) e as medianas (linhas horizontais). *p < 0,05. A e B: % 

monócitos CD14
+
CD16

+
; C e D: % monócitos CD14

hi
CD16

-
; E e F: % monócitos 

CD14
hi

CD16
+
; G e H: % monócitos CD14

lo
CD16

+
; I e J: % monócitos CD14

lo
CD16

-
. Preto: 

Pacientes (A, C, E, G, I); Vermelho: Controles (B, D, F, H, J). 
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Como a ativação das hemoculturas alterou as porcentagens das subpopulações 

de monócitos avaliadas pelos marcadores CD14 e CD16, experimentos para checar 

quais subpopulações de monócitos estavam produzindo as citocinas TNF e IL-10, após 

ativação não foram possíveis de serem realizados. Assim, para avaliar a produção de 

citocinas, hemoculturas de pacientes e controles foram incubadas com LPS por 6 h e as 

citocinas TNF e IL-10 intracelulares foram avaliadas por citometria de fluxo somente 

nos monócitos CD14
+
. A Figura 4 representa a estratégia de análise das citocinas na 

janela de monócitos CD14
+
 (Fig. 4A) que haviam sido cultivados na ausência de 

estímulo (Meio, Fig. 4B, à esquerda) ou presença de LPS (LPS, Fig. 4B, à direita), para 

avaliação de TNF (eixo Y acima, Fig. 4B) e IL-10 (eixo Y abaixo, Fig. 4B).  

 

 

Figura 4. Análise da expressão intracelular de TNF e IL-10 em monócitos CD14
+
 de 

hemoculturas estimuladas com LPS. Após cultivo por 6 h, na ausência (Meio) ou presença 

de LPS, células de pacientes e controles foram marcadas com anticorpos anti-CD14, anti-

TNF e anti-IL-10, para análises por citometria de fluxo. Em A, seleção da janela dos 

monócitos CD14
+
. Em B, hemoculturas sem estímulo (Meio, à esquerda) ou com LPS 

(LPS, à direita); eixo Y acima monócitos expressando TNF; eixo Y abaixo: monócitos 

expressando IL-10; eixo X: monócitos expressando CD14. 

 

Como pode ser observado na Figura 5, a ativação das hemoculturas, por 6 h com 

LPS, induziu significante expressão de TNF em monócitos CD14
+
 de pacientes com 

LCL ou controles (Meio vs LPS: 2,0% [0,8 -3,8%] vs 18,2% [7,2 - 32,6%], pacientes, 

Fig. 5A; 1,4% [0,7 - 2,1%] vs 10,9% [3,6 - 28,7%], controles, Fig. 5B; p < 0,05). 

Embora poucas células apresentassem IL-10, a expressão de IL-10 também foi 
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aumentada significantemente pelo LPS em pacientes e controles (Meio vs LPS: 2,1% 

[0,7 - 3,4%] vs 2,9% [0,8 - 8,1%], pacientes, Fig. 5C; 1,0% [0,5 - 2,5%] vs 2,3% [0,8 - 

6,5%], controles, Fig. 5D; p < 0,05). Comparando as porcentagens das populações de 

monócitos CD14
+
TNF

+
 e CD14

+
IL-10

+
 não foram atestadas diferenças estatisticamente 

significativas entre pacientes e controles.  A frequência de células expressando IL-10 foi 

baixa, como esperado, porque as células foram ativadas por apenas 6 h e a IL-10 é uma 

citocina produzida tardiamente após ativação. No entanto, pode ser assumido que há 

uma produção precoce de IL-10 que pode ser detectada já com 6 h de estimulação. A 

análise das populações duplamente positivas, expressando TNF e IL-10 após ativação 

com LPS, e daquelas que só expressam TNF ou IL-10 mostrou que a maior 

porcentagem é a de células TNF
+
, seguida de células duplo-positivas (TNF

+
IL-10

+
) e 

uma pequena frequência de células unicamente IL-10
+
 (Fig. 5E), sem diferenças 

significantes entre os grupos de pacientes e controles. 
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Figura 5. Monócitos CD14
+
 expressam TNF e IL-10 após ativação com LPS: similares 

resultados em pacientes com leishmaniose cutânea localizada (P) e indivíduos controles 

(C). Sangue periférico foi cultivado na ausência (Meio) ou presença de LPS, por 6 h. As 

células foram tratadas com anticorpos anti-CD14, anti-TNF e anti-IL-10 e analisadas para 

a expressão de TNF (A, B) ou IL-10 (C, D), por citometria de fluxo. Em A, B, C, D e E: são 

apresentados os valores individuais (n = 27 - 28) e as medianas (linhas horizontais). Em E, 

as análises para a dupla marcação para TNF e IL-10 nos monócitos CD14
+
. *p < 0,05. 
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Desequilíbrio na produção de TNF e IL-10 em hemoculturas de pacientes com 

LCL após ativação com agonistas de TLR e antígenos de Leishmania (V.) 

braziliensis: associação com a gravidade da LCL 

Além de possíveis alterações nas porcentagens das subpopulações de monócitos 

do sangue de pacientes com LCL, a secreção de citocinas pró (TNF) ou 

antiinflamatórias (IL-10) poderiam estar desequilibradas. O sangue periférico foi 

cultivado na ausência (Meio) ou presença de agonistas de TLR4 (LPS) ou TLR2 

(Pam3Cys), bem como com antígenos de L. (V.) braziliensis (Ag). Após 6 h, o TNF foi 

mensurado nos sobrenadantes das culturas e a IL-10, após 20 h. Houve liberação de 

TNF e de IL-10 nas hemoculturas, na ausência de qualquer estímulo, sendo as 

concentrações de TNF significantemente mais elevadas nas hemoculturas de pacientes 

do que dos controles (p < 0,05, Fig. 6A, 6B, 6C). Após ativação com LPS, Pam3Cys ou 

Ag, houve significante aumento na produção de TNF, tanto nas hemoculturas de 

pacientes com LCL quanto no grupo controle (p < 0,05, Fig. 6A, 6B, 6C). As 

concentrações de TNF, após ativação com LPS ou Ag, foram significantemente maiores 

nas hemoculturas dos pacientes com LCL do que nas dos controles (Pacientes vs 

controles -LPS: 1.794,0 [1.315,0 - 3.326,0] pg/mL vs 1.327,0 [977,7 - 2.252,0] pg/mL, p 

< 0,05, Fig. 6A; Ag: 1.378,0 [538,5 - 1.905,0] pg/mL vs 661,5 [333,0 - 1.191,0] pg/mL, 

p < 0,05, Fig. 6C). Com o Pam3Cys houve uma tendência de mais elevada concentração 

de TNF nas hemoculturas dos pacientes do que nas dos controles (Pacientes vs 

controles: 925,0 [425,5 - 2.406,0] pg/mL vs 622,0 [376,0 - 837,0] pg/mL, p = 0,06, Fig. 

6B).  

Nas hemoculturas de pacientes e controles com LCL, os agonistas de TLR4 e 

TLR2 induziram significante aumento na produção de IL-10 (p < 0,05, Fig. 6D, 6E), 

mas o Ag somente aumentou a produção de IL-10 nas hemoculturas dos controles (p < 

0,05, Fig. 6F). Não foram atestadas diferenças significantes entre as concentrações de 

IL-10 quando comparados os grupos de pacientes com LCL e de controles (Fig. 6D, 6E, 

6F). 
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Figura 6. Elevada produção de TNF em hemoculturas de pacientes com leishmaniose 

cutânea localizada, antes e após ativação via TLR4 ou TLR2 ou com antígeno de L. (V.) 

braziliensis. Sangue de pacientes e de controles foi cultivado na ausência (Meio) ou 

presença de agonistas de TLR4 (LPS, A, D) ou TLR2, Pam3Cys (Pam, B, E), ou de 

antígeno de L. (V.) braziliensis (Ag, C, F). Após 6 h ou 24 h de incubação, respectivamente, 

as concentrações de TNF e de IL-10 foram mensuradas nos sobrenadantes das culturas, 

usando ensaio imunoenzimático. São apresentados os valores individuais (n = 26 - 29) e as 

medianas (linhas horizontais). *p < 0,05 (meio vs estímulo). #p < 0,05 (pacientes vs 

controles). Preto: Pacientes; Vermelho: Controles. 
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A mais elevada produção de TNF e similar produção de IL-10 nas hemoculturas 

dos pacientes, em relação às dos controles, sugeriu um desequilíbrio na produção destas 

citocinas. Assim, foi avaliado se as concentrações de TNF e IL-10 estavam associadas, 

após os diferentes estímulos das hemoculturas, mostrando um equilíbrio ou não entre 

fatores pro- e antiinflamatórios nas hemoculturas. Como pode ser visto na Figura 7, em 

hemoculturas de pacientes ativadas com LPS ou Ag não foi detectada uma correlação 

entre concentrações de TNF e IL-10 (Fig. 7A e 7C), mas com o estímulo via TLR2, 

houve uma moderada correlação positiva (r = 0,48, p < 0,05, Fig. 7B).  

Nas hemoculturas dos controles, houve uma correlação positiva entre as 

concentrações de TNF e IL-10 após ativação com LPS (r = 0,43, p < 0,05, Fig. 7D), 

Pam3Cys (r = 0,38, p = 0,05, Fig. 7E) ou com Ag (r = 0,49, p < 0,05, Fig. 7F).  
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Figura 7: Correlação entre as concentrações de TNF e IL-10 secretados nas hemoculturas 

de pacientes com leishmaniose cutânea localizada e de indivíduos sadios. As hemoculturas 

foram tratadas com LPS (A, D), Pam3Cys (B, E) ou antígeno (Ag) de L. (V.) braziliensis (C, 

F), sendo o TNF (6 h) e a IL-10 (24 h) mensurados nos sobrenadantes, usando ELISA. São 

apresentados os dados individuais dos pacientes (A, B, C) e dos controles (D, E, F). Preto: 

Pacientes; Vermelho: Controles. 
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Para avaliar se o desequilíbrio entre citocinas pro- e antiinflamatória, 

favorecendo um perfil mais inflamatório estava associado à gravidade da LCL, foram 

realizados testes de correlação entre as concentrações de TNF ou IL-10 nos soros e 

hemoculturas dos pacientes e o número de lesões cutâneas apresentadas pelos pacientes. 

Como pode ser observado na Figura 8, quanto maior o número de lesões cutâneas 

maiores as concentrações de TNF no soro (r = 0,41, p < 0,05, Fig. 8A) e nas culturas 

ativadas via TLR4 (LPS; r = 0,58; p < 0,05, Fig. 8C), TLR2 (Pam3Cys; r = 0,45; p < 

0,05, Fig. 8D) ou com antígeno de L. (V.) braziliensis (Ag; r = 0,46; p < 0,05, Fig. 8E). 

Por outro lado, para IL-10 somente foi observada uma tendência a correlação positiva 

quando as hemoculturas foram ativadas com LPS (Fig. 8H, p = 0,10). 
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Figura 8. Correlação positiva entre o número de lesões e as concentrações de TNF nos 

soros e hemoculturas de pacientes com leishmaniose cutânea localizada. As concentrações 

de TNF (A, B, C, D, E) e de IL-10 (F, G, H, I, J) foram dosadas nos soros (A, F) e nos 

sobrenadantes das hemoculturas na ausência de estímulo (Meio, B, G) ou presença de LPS 

(C, H), Pam3Cys (D, I) ou antígeno (E, J), usando ELISA. Os resultados (pg/mL) foram 

correlacionados com o número de lesões detectadas nos pacientes ao diagnóstico.  
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DISCUSSÃO 

No presente trabalho, foi demonstrado que as subpopulações de monócitos 

CD16
+
 estão aumentadas no sangue periférico de pacientes com LCL. Tanto a 

subpopulação de monócitos intermediários (CD14
hi

CD16
+
) quanto a de monócitos não 

clássicos (CD14
lo

CD16
+
) apresentam-se elevadas. Os dados obtidos estão de acordo 

com aqueles previamente publicados por Soares et al. (2006), embora estes autores 

tenham avaliado somente a população total CD14
+
CD16

+
, que mostrou-se elevada nos 

pacientes, e não as três subpopulações de monócitos. O presente trabalho é o primeiro a 

avaliar as três subpopulações de monócitos do sangue periférico de pacientes com LCL. 

O aumento das subpopulações de monócitos não clássicos e intermediários pode 

causar um desequilíbrio na produção de citocinas pro- e antiinflamatórias no sangue dos 

pacientes com LCL. Tal desequilíbrio pode resultar no aumento da gravidade da 

leishmaniose, uma vez que o desenvolvimento das lesões depende da resposta imune do 

hospedeiro, ou ainda, do controle ou não da infecção. No presente trabalho, em uma 

tentativa de avaliar a produção de citocinas pelos monócitos em hemoculturas, sangue 

periférico de pacientes e controles foi incubado com LPS (agonista de TLR4) para a 

análise das células produtoras de TNF e IL-10, usando citometria de fluxo para análise 

de citocinas intracelulares.  No entanto, foi observado que após incubação com LPS, as 

porcentagens de células expressando CD14 e CD16 foram alteradas. Houve uma 

diminuição nas porcentagens de monócitos não clássicos e intermediários, bem como 

um aumento da frequência de células com baixa expressão de CD14 e ausência de 

CD16, sugerindo a diminuição da expressão de CD14 e CD16 após cultivo na presença 

de LPS. Estas alterações estão de acordo com aquelas descritas por Belge et al. (2002) e 

Skinner et al. (2005) que também avaliaram subpopulações de monócitos em 

hemoculturas ativadas com LPS. As alterações não permitiram a identificação das 

subpopulações de monócitos quanto à produção de citocinas ao final do período de 

incubação das hemoculturas. Portanto, uma análise dos monócitos CD14
+
 totais foi 

realizada, a qual mostrou que o LPS induziu a expressão de TNF e IL-10 nos 

monócitos, porém sem diferenças estatisticamente significativas entre pacientes e 

controles. Após 6 h de incubação com LPS, a maioria das células expressava somente 

TNF, seguida por monócitos expressando tanto TNF quanto IL-10 e uma menor 

proporção de células unicamente IL-10
+
. Tal perfil se deve ao fato do curto período de 

incubação (6 h), que permite uma melhor detecção de TNF e não de IL-10. A produção 
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de IL-10 é mais tardia do que a de TNF, mostrando-se elevada após 20 h de cultivo, 

porém as hemoculturas com 24 h de cultivo apresentaram alterações de granulosidade 

celular, havendo mistura de polimorfonucleares com monócitos, dificultando as análises 

por citometria. Apesar do pouco tempo de incubação foi possível detectar que boa parte 

dos monócitos já expressa TNF e IL-10 simultaneamente. A alta porcentagem de 

monócitos TNF
+
 e a baixa porcentagem de células IL-10

+
, após ativação com LPS por 

curto período de tempo, têm sido relatadas previamente (Farina et al. 2004).  

No presente estudo, não foram atestadas diferenças significantes entre os 

resultados de expressão de TNF e IL-10 nos monócitos CD14
+
 de pacientes e controles, 

mas não se pode eliminar a possibilidade de que uma análise de subpopulações de 

monócitos mostre diferenças entre estes grupos. Belge et al. (2002) mostraram, em 

hemoculturas, que os monócitos não clássicos são os principais produtores de TNF, 

após estimulação com LPS. A presença de células duplo-positivas (TNF
+
 e IL-10

+
), no 

presente trabalho, demonstra que uma mesma população de monócitos é capaz de 

produzir ambas as citocinas pro- e antiinflamatória. Este dado está de acordo com 

aqueles recentemente publicados por Smedman et al. (2011), mostrando que em 

resposta a agonistas de TLR2 ou TLR4 várias subpopulações de monócitos com 

distintos perfis de citocinas podem ser identificados. 

 As alterações encontradas nas porcentagens de monócitos CD16
+
 poderiam ser 

responsáveis por um desequilíbrio entre citocinas pro- e antiinflamatórias no sangue dos 

pacientes com LCL. Apesar de não terem sido demonstradas diferenças significantes 

entre as porcentagens de monócitos TNF
+
 ou IL-10

+
 de pacientes e controles, a secreção 

destas citocinas ainda poderia estar alterada. Portanto, nós investigamos as 

concentrações de TNF e IL-10 nas hemoculturas ativadas com agonistas de TLR4 e 

TLR2 ou antígeno de L. (V.) braziliensis, tanto de indivíduos sadios quanto de pacientes 

com LCL. Em indivíduos sadios, como esperado, houve resposta a todos os estímulos, 

aumentando tanto a produção de TNF quanto a de IL-10 e houve uma correlação 

positiva entre as concentrações destas citocinas nas hemoculturas, mostrando o 

equilíbrio entre citocinas pro- e antiinflamatórias, o que sugere a presença de 

mecanismos intrínsecos reguladores da resposta inflamatória dos monócitos. Por outro 

lado, hemoculturas de pacientes com LCL produziram mais TNF e similares 

concentrações de IL-10 comparadas às hemoculturas de controles, não havendo 

correlação entre estas citocinas induzidas por LPS ou Ag. Com Pam3Cys (via TLR2), 
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todavia, a correlação positiva entre TNF e IL-10 foi mantida nas hemoculturas dos 

pacientes. Os dados sugerem que, dependendo da via de ativação dos monócitos, um 

desequilíbrio entre sinais pro- e antiinflamatórios pode ser estabelecido na LCL. Em 

experimentos com células mononucleares purificadas do sangue periférico de pacientes 

com LCL ou leishmaniose mucosa (uma forma clínica de LTA mais grave que atinge as 

mucosas nasal e orofaríngea), estudos prévios têm demonstrado que na LCL há uma 

correlação positiva entre a frequência de monócitos expressando TNF (TNF
+
 

intracelular) e IL-10 (IL-10
+
 intracelular) e que esta correlação é perdida na 

leishmaniose mucosa, após ativação com antígeno solúvel de leishmania (Antonelli et 

al. 2004; Gaze et al. 2006). Embora diferenças técnicas possam explicar os resultados 

aparentemente discrepantes (hemoculturas x células mononucleares, citocinas 

secretadas x intracelulares, tempo de incubação para dosagens das citocinas e antígeno 

solúvel x total), a mais provável explicação devem ser as diferenças nas populações dos 

pacientes com LCL. No presente trabalho, os pacientes com LCL apresentavam 

variados tempo de evolução das lesões (de 15 dias a 24 meses) e de números de lesões 

(de uma a 14 lesões). No trabalho de Antonelli et al. (2004), os autores não referem se 

os pacientes tinham lesões únicas ou múltiplas e o tempo de evolução das lesões variou 

de 15 dias a apenas três meses. Já no trabalho de Gaze et al. (2006), os pacientes tinham 

apenas lesões únicas e o tempo de evolução variou de 15 dias a seis meses. O 

aumentado número de lesões cutâneas é um critério de gravidade da LCL e pode estar 

associado a um perfil de maior ativação sistêmica dos monócitos, explicando os nossos 

resultados.  

De fato, ao analisarmos a produção de TNF e o número de lesões nos pacientes 

foi identificada uma correlação positiva entre estes. Não houve correlação entre o 

número de lesões e as concentrações de IL-10 no soro ou hemoculturas dos pacientes. 

Uma maior gravidade na LCL, caracterizada por aumentado tamanho das lesões, tem 

sido associada à produção de TNF (Oliveira et al. 2011), em concordância com os dados 

aqui obtidos. Na leishmaniose mucosa, uma exacerbada resposta inflamatória tem sido 

associada à destruição tecidual e gravidade da doença (Bacellar et al. 2002). Os dados 

do presente trabalho sugerem que também na LCL, um desequilíbrio a favor de citocina 

pro-inflamatória está associado a uma maior gravidade da doença. 

Este é o primeiro estudo dos monócitos em hemoculturas de pacientes com LTA. 

Como os métodos de purificação dos monócitos podem alterar suas funções, as 
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hemoculturas são úteis para avaliar as funções destas células em condições de mínimas 

alterações das funções celulares. Distintos métodos de avaliação de monócitos podem 

causar sua ativação inespecífica, influenciando os resultados sobre a produção de 

citocinas por estas células. Embora não haja um consenso quanto a produção 

preferencial de citocinas por determinadas subpopulações de monócitos, parece que os 

monócitos não clássicos (CD14
lo

CD16
+
) são capazes de produzir principalmente 

citocinas pro-inflamatórias, após ativação com vários agonistas de TLR, e a produção 

destas citocinas por monócitos intermediários (CD14
hi

CD6
+
) parece atingir níveis 

intermediários entre aqueles produzidos por monócitos clássicos e não clássicos (Belge 

et al., 2002; Skrzeczynska-Moncznik et al. 2008; Won et al., 2011; Won et al. 2012). A 

produção de citocina antiinflamatória, IL-10, parece ser mais acentuadamente produzida 

pela população de monócitos clássicos (CD14
hi

CD16
-
; Cros et al. 2010; Won et al. 

2011; Won et al. 2012). No entanto, também foi relatado que os monócitos 

intermediários são os principais produtores de IL-10 (Skrzecynska-Moncznik et al. 

2008). Estes resultados sugerem que as subpopulações expressando mais CD14 seriam 

responsáveis pela produção de IL-10 e aquelas expressando mais CD16, pela produção 

de TNF. Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que o aumento dos 

monócitos não clássicos e intermediários pode estar associado ao aumento de TNF 

induzido por agonista de TLR4, bem como por antígeno de leishmania, gerando um 

desequilíbrio entre as citocinas TNF e IL-10. 

Os resultados obtidos sugerem que os monócitos contribuem para a resposta 

sistêmica a antígenos de leishmania, podendo causar um desequilíbrio entre sinais pro- e 

antiinflamatórios com reflexos na progressão da LCL. Macrófagos e células dendríticas 

são importantes células da imunidade natural que podem determinar o controle ou a 

exacerbação da doença. Como os monócitos são os precursores de macrófagos e células 

dendríticas nos tecidos e as subpopulações de monócitos diferem quanto a receptores 

para quimiocinas (Wong et al., 2011), uma avaliação do perfil destes receptores nos 

monócitos de pacientes com LCL, simultaneamente à expressão de quimiocinas 

presentes nas lesões, pode melhorar a compreensão do perfil de migração das 

subpopulações de monócitos para os sítios das lesões e de sua possível contribuição 

para a eliminação do parasito ou exacerbação das lesões.  
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DISCUSSÃO  FINAL 

No primeiro artigo deste trabalho (Pereira et al. 2009) foi relatado um caso 

clínico de um paciente com LCD que recebeu quimioterapia durante 14 anos, fazendo 

uso de medicamentos de primeira e segunda escolha para tratamento de leishmaniose, 

entre eles o antimonial pentavalente, a anfotericina B e a pentamidina. Durante estes 

anos de terapia, as recaídas foram frequentes, o que é um aspecto da LCD relatado por 

vários autores na literatura (Convit et al. 1972, Bonfim et al. 1996, Calvopina et al. 

2006, Zerpa et al. 2007). Não existe ainda uma terapia totalmente eficaz para LCD. No 

presente trabalho, o paciente apresentava, na primeira consulta em 2003, lesões 

disseminadas pelo corpo, sendo estas nodulares, ulceradas, vegetativas e infiltrantes, 

características de LCD (Convit et al. 1993, Gontijo & Carvalho 2003, Silveira et al. 

2004). Os exames histopatológicos, realizados ao diagnóstico e em algumas recaídas, 

mostraram típicos granulomas com macrófagos repletos de formas arredondadas 

identificadas como formas amastigotas de Leishmania sp pela reação de 

imunoistoquímica. Os aspectos histopatológicos estavam de acordo com aqueles 

descritos anteriormente para LCD (Convit et al. 1993, Silveira et al. 2004). Os parasitos 

foram isolados das lesões em 2003 e  2006 (isolados denominados MAB3 e MAB6) e o 

sequenciamento do DNA do parasito revelou a espécie L. (L.) amazonensis. Esta é 

considerada a única espécie que causa LCD no Brasil (Silveira et al. 2004, MS Brasil  

2007).  

Ao diagnóstico, o paciente apresentou teste intradérmico de Montenegro 

negativo, mas foram detectados anticorpos IgG contra os parasitos. A ausência de 

resposta imune celular e presença de resposta imune humoral é característica da LCD, 

acreditando-se que haja uma deficiência na resposta de linfócitos T específica para 

antígenos de leishmania nos pacientes (Convit et al. 1972, Convit et al. 1993, Silveira et 

al. 2004). Por outro lado, a espécie L. (L.) amazonensis inibe ou altera várias funções de 

macrófagos e linfócitos T, dificultando uma eficaz resposta imune que leve à eliminação 

do parasito (Balestieri et al. 2002, Ji et al. 2003, Pinheiro et al. 2004). Em uma tentativa 

de melhorar a resposta imune celular específica do paciente aqui relatado e curar as 

lesões, foi realizada uma imunoquimioterapia, usando vacinas monovalentes de L. (V.) 

braziliensis e de L. (L.) amazonensis junto com o adjuvante BCG e a quimioterapia, 

baseada em trabalhos previamente publicados (Convit et al. 1987, Toledo et al. 2001, 
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Convit et al. 2004). Os nossos resultados mostraram que com a imunoquimioterapia 

houve uma diminuição do uso de fármacos e um aumento do tempo entre as recaídas, 

que foram com lesões menos graves, bem como cura clínica de todas as lesões ao final 

de 32 meses de tratamento. Houve diminuição nos custos e no sofrimento do paciente 

durante o tratamento. Apesar de apresentar uma reação positiva ao PPD (proteína 

purificada derivada de micobactéria) no teste cutâneo, o paciente não respondeu a 

antígenos de L. (L.) amazonensis nos testes intradérmicos. Assim como também não foi 

detectada resposta in vitro dos linfócitos a antígenos de L. (L.) amazonensis ou L. (V.) 

braziliensis. As respostas destas células a outros estímulos estavam preservadas. Os 

dados mostram que apesar da cura clínica das lesões, não houve indução de resposta 

imune celular específica aos antígenos de Leishmania. Durante a imunoterapia com 

vacinas de leishmania mais BCG tem sido demonstrada melhora ou cura clínica e 

encontrada uma resposta imune celular aos antígenos de leishmania, especialmente nos 

pacientes com LCL e LCM (Convit et al. 1987, Cabrera et al. 2000, Toledo et al. 2001). 

Em pacientes com LCD, Convit et al. (2004) mostraram que três pacientes tratados com 

vacina de formas promastigotas de L. (V.) braziliensis mais BCG evoluíram para cura 

clínica (acompanhamento por 10 meses), com teste de Montenegro positivo, ou seja, 

parece ter sido induzida uma reposta imune celular nos pacientes. Os pacientes eram 

crianças com LCD há menos de cinco anos, portanto, considerada inicial.  No caso do 

paciente do presente trabalho, a doença tinha uma evolução de 15 anos antes de iniciar a 

imunoquimioterapia. A LCD geralmente acomete crianças, mas só é diagnosticada anos 

mais tarde, podendo ser sugerido que a imaturidade do sistema imune contribua para o 

estabelecimento de uma tolerância aos antígenos de leishmania. Assim, um diagnóstico 

rápido na infância com o estabelecimento de  imunoquimioterapia seja o ideal para 

conseguir induzir uma resposta imune celular eficaz nos pacientes com LCD.  

Sabendo que o BCG é um forte adjuvante que ativa várias células da imunidade 

natural, entre elas as células NK e os monócitos/macrófagos (Atkinson et al. 2000, Esin 

et al. 2004, Suttmann et al. 2004, Batoni et al. 2005), antes e durante a 

imunoquimioterapia do paciente descrito no presente trabalho, foram avaliadas as 

alterações nas frequências de subpopulações de células NK e de monócitos do sangue 

periférico. Com a imunoquimioterapia foi demonstrado um aumento da subpopulação 

de monócitos CD14
+
CD16

+
 (atualmente referidos como monócitos não clássicos 

CD14
lo

CD16
+
) e das células NK CD16

+
CD56

+
, especialmente da subpopulação NK 



51 

CD16
+
CD56

dim
. As células CD56

+
 foram detectadas em elevado número nas lesões em 

processo de cura, sugerindo que a infiltração de células NK nas lesões auxilia a cura 

clínica. A ativação de monócitos e células NK pelo BCG aumenta a produção de 

citocinas que são importantes para a ativação dos macrófagos, tais como TNF e IFN, e 

controle da infecção por Leishmania sp (Liew et al. 1990, Suttmann et al. 2004, Batoni 

et al. 2005,  Mukbel et al. 2007).  

O BCG aumenta a capacidade citotóxica de células NK, aumentando a expressão 

de moléculas citotóxicas, tais como a perfurina e as granzimas, especialmente na 

subpopulação NK CD16
+
CD56

dim
 (Brandau et al. 2000, Batoni et al. 2005). Uma 

interação entre células NK e monócitos em sítios inflamatórios tem sido descrita 

(Dalbeth et al. 2004), promovendo uma alça de retroalimentação na produção de 

citocinas de ambas as células. A importância das células NK no controle da 

leishmaniose tem sido descrita, tanto produzindo citocinas moduladoras das funções dos 

macrófagos e linfócitos T, quanto exercendo citotoxicidade contra os macrófagos 

infectados ou diretamente contra os parasitos (Scharton & Scott 1993, Barral-Neto et al. 

1995, Maasho et al. 1998, Aranha et al. 2005). Portanto, sugere-se que no presente caso 

descrito, a imunoterapia com vacina de leishmania mais BCG, na presença de 

quimioterapia, levou à cura de todas as lesões do paciente devido à morte dos parasitos 

pelos fármacos, à ativação dos macrófagos infectados diretamente pelo BCG ou 

indiretamente via monócitos não clássicos e células NK, e à citotoxicidade exercida por 

células NK contra macrófagos infectados e parasitos. A imunoestimulação auxiliou na 

cura mais rápida das lesões e necessidade de menor quantidade de fármacos, 

diminuindo os custos e o sofrimento do paciente. Portanto, sugerimos que em situação 

de ausência de resposta imune adquirida, como na LCD, a ativação da imunidade 

natural pode ser essencial para a cura mais rápida, embora transitória da leishmaniose, 

diminuindo os efeitos colaterais dos fármacos usados no tratamento, bem como os 

problemas psicossociais em decorrência da desfiguração causada pelas lesões, portanto 

melhorando a qualidade de vida do paciente. 

A avaliação de subpopulações de monócitos e de células NK em paciente tratado 

com imunoquimioterapia usando vacina de leishmania mais BCG, em paciente com 

LCD, foi descrita pela primeira vez neste trabalho. Apenas um trabalho sobre avaliação 

de monócitos em pacientes com LTA foi publicado até o momento (Soares et al. 2006), 

mostrando que em pacientes com LCL há um aumento dos monócitos CD16
+
, sem 
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avaliar as três subpopulações dos monócitos. Soares et al. (2006) sugeriram que os 

monócitos CD16
+
 podem estar envolvidos na gravidade da LCL, pois pacientes com 

dificuldade de cura clínica das lesões apresentavam frequências elevadas dos monócitos 

CD16
+
 na primeira consulta. À época, os monócitos CD14

lo
CD16

+
 (também referidos 

apenas como CD14
+
CD16

+
) eram considerados pro-inflamatórios por serem bons 

produtores de TNF e apresentarem baixa produção de IL-10, após ativação via alguns 

TLRs (Ziegler-Heitbrock 1996, Belge et al. 2002), sendo o TNF associado à gravidade 

da LM (Blackwell 1999). No caso do paciente com LCD relatado no presente trabalho, 

no entanto, monócitos ativados, produtores de TNF, podem ser benéficos para a cura da 

lesão, uma vez que a infecção por L. (L.) amazonensis nesta forma clínica da doença 

induz anergia (Silveira et al. 2009). Estes dados, somados à falta de uma avaliação das 

proporções das três diferentes subpopulações de monócitos no sangue periférico de 

pacientes com diferentes formas clínicas de LTA, nos levaram a realizar o trabalho 

apresentado no segundo capítulo desta tese. 

No artigo 2, foi demonstrado que as subpopulações de monócitos intermediários 

(CD14
hi

CD16
+
) e dos não clássicos (CD14

lo
CD16

+
) estão aumentadas na LCL. Estes 

dados corroboraram aqueles de Soares et al. (2006), indicando um aumento das 

subpopulações de monócitos que expressam CD16 em pacientes com LCL e 

acrescentam a informação de que ambas as subpopulações de monócitos CD16
+
 estão 

aumentadas nos pacientes com esta forma clínica da LTA.  

Uma alteração das proporções das subpopulações de monócitos pode gerar um 

desequilíbrio na produção de citocinas pro- e antiinflamatórias, uma vez que tem sido 

demonstrado que as diferentes subpopulações respondem diferentemente aos diversos 

agonistas de TLRs (Cros et al. 2010, Won et al. 2011). De fato, no presente estudo, foi 

observado que as hemoculturas de pacientes com LCL produziram mais TNF e 

similares concentrações de IL-10 em comparação às das hemoculturas de indivíduos 

sadios. A avaliação da produção de citocinas TNF e IL-10 na LTA tem sido realizada 

em culturas de células mononucleares isoladas do sangue periférico, especialmente 

avaliando a imunidade adquirida (Gomes-Silva et al. 2007, Reis et al. 2009, Castellano 

et al. 2009), havendo poucos trabalhos avaliando estas citocinas produzidas pelos 

monócitos, presentes nas células mononucleares isoladas (Antonelli et al. 2004, Gaze et 

al. 2006). Sobre a imunidade adquirida, há relatos de concentrações similares de TNF 

nas culturas de células mononucleares de pacientes com LCL ou LM ativadas com 
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antígenos de Leishmania sp (Ribeiro-de-Jesus et al. 1998), bem como aumento de TNF 

e diminuída produção de IL-10 na LM em relação a LCL (Bacellar et al. 2002). Neste 

último trabalho foi demonstrado que a principal fonte de TNF eram os linfócitos T 

CD4
+
 e não os monócitos.  

Mais importante do que avaliar os valores absolutos das citocinas pro- e 

antiinflamatórias, detectadas nas hemoculturas, é avaliar o equilíbrio das citocinas 

produzidas após a ativação dos monócitos. É esperado que após ativação, as células 

produzam fatores pro- e antiinflamatórios para um adequado controle do processo 

inflamatório. No presente trabalho, isto foi o que ocorreu nas hemoculturas dos 

indivíduos sadios, tanto com ativação via TLR4 ou via TLR2, quanto após cultivo com 

os antígenos de L. (V.) braziliensis, que utiliza diferentes receptores. Nas hemoculturas 

dos pacientes com LCL houve uma perda deste equilíbrio na produção das citocinas 

TNF e IL-10, após ativação via TLR4 e com antígenos de leishmania. Quando a 

ativação foi via TLR2, no entanto, houve uma manutenção do equilíbrio da produção 

das citocinas pro- e antiinflamatórias nas hemoculturas dos pacientes. Antonelli et al. 

(2004) e Gaze et al. (2006) mostraram que a produção de TNF e IL-10, por monócitos 

de pacientes com LCL, apresenta correlação positiva, mas que falta esta correlação nos 

pacientes com LM, quando células mononucleares são ativadas com antígeno solúvel de 

L. (V.) braziliensis. Estes dados são contraditórios aos obtidos no presente trabalho, o 

que talvez seja explicado pelas diferenças metodológicas, aqui foram analisadas as 

citocinas secretadas enquanto nos trabalhos citados, foram analisadas citocinas 

intracelulares, usando citometria de fluxo.  

No presente trabalho, o desequilíbrio na produção de citocinas pro- e 

antiinflamatória parece depender da via de ativação dos monócitos. Os dados sugerem 

que a via de ativação de TLR4 e de outros receptores para os antígenos de leishmania, 

mas não a via TLR2, pode favorecer o desequilíbrio entre citocinas pro- e 

antiinflamatórias produzidas pelos monócitos dos pacientes infectados por Leishmania 

sp. Outra possibilidade seria a diferencial expressão de receptores para padrões 

moleculares de Leishmania sp nas subpopulaçõe de monócitos dos pacientes com LCL. 

Belge et al. (2002) mostraram, em hemoculturas, que os monócitos CD14
lo

CD16
+
 eram 

a principal fonte de TNF em resposta a LPS e a Pam3Cys, respondendo mais ao 

Pam3Cys por serem a subpopulação de monócitos com maior expressão de TLR2. Já 

Skrzeczynska-Moncznik et al. (2008), após separação das subpopulações dos 



54 

monócitos, também mostraram que os monócitos CD14
lo

CD16
+
 são os que produzem 

mais TNF em resposta a LPS, no entanto, os CD14
hi

CD16
+
 também produzem TNF em 

resposta à ativação via TLR4. Estes autores mostraram ainda que, em resposta a 

agonistas de TLR2, ambas as supopulações CD16
+
 produzem similares quantidades de 

TNF, sendo os monócitos clássicos fracos produtores de TNF em resposta tanto a 

agonistas de TLR4 quanto de TLR2. Monócitos expressam TLR2 e TLR4, entre outros 

receptores, que podem ter sua expressão modulada por seus agonistas (Skinner et al. 

2005, Juarez et al. 2010). Uma avaliação de TLRs nas diferentes subpopulações dos 

monócitos do sangue dos pacientes com LTA deve ser realizada para melhor entender o 

desequilíbrio da produção das citocinas pro- e antiinflamatória presente em pacientes 

com LCL. 

No presente trabalho, em uma tentativa de estabelecer correlações entre as 

porcentagens de subpopulações de monócitos com a produção das citocinas, as 

concentrações de TNF e IL-10 secretadas nas hemoculturas foram analisadas em relação 

às frequências das subpopulações de monócitos detectadas no sangue antes de realizar 

as hemoculturas. Não foi possível estabelecer essas correlações, o que pode ser devido à 

elevada variabilidade na produção de citocinas detectadas nos diferentes ensaios de 

hemoculturas. Ao pesquisar citocinas intracelulares, foi demonstrado que os monócitos 

são a fonte de TNF e IL-10 nas hemoculturas ativadas, porém, não foram atestadas 

diferenças significantes entre as frequências de monócitos CD14
+
TNF

+
, CD14

+
IL-10

+
 

ou CD14
+
TNF

+
IL-10

+
 de pacientes e controles. E não foi possível estabelecer quais 

subpopulações de monócitos estariam expressando estas citocinas ao final do período de 

incubação das hemoculturas, pois após ativação celular houve alteração das 

porcentagens das subpopulações avaliadas pela expressão de CD14 e de CD16. A 

diminuição de CD14 e de CD16, após ativação de monócitos em hemoculturas, tem sido 

relatada, em concordância com os nossos resultados (Belge et al. 2002, Skinner et al. 

2005). 

Foi detectada uma correlação positiva entre o número de lesões dos pacientes 

com LCL e as concentrações de TNF produzidas antes e após ativação das 

hemoculturas, no presente estudo, sugerindo uma associação entre produção de TNF e 

gravidade da LCL. Tal associação foi previamente descrita por Oliveira et al. (2011), 

considerando o tamanho das lesões dos pacientes e a produção de TNF observada em 

culturas de células mononucleares ativadas com antígeno solúvel de leishmania. Uma 
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associação entre níveis de TNF e gravidade da LTA vem sendo descrita na LM, onde a 

destruição tecidual é mediada por uma forte resposta imune adquirida mediada por TNF 

produzido principalmente por linfócitos Th1 (Bacellar et al. 2002). Coletivamente, os 

nossos dados mostram que as subpopulações dos monócitos estão alteradas na LCL, que 

o equilíbrio entre a produção de citocina pro- e antiinflamatória é perdido, havendo uma 

elevada produção de TNF que é associada à gravidade da LCL, e que esta perda de 

equilíbrio pode ser devido ao aumento das subpopulações de monócitos não clássicos e 

intermediários ativados por diferentes receptores.  

Alguns trabalhos em que foram avaliadas as subpopulações de monócitos 

durante infecções por bactéria, vírus e o protozoário plasmódio (Han et al. 2009, 

Azeredo et al. 2010, Ogonda et al. 2010, Castaño et al. 2011), mostraram o aumento das 

duas subpopulações de monócitos CD16
+
 ou o aumento preferencial dos monócitos 

intermediários. Este aumento pode estar associado à gravidade das doenças, como é o 

caso de pacientes infectados com HIV (Han et al. 2009), com sepse ou malária  (Skinner 

et al. 2005, Ogonda et al. 2010, Wong et al. 2012). Os mecanismos propostos para a 

participação de monócitos CD16
+
 na gravidade das infecções podem envolver maior 

suscetibilidade de determinadas subpopulações à infecção, o que pode causar a 

disseminação de microrganismos, eliminação da célula hospedeira ou alteração das 

funções celulares; ativação por imunecomplexos que se ligam ao CD16 e produção 

desequilibrada de citocinas pro-inflamatórias ou antiinflamatórias (Soares et al. 2006, 

Han et al. 2009, Ogonda et al. 2010, Castaño et al. 2011). 

No presente trabalho, a avaliação das citocinas foi realizada em hemoculturas de 

pacientes com LTA pela primeira vez. A vantagem da hemocultura é a avaliação dos 

monócitos em condições mais fisiológicas, evitando ativação celular que pode ocorrer 

durante a realização de técnicas de isolamento dos monócitos (Damsgaard et al. 2009). 

No sangue periférico, além dos monócitos, os granulócitos, linfócitos e células NK 

também são fontes de citocinas. No entanto, Damsgaard et al. (2009) mostraram que IL-

6, TNF e IL-10 são principalmente produzidos por monócitos em hemoculturas e que 

estas são mais adequadas para avaliar a produção de citocinas de monócitos do que 

preparações de células mononucleares. A produção de TNF (6 h) e IL-10 (24 h) em 

hemoculturas, bem como de quimiocinas, é principalmente devido à presença dos 

monócitos, com pouca contribuição dos granulócitos (Moller et al. 2005, Damsgaard et 

al. 2009). Os granulócitos neutrófilos produzem pequenas quantidades de TNF e 
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pequenas contaminações com monócitos muitas vezes explica a detecção de 

citocinas/quimiocinas em preparações de neutrófilos (Wang et al. 1994). Os neutrófilos 

não expressam CD14 ou expressam em baixas quantidades, mas expressam TLR2 e 

TLR4 e respondem aos agonistas destes receptores (Mirlashari & Lyberg 2003, Gomes 

et al. 2010), por isto não é possível excluir completamente a participação dos neutrófilos 

na produção de TNF e IL-10 nas hemoculturas de pacientes e controles. No entanto, as 

análises de expressão de TNF e IL-10 nos neutrófilos CD16
hi

, no presente estudo, 

mostraram que, em algumas hemoculturas de pacientes houve expressão de TNF após 

ativação com LPS, mas nenhuma expressão significante de IL-10 foi detectada nas 

hemoculturas ativadas com LPS (dados não mostrados). A rápida produção de TNF nas 

hemoculturas (6 h) praticamente exclui a possibilidade de linfócitos T estarem 

contribuindo para a produção desta citocina, mas não se pode excluir alguma 

contribuição destas células para a produção de IL-10, após ativação das hemoculturas.  

Neste trabalho, foi avaliada a participação dos monócitos na LTA, em paciente 

no pólo anérgico da doença (LCD) e em pacientes com LCL apresentando de uma a 14 

lesões cutâneas. Foi demonstrado que os monócitos CD16
+
 uma vez ativados na LCD 

pode auxiliar na cura clínica das lesões, pois, o aumento destas células após 

imunoquimioterapia foi associado a uma regressão das lesões. Na LCL, foram avaliadas 

as três subpopulações dos monócitos, mostrando que há um aumento das subpopulações 

de monócitos CD16+. Houve também um aumento na produção de TNF associado á 

gravidade da LCL. É sugerido que as subpopulações de monócitos podem ter papéis 

distintos na interação parasito-hospedeiro, da qual se estabelece a resposta imune e a 

forma clínica da LTA. Uma compreensão de como estas subpopulações estão atuando 

nas diferentes formas clínicas pode contribuir para o melhor conhecimento da 

imunopatogenia da LTA, podendo levar ao desenvolvimento de novas estratégias 

terapêuticas. 
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CONCLUSÕES 

Geral: Alterações nas subpopulações dos monócitos podem contribuir para o controle 

ou para a exacerbação das lesões da LTA, dependendo da forma clínica da doença.    

Específicas: 

Do artigo 1: 

- A ativação de monócitos CD14
+
CD16

+
 (não clássicos) e de células NK 

contribui para o controle da infecção causada por L. (L.) amazonensis em paciente com 

LCD tratado com BCG/vacinas de leishmanias/quimioterapia. 

Do artigo 2: 

- As subpopulações de monócitos CD16
+ 

(não clássicos e intermediários) estão 

aumentadas no sangue periférico de pacientes com LCL; 

- Foi detectada uma similar expressão das citocinas TNF e IL-10 

intracelularmente nos monócitos CD14
+
, após cultura com LPS (via TLR4), de 

pacientes com LTA e indivíduos controles. Não foi possível avaliar quais 

subpopulações de monócitos estavam produzindo as citocinas, porque após ativação dos 

monócitos com LPS houve alteração das porcentagens das subpopulações dos 

monócitos. 

- Após ativação de hemoculturas com agonistas de TLR2 e TLR4 ou antígenos 

de L. (V.) braziliensis, hemoculturas de pacientes com LCL produzem mais TNF e 

similares concentrações de IL-10 em relação a controles sadios, havendo uma perda da 

correlação positiva entre as concentrações de TNF e IL-10, após ativação com LPS ou 

antígeno de leishmania. 

- Houve uma correlação positiva entre as concentrações de TNF presentes no 

soro e produzidos antes e após diferentes estímulos nas hemoculturas e o número de 

lesões dos pacientes com LCL. Nenhuma correlação com as concentrações de IL-10 foi 

observada. 
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ANEXO 1: PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA, TCLE  
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ANEXO 2: Tipos de lesões encontradas nos pacientes  
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M – masculino. F – feminino. LC – Leishmaniose  cutânea  localizada. L (V) – Leishmania Viannia.  NR – não realizado. Pos – 

positivo. Neg – negativo.  IDRM – intradermorreação de Montenegro.  RIF – reação de imunofluorescência indireta 

 
 

 

 

ANEXO 3: Dados do pacientes 

Paciente Idade 

(anos) 

Gênero Local de 

contágio 

 

Forma 

clínica 

Tempo 

de 

lesão 

(meses) 

 

Nº de 

lesões 

Tamanho 

da lesão 

(cm) 

 

PCR-

RFLP 

 

Histopatológico 

(presença de 

amastigota) 

IDRM  

(mm) 

RIF 

ADS9 

 

22 M Vista Alegre – 

RO 

LC 6 1 2 L (V) Sim 17 Neg 

AAG9 
 

23 M Cruzeiro do Sul - 
AC 

LC 1 1 0,3 L (V) Pos 3 Neg 

BDO9 

 

25 F Canarana - MT LC 0,5 1 3 L (V) Pos 15 Neg 

BUSN10 

 

54 M Sant Cruz do 

Xingu - MT 

LC 2 2 1 a 3 L (V) Pos Neg 1\40 

CDM10 
 

65 M Barra do Garças 
- MT 

LC 8 10 0,2 a 1 NR Pos 10 1\40 

DAA10 

 

22 M Parauna - GO LC 24 12 3 a 5 L (V) Pos 18 NR 

DLP9 
 

63 M Ribamar/MA 
 

LC 18 4 1 a 3 L (V) Pos 17 Neg 

ELA9 36 M Caldas 

Novas/GO 
 

LC 22 1 0,5 L (V) Pos Neg Neg 

EFA9 47 M Baliza/GO 

 

LC 1,5 1 2,5 L (V) Neg 15 Neg 

ELS11 27 F Aparecida de 
Goiânia/GO 

 

LC 1 1 2 NR Neg 15 1\40 

FSMF10 19 M Pedra Preta/MT 

 

LC 1,5 1 3 Neg Pos Neg NR 

FCS9 44 M Colmeia - TO 

 

LC 4 7 0,5 a 1 Neg Pos 9 1\40 

FPS10 36 M Açailândia/MA 
 

LC 6 10 0,5 a 5 Neg Pos 20 1\40 

GRM10 19 M Redenção/PA 

 

LC 3 2 2 e 3 L (V) Neg 5 Neg 

GAMC10 31 F Crixás/GO 

 

LC 7 1 3 L (V) Neg 27 1\40 

GPZ 55 M S. José dos 

Bandeirantes/GO 

 

LC 2 14 0,5 a 5 NR Neg NR NR 

HPB12 35 M Jussara/GO 

 

LC 1,5 8 0,5 a 4 NR Pos 12 1\160 

JCAM9 39 M Barra do 
Garças/MT 

 

LC 0,5 5 0,5 Neg Pos NR NR 

JCS10 29 F Ulianapólis/PA 

 

LC 10 5 0,5 a 2 L (V) Pos 22 Neg 

JLR12 52 M Barra do 

Corda/MA 

 

LC 12 3 0,5 a 4 NR Pos Neg Neg 

JM9 45 M Araguapaz/GO 
 

LC 4 2 0,5 a  2 Neg Neg 35 Neg 

KPS11 21 M Manaus/AM 

 

LC 2 1 0,2 L (V) Neg 10 1\80 

MLB10 50 F Montividiu do 

Norte/GO 

 

LC 4 2 0,5 a 2 L (V) Neg 10 1\40 

MHRN10 53 F Jataí/GO 
 

LC 6 1  L (V) Neg 20 Neg 

RCD10 18 M Goianésia/GO 

 

LC 3 3 2 a 8 L (V) Pos 7 Neg 

SPC10 63 M Orizona/GO 

 

LC 3 4 2 L (V) Neg Neg 1\80 

SPS10 47 M Itaberaí/GO 
 

LC 24 1 5 L (V)  NR 10 1\160 

VGS10 21 M Manaus/AM 

 

LC 2 1 1 L (V) Pos 12 1\40 

VJS10 46 M Campestre/GO 

 

LC 5 1 7 L (V) Neg 20 1\40 

WFS11 18 M Araguacema/TO 
 

LC 1 1 3 NR Pos NR NR 

WGS9 33 M Santa Helena/RR 

 

LC 6 2 1 a 2 Neg Pos NR NR 

WJL9 22 M Porto da 

Mata/MT 

 

LC 4 1 6 NR Pos NR 1\40 
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ANEXO 4: Publicações durante o curso de doutorado 

Improvements in obtaining New World Leishmania sp from mucosal lesions: 

Notes on isolating and stocking parasites. Dorta ML, Oliveira MA, Fleuri AK, Duarte 

FB, Pinto SA, Pereira LIA, Ribeiro-Dias F. Exp Parasitol. 2012 Jun 21.  

A dysflagellar mutant of Leishmania (Viannia) braziliensis isolated from a 

cutaneous leishmaniasis patient. Zauli RC, Yokoyama-Yasunaka JK, Miguel DC, 

Moura AS, Pereira LIA, da Silva IA Jr, Lemes LG, Dorta ML, de Oliveira MA, 

Pitaluga AN, Ishikawa EA, Rodrigues JC, Traub-Cseko YM, Bijovsky AT, Ribeiro-

Dias F, Uliana SR. Parasit Vectors. 2012 Jan 11;5:11. doi: 10.1186/1756-3305-5-11. 

Clinical isolates of New World Leishmania from cutaneous and visceral 

leishmaniasis patients are uniformly sensitive to tamoxifen. Miguel DC, Zauli-

Nascimento RC, Yokoyama-Yasunaka JK, Pereira LIA, Jerônimo SM, Ribeiro-Dias F, 

Dorta ML, Uliana SR. Int J Antimicrob Agents. 2011 Jul;38(1):93-4.  

Allelic polymorphism of human FcγRIIA-H/R131 receptor in American 

tegumentary leishmaniasis. Oliveira CR, Pereira LIA, Pereira AJ, Ferreira AA, Crespo 

AM, Silveira LA. Int J Immunogenet. 2011 Jun;38(3):225-31. doi: 10.1111/j.1744-

313X.2011.00997.x. 

Leishmania spp. parasite isolation through inoculation of patient biopsy 

macerates in interferon gamma knockout mice. Oliveira MA, Pires Ada S, de Bastos 

RP, Lima GM, Pinto SA, Pereira LIA, Pereira AJ, Abrahamsohn Ide A, Dorta ML, 

Ribeiro-Dias F. Rev Inst Med Trop Sao Paulo. 2010 Mar-Apr;52(2):83-8. 

In vitro sensitivity of Leishmania (Viannia) braziliensis and Leishmania 

(Leishmania) amazonensis Brazilian isolates to meglumine antimoniate and 

amphotericin B. Zauli-Nascimento RC, Miguel DC, Yokoyama-Yasunaka JK, Pereira 

LIA, Pelli de Oliveira MA, Ribeiro-Dias F, Dorta ML, Uliana SR. Trop Med Int Health. 

2010 Jan;15(1):68-76.  

Increase of NK cells and proinflammatory monocytes are associated with the 

clinical improvement of diffuse cutaneous leishmaniasis after immunochemotherapy 

with BCG/Leishmania antigens. Pereira LIA, Dorta ML, Pereira AJ, Bastos RP, 

Oliveira MA, Pinto SA, Galdino H Jr, Mayrink W, Barcelos W, Toledo VP, Lima GM, 

Ribeiro-Dias F. Am J Trop Med Hyg. 2009 Sep;81(3):378-83. 
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ANEXO 5: TRAJETÓRIA DE VIDA ACADÊMICA 

 

Ao terminar o curso de Medicina na FM/UFG em 1973 decidi pela Residência 

Médica em Doenças Infecciosas e Parasitárias no Departamento de Medicina 

Tropical/IPTSP/UFG. Pensei que seria mais útil aos pacientes que sofriam com doenças 

como Poliomielite, Difteria, Coqueluche, Sarampo, Meningite, Febre Amarela, Malária, 

Esquistossomose, Leishmanioses, Paracoccidioidomicose, entre outras. Neste período 

tive professores como William Barbosa, Joaquim Caetano de Almeida Neto, Geovane 

Cysneiros, Roberto Daher e Wanderlei Pitaluga que reforçaram o meu interesse pela 

Medicina Tropical e pela carreira acadêmica. A Residência Médica foi complementada 

por um curso de especialização de grande importância regional que era ministrado pelo 

Departamento de Medicina Tropical (DMT/IPTSP/UFG). 

Em dezembro de 1975 prestei concurso para professor auxiliar de ensino no  

DMT/IPTSP/UFG e ao mesmo tempo fui admitida como médica no Hospital Oswaldo 

Cruz, hoje hospital de Doenças Tropicais/SES/GO. Era época da epidemia de meningite 

e faltavam especialistas na área. Tempos difíceis em que se contava especialmente com 

os dados clínicos. Não existiam Unidades de Terapia Intensiva e os recursos 

laboratoriais eram limitados. Quantos plantões desesperadores acompanhando casos de 

poliomielite em pulmões de aço, realizando traqueostomias em pacientes com difteria, 

assistindo pacientes com raiva e assim por diante. 

Com incentivo e orientação do Prof William Barbosa me matriculei em 1976 na 

primeira turma do Mestrado em Medicina Tropical/IPTSP/UFG e obtive o grau de 

mestre em 1979 com o trabalho: Leishmaniose Tegumentar – Estudo terapêutico 

baseado nos aspectos clínicos e imunológicos. 

De 1983 a 1991 fui diretora técnica e de 1991 a 1995, diretora geral do HDT. 

Neste período destaco: humanização do hospital com liberação de visitas diárias e a 

presença de acompanhantes, criação dos serviços de controle de infecção hospitalar, 

psicologia e farmácia hospitalar, realização de programas de treinamento em serviço e 

ampliação da área física.  
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Outras atividades desenvolvidas nas décadas de 80 e 90: curso de especialização 

em Políticas de Saúde e Administração de Serviços de Saúde (convênio 

IPTSP/UNICAMP); treinamento oferecido pelo Ministério da Saúde para atendimento 

de pacientes com Cólera em Iquitos – Peru e estágio no hospital do Instituto Pasteur em 

Paris em 1993 para o atendimento de pacientes com HIV/AIDS em hospital dia e no 

domicílio (convênio Ministério da Saúde/Governo francês).  

Após curso de Controle de infecção hospitalar (Ministério da Saude/OPAS) em 

1984, trabalhei no treinamento de profissionais de saúde para o controle das infecções 

hospitalares no sentido de implantar comissões para o controle de infecção hospitalar 

nos hospitais do estado de Goiás. Iniciamos um grupo de estudo no hospital das 

Clínicas: Paulo Prado, Manoel Maria, Milca Severino Pereira, Lílian Joy W. Antunes de 

Oliveira e José Mário. Em 1985,  organizamos a capacitação de monitores para 

treinamento dos profissionais a nível regional. No período de 1985 a 1992 coordenei o 

treinamento de 913 profissionais de nível superior: 509 médicos, 286 enfermeiros, 78 

farmacêuticos/bioquímicos e 40 de outras áreas da saúde; 84,6% dos treinados 

trabalhavam em Goiânia e 15,4% em cidades do interior de Goiás e Tocantins. Foi um 

trabalho que contribuiu para a mudança de comportamento dos profissionais de saúde 

nos hospitais goianos e para a formação de especialistas na área. 

Em 1991 foi fundada a Associação Goiana de Estudos e Controle de Infecção 

Hospitalar (AGECIH), da qual fui a primeira presidente. Em 1995 participei juntamente 

com Anita Bernardes da Silva, Ivete Vieira Gomes, Marta Antunes de Souza e Catarina 

de Fátima Vieira Mesquita da elaboração do manual: Rotinas Básicas para o Controle 

de Infecções Hospitalares. 

Participei ativamente da organização da primeira Jornada Goiana de Controle de 

Infecção em agosto de 1993, marco histórico para o controle de infecção hospitalar no 

nosso estado, do XXXII Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical em 

1996 em Goiânia e do XIII Congresso Brasileiro de Infectologia em 2003 em Goiânia.  

Juntamente com o colega João Guimarães organizamos em 1977 um manual de 

rotinas médicas no sentido de uniformizar as condutas dos médicos, residentes e 

internos do curso de medicina durante estágio no HDT. A partir daí o manual foi 
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ampliado, com a participação dos médicos do HDT e dos professores do DMT. A 

sétima edição (2012) do Manual Prático de Doenças Transmissíveis foi lançada 

recentemente. 

No período de  1997 a 2001 assumi a chefia do DMTD/IPTSP/UFG e entre 2007 

e 2009, a vice-chefia. E a convite do prof Luquetti tenho participado nos últimos anos 

da Revista de Patologia tropical como editor associado. 

Na academia, tenho me dedicado ao ensino e ao atendimento de pacientes 

portadores de doenças transmissíveis, principalmente aqueles com doenças endêmicas, 

atuando especialmente na integração ensino-serviço no Hospital de Doenças Tropicais 

(HDT) e contribuindo assim para a formação de internos e residentes de infectologia. 

Ao mesmo tempo tenho participado da publicação de vários capítulos de livros 

(Antibioticoprofilaxia em situações clínicas, Leishmaniose Tegumentar, Leishmaniose 

Visceral, Dengue, Febre Amarela, Cólera, entre outros).  

Tenho trabalhado também em projetos de extensão, na organização de cursos e 

treinamentos além de participar da Comissão de Residência Médica do Hospital das 

Clínicas/UFG, da Comissão de Residência Médica do Hospital de Doenças Tropicais –

SES/GO e da Comissão de Antirretrovirais da SES/GO. 

Desde 1978 participo do programa de residência médica em infectologia – 

HC/UFG, como preceptora em atividades práticas e teóricas ou como supervisora.  

Assim, tenho contribuído para a formação da grande maioria dos infectologistas que 

atuam no estado de Goiás.  

No início da década passada iniciei um trabalho conjunto com a profa Miriam L. 

Dorta, em seguida enriquecido pela participação dos profs Fátima Ribeiro-Dias e Milton 

A. P. Oliveira e pela equipe do Laboratório de Imunologia/IPTSP/UFG. Demos então 

início ao projeto Banco Imunobiológico das Leishmanioses da Região Centro-Oeste. 

Desde então outros projetos foram elaborados e as publicações surgiram naturalmente, 

inclusive em parceria com os profs Wilson Mayrink e Vicente Toledo (UFMG) e Silvia 

Uliana e Glória Collet (USP) e, então, o incentivo para a realização do doutorado em 

Medicina Tropical. 
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