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RESUMO 

Avaliação da atividade leishmanicida de macrófagos isolados de indivíduos 
tratados e assintomáticos para Leishmaniose visceral, CÁRCIA SANTANA 
PASSOS, Aracaju, 2012. 
 
As leishmanioses são um grave problema de saúde pública no mundo, demandando 
medidas eficazes no seu controle e tratamento. A leishmaniose visceral é a forma 
mais grave e pode ser letal, caso não seja tratada. A depender da interação entre o 
parasita e a resposta imune do hospedeiro, podem-se desenvolver diferentes 
manifestações clínicas: forma assintomática, oligossintomática e sintomática.  Os 
macrófagos desempenham um papel fundamental na resposta imune. Entretanto, 
suas atividades leishmanicidas podem estar prejudicadas, levando à sobrevivência e 
proliferação dos parasitas no seu interior. Assim, o objetivo geral deste trabalho foi 
avaliar a atividade leishmanicida de macrófagos infectados por Leishmania chagasi 
isolados de indivíduos tratados e assintomáticos para Leishmaniose visceral. A 
nossa hipótese era que macrófagos isolados de indivíduos tratados eram mais 
susceptíveis à infecção por Leishmania chagasi em relação aos de pacientes 
assintomáticos. A partir de um estudo transversal, foram investigados 05 indivíduos 
tratados e 02 assintomáticos do Hospital Universitário. Células mononucleares do 
sangue periférico foram isoladas dos 07 pacientes para obtenção de monócitos e 
posterior diferenciação em macrófagos. Estes foram infectados com o isolado 
LVHSE-07 de L. chagasi durante 2, 72 e 96 horas em condições sem e com 
estímulo de LPS e IFN-. Para analisar se os macrófagos respondiam de maneira 
diferenciada com a Leishmania do próprio indivíduo tratado, foram reconvocados 03 
tratados e 02 assintomáticos para infectar seus macrófagos com as Leishmanias dos 
tratados (LVHSE-24, LVHSE-28, LVHSE-37). A resposta leishmanicida dos 
macrófagos foi analisada determinando-se o percentual de macrófagos infectados e 
o número de amastigotas no interior dos macrófagos. Os resultados sugerem que os 
macrófagos dos indivíduos tratados foram mais infectados, principalmente quando 
utilizada a Leishmania do próprio indivíduo, e não controlaram a infecção mesmo na 
presença do estímulo, ao contrário dos macrófagos dos assintomáticos que sugerem 
um controle da infecção independente da Leishmania utilizada. Este estudo mostrou 
que macrófagos de indivíduos tratados são mais susceptíveis à infecção por 
Leishmania chagasi quando comparados com macrófagos de pacientes 
assintomáticos; macrófagos indivíduos tratados são mais infectados com seus 
próprios isolados de L. chagasi; macrófagos de pacientes assintomáticos são menos 
infectados por L. chagasi e apresentam uma carga parasitária menor que os 
macrófagos de indivíduos tratados independente do isolado de Leishmania utilizado 
na infecção. Conclui-se que os macrófagos estão relacionados com a 
susceptibilidade ou resistência à infecção por Leishmania chagasi. 
 
Palavras-chave: leishmaniose visceral humana; ativação de macrófagos; indivíduos 
tratados; assintomáticos.                                           
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ABSTRACT 

Evaluation of leishmanicidal activity of macrophages isolated from treated and 
asymptomatic visceral leishmaniasis subjects, CÁRCIA SANTANA PASSOS, 
Aracaju, 2012. 
 
Leishmaniasis is a serious public health problem worldwide, requiring effective 
measures for its control and treatment. Visceral leishmaniasis is the most severe 
form and has a lethal potential. Depending on the interaction between the parasite 
and the host immune response, different clinical manifestations may develop: 
asymptomatic, oligosymptomatic and symptomatic. Macrophages play a central role 
in immune response. However, their microbicidal activity may be impaired, leading to 
the survival and proliferation of the parasites inside them. The objective of this study 
was to evaluate the leishmanicidal activity of macrophages isolated from treated and 
asymptomatic visceral leishmaniasis subjects after infection by Leishmania chagasi. 
Our hypothesis was that macrophages isolated from treated subjects were more 
susceptible to infection by Leishmania chagasi in relation to asymptomatic patients. 
From a cross-sectional study, 05 symptomatic patients and 02 asymptomatic were 
investigated at University Hospital. Mononuclear cells were isolated from peripheral 
blood of 07 patients in order to obtain monocytes and further differentiation into 
macrophages. These were infected with the isolated LVHSE-07 from L. chagasi for 2, 
72 and 96 hours in conditions with and without stimulus of LPS and IFN-. To 
examine whether macrophages responded differently to the symptomatic patient's 
own Leishmania, 03 symptomatic and 02 asymptomatic patients were reconvened, 
so that their macrophages would be infected with Leishmania from symptomatic 
patients (LVHSE-24, LVHSE-28, LVHSE-37). Leishmanicide response of 
macrophages was assessed by determining the percentage of infected macrophages 
and the number of amastigotes inside macrophages. The results suggest that the 
macrophages of the symptomatic patients were more infected, especially when used 
patient's own Leishmania, and they did not control infection, even in the presence of 
stimulus, unlike asymptomatic's macrophages, which controlled infection, 
independently of what Leishmania was used. This study demonstrated that 
macrophages from symptomatic patients are more susceptible to infection by 
Leishmania chagasi, when compared with macrophages from asymptomatic patients; 
macrophages from symptomatic patients are more infected with their own isolated of 
L. chagasi; macrophages from asymptomatic patients are less infected with L. 
chagasi and have a parasitic load lower than the macrophages of symptomatic 
patients, regardless of the Leishmania isolated used in infection.  It follows that 
macrophages are related to susceptibility or resistance to infection by Leishmania 
chagasi. 
 
Keywords: human visceral leishmaniasis; macrophage activation; treated subjects; 
asymptomatic. 
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1 INTRODUÇÃO 

As Leishmanioses consistem de três principais formas clínicas: leishmaniose 

cutânea, leishmaniose muco-cutânea e leishmaniose visceral (ASSCHE et al., 2011). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde, são consideradas um importante 

problema de saúde pública mundial; 350 milhões de pessoas encontram-se em risco 

de contrair leishmaniose e cerca de 2 milhões de novos casos ocorrem anualmente 

(WHO, 2010). As leishmanioses são endêmicas em 88 países, dentre os quais 22 

pertencem ao Novo Mundo e 66 ao Velho Mundo (ASSCHE et al., 2011).   

A leishmaniose visceral (LV) é considerada a forma mais grave e pode ser 

letal, caso não seja atendida e diagnosticada rapidamente, seguida de tratamento 

cuidadoso e criterioso. A depender da virulência do parasita, da resposta imune do 

hospedeiro e, principalmente, da interação entre elas, o indivíduo pode desenvolver 

diferentes manifestações clínicas da LV que são classificadas em três tipos: forma 

assintomática, oligossintomática e sintomática (BADARÓ et al., 1986a).  

Infecções assintomáticas são comuns em indivíduos resistentes com maior 

resposta imune do tipo Th1 (linfócito T-helper 1), que favorece a ativação de 

macrófagos, produção de óxido nítrico, matando os parasitas (CUNNINGHAM, 

2002). Enquanto que infecções sintomáticas estão presentes em indivíduos 

susceptíveis com maior resposta imune tipo Th2 (linfócito T-helper 2), caracterizada 

pela alta detecção de interleucina-10 (IL-10), que está associada com a proliferação 

do parasita e a severidade da doença (BADARÓ et al., 1986a; BADARÓ et al., 

1986b; GAMA et al., 2004; HOLADAY et al., 1993; JERONIMO et al., 2000). 

Os macrófagos desempenham um papel fundamental na resposta imune e 

todas as espécies de Leishmania os parasitam (ALEXANDER & RUSSEL, 1992). 

Espelhando-se na nomenclatura Th1/Th2, os macrófagos são classificados como 

células M1 e M2, de acordo com produção de citocinas e marcadores de superfície. 

Macrófagos do tipo M1 são induzidos por IFN- somente ou em conjunto com 

estímulos microbianos como o Lipopolissacarídeo (LPS), ou citocinas como TNF e 

GM-CSF. Células M1 possuem o fenótipo de produzirem concentrações elevadas de 

IL-12 e IL-23, e baixas concentrações de IL-10. São hábeis produtoras de 

intermediários reativos de oxigênio e nitrogênio, além de citocinas inflamatórias (IL-
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1β, TNF e IL-6), sendo resistentes contra parasitas intracelulares (GORDON, 2003; 

MANTOVANI et al., 2005).  

Em contraste, a forma alternativa M2 da ativação do macrófago é resultante 

da exposição celular às interleucinas IL-4, IL-13 e/ou IL-10, imunocomplexos 

(GORDON, 2003; MANTOVANI et al., 2005). A forma M2 possui o fenótipo de baixa 

produção de IL-12 e IL-23 (MANTOVANI et al., 2005). Estudo realizado por Farrow 

et al. (2011) sugere que as Leishmanias se propagam preferencialmente dentro de 

macrófagos do tipo M2 por serem mais propensos à infecção. 

É importante entender os fatores que predispõem alguns indivíduos a 

manifestar a doença ou o controle da infecção para o desenvolvimento de uma 

imunoterapia e/ou imunoprofilaxia. Sendo assim, a nossa hipótese é que macrófagos 

provenientes de indivíduos tratados são mais susceptíveis à infecção in vitro por 

Leishmania chagasi em relação aos de pacientes assintomáticos. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Leishmanioses 

As leishmanioses são doenças negligenciadas que afetam largamente os 

países mais pobres, principalmente os em desenvolvimento; 350 milhões de 

pessoas são consideradas em risco de contrair leishmaniose, e cerca de 2 milhões 

de novos casos ocorrem anualmente (WHO, 2010).  

 Consistem de três principais formas clínicas: leishmaniose cutânea; 

leishmaniose muco-cutânea e leishmaniose visceral (Figura 1) (ASSCHE et al., 

2011). 

 

Figura 1. Formas clínicas das leishmanioses. a. Paciente do Peru com leishmaniose 
cutânea. b. Paciente da Bolívia com leishmaniose muco-cutânea localizada. c. Paciente da 
Uganda com leishmaniose visceral. d. Paciente da Índia com leishmaniose muco-cutânea 
difusa (modificada de CHAPPUIS et al., 2007). 
   

As leishmanioses são endêmicas em 22 países no Novo Mundo (Américas) e 

em 66 no Velho Mundo (Europa, Ásia, África), sendo encontradas principalmente no 

sudeste da Ásia, na África Oriental e no Brasil (ASSCHE et al., 2011). 

Caracterizadas pela diversidade e complexidade, as leishmanioses são 

causadas por mais de 21 espécies de Leishmania e transmitidas aos seres humanos 

por aproximadamente 30 diferentes espécies de flebotomíneos (CUNNINGHAM, 

2002). 
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2.2 Aspectos Epidemiológicos da Leishmaniose Visceral 

A leishmaniose visceral (LV) é uma doença sistêmica que pode ser fatal, caso 

não seja atendida e diagnosticada rapidamente, seguida de tratamento cuidadoso e 

criterioso. É causada por parasitas intracelulares obrigatórios pertencentes ao 

complexo Leishmania donovani - L. donovani no leste da África e no subcontinente 

indiano, Leishmania infantum na Europa e Norte de África, e Leishmania chagasi 

nas Américas (LUKES et al., 2007; MAURICIO et al., 2000). A LV pode ser 

transmitida por seringas compartilhadas entre usuários de drogas intravenosas, por 

transfusão de sangue e congenitamente de mãe para filho, mas estes modos de 

transmissão são mais raros do que a transmissão vetorial (WHO, 2010). 

Os vetores pertencem à subfamília Phlebotominae, que se divide em dois 

gêneros principais: Phlebotomus e Lutzomyia. Na Europa, na Ásia e na África, os 

vetores das espécies causadoras da leishmaniose visceral são do gênero 

Phlebotomus (GREENE et al., 2006; LAINSON & SHAW, 1987). Nas Américas, os 

vetores são do gênero Lutzomyia (PEARSON & SOUSA, 1996). 

No Brasil, duas espécies estão relacionadas com a transmissão da doença, 

Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi. A primeira é considerada a principal 

espécie transmissora da Leishmania chagasi, mas a Lutzomyia cruzi também foi 

incriminada como vetor em uma área específica do estado do Mato Grosso do Sul 

(BRASIL, 2005). 

A leishmaniose visceral é considerada uma zoonose, embora existam formas 

antroponóticas, em que os seres humanos são o único reservatório. Várias espécies 

de mamíferos, incluindo caninos (Canis familiaris), raposas (Dusicyon vetulus e 

Cerdocyon thous), roedores e marsupiais (Didelphis albiventris) podem ser 

reservatórios e são responsáveis pela manutenção a longo prazo da Leishmania na 

natureza (ASHFORD, 1996; MAGILL, 2000). A maioria dos reservatórios é bem 

adaptada e desenvolve a forma assintomática ou apenas infecções leves que podem 

persistir por anos. Uma importante exceção é o cão, que pode desenvolver a doença 

sintomática, generalizada e fatal (DEDET & PRATLONG, 2009). 

A LV é endêmica em 62 países, com um total de 200 milhões de pessoas em 

risco. Há uma estimativa de 500.000 novos casos de LV e mais de 50.000 mortes 
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pela doença a cada ano (DESJEUX, 2004), número de mortes que é superado entre 

as doenças parasitárias apenas pela malária (WHO, 2002). 

A maioria (> 90%) dos casos ocorre em apenas seis países: Bangladesh, 

Índia, Nepal, Sudão, Etiópia e Brasil (Figura 2). Migração, falta de medidas de 

controle e co-infecção com HIV são os três principais fatores do aumento da 

incidência da LV no mundo (BOELAERT et al., 2000; DESJEUX, 2001). 

 

 

Figura 2. Distribuição geográfica da Leishmaniose visceral no Velho e Novo Mundo (WHO, 
2010).  

 

No Brasil, a doença está distribuída em 21 Unidades Federadas, atingindo as 

cinco regiões brasileiras (BRASIL, 2010). Primariamente, era uma doença de caráter 

rural. Entretanto, está se expandindo para áreas urbanas de médio e grande porte e 

se tornou um crescente problema de saúde pública no país, sendo uma endemia em 

franca expansão geográfica (BRASIL, 2005). Cidades das regiões Norte (a exemplo 

de Boa Vista e Santarém), Sudeste (entre elas Belo Horizonte e Montes Claros), 

Centro Oeste (citando-se Cuiabá e Campo Grande) e Nordeste (como Fortaleza, 

Terezina, Salvador, São Luís, Natal e Aracaju) têm sido foco da LV (GONTIJO & 

MELO, 2004; SINAN, 2011). 

A razão da expansão da LV nos últimos anos é multifatorial, entre os quais se 

destacam o desmatamento desordenado, que culmina com a invasão do ambiente 
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peridomiciliar pelo flebotomíneo Lutzomyia longipalpis; a presença de grande 

população do cão doméstico nas áreas endêmicas, susceptível à infecção pela L. 

chagasi, contribuindo para a manutenção do ciclo peridomiciliar; a migração de 

populações não imunizadas de outras regiões; o desenvolvimento de novos métodos 

de diagnóstico e, finalmente, a difusão entre os profissionais médicos e paramédicos 

sobre a importância do diagnóstico da LV em indivíduos febris, principalmente 

crianças, procedentes de áreas endêmicas (LAINSON, 1988; LAINSON, 1989). 

De 2000 a 2009 foram registrados 34.583 casos de LV no Brasil, com média 

anual de 3.458 casos confirmados. Nesse mesmo período, ocorreram 1.771 óbitos 

por LV, representados por uma letalidade de 5,1% (BRASIL, 2010). 

Na década de 90, aproximadamente 90% dos casos notificados de LV 

ocorreram na região Nordeste. Na medida em que a doença expandiu para outras 

regiões, essa situação vem se modificando e, recentemente, a região Nordeste 

representa 48% dos casos do país (BRASIL, 2010).  

Em 2010, foram confirmados no Nordeste 1.662 casos de leishmaniose 

visceral. O Ceará lidera com 485 casos, seguido do Maranhão e da Bahia com cerca 

de 360. A Paraíba com 23 casos é o estado de menor incidência (SINAN, 2011). 

Desde 1934, casos humanos de leishmaniose visceral (LV) vêm sendo 

registrados no Estado de Sergipe (CHAGAS, 1936). Em 2010, foram confirmados 75 

casos, situando Sergipe em quinto lugar da região Nordeste, ficando atrás somente 

do Ceará, Maranhão, Bahia e Piauí (SINAN, 2011). 

 

2.3 Ciclo Biológico 

O ciclo da Leishmania envolve o hospedeiro vertebrado e o vetor 

flebotomíneo (Figura 3). Durante o repasto sanguíneo, a fêmea do flebotomíneo 

torna-se infectada após ingerir as formas amastigotas presentes nos fluidos 

intersticiais, células da pele ou sangue do hospedeiro infectado. No intestino dos 

flebotomíneos, as amastigotas são liberadas e se transformam em promastigotas 

flageladas. Estas passam por um processo chamado de metaciclogênese, em que a 

forma procíclica não infectiva adquire capacidade de virulência e é transformada na 

forma infecciosa denominada metacíclica (DA SILVA & SACKS, 1987). As 

promastigotas metacíclicas migram para a faringe e cavidade bucal, onde se 
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acumulam até que o flebótomo faça um novo repasto sanguíneo (CUNNINGHAM, 

2002). 

  As formas promastigotas infectantes da Leishmania são inoculadas abaixo 

da pele do hospedeiro mamífero durante o repasto sanguíneo. Uma vez 

transmitidos, os parasitas são internalizados pelas células dendríticas e macrófagos 

na derme (ALEXANDER & RUSSEL, 1992; BRITTINGHAM et al., 1999).  

Após a fagocitose, as formas promastigotas ficam dentro de fagossomos, os 

quais se fundem com lisossomos, formando o fagolisossomo. Durante este 

processo, as formas promatigotas rapidamente se transformam em amastigotas 

dentro de 12-24 horas (SINGH et al., 2006), as quais resistem ao ambiente ácido e à 

ação destruidora das enzimas lisossomais, se multiplicam por divisão binária, 

destroem a célula hospedeira e infectam outras células fagocíticas. As amastigotas 

se disseminam através dos sistemas linfático e vascular (CHAPPUIS et al., 2007).  

Sendo assim, nos hospedeiros mamíferos, a Leishmania é obrigatoriamente 

um parasita intracelular e existe na forma amastigota no interior de células do 

sistema mononuclear-fagocitário, principalmente macrófagos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 3. Ciclo biológico da Leishmania donovani. Modificado de CHAPPUIS et al., 2007. 
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2.4 A Doença no Homem 

A leishmaniose visceral é uma doença com um amplo espectro de 

manifestações clínicas classificadas em três tipos: 1) forma assintomática, 

caracterizada por teste de Montenegro positivo contra antígenos de Leishmania, 

sem a presença de sinais e/ou sintomas; 2) forma oligossintomática, caracterizada 

por sorologia positiva e presença de sinais e/ou sintomas leves como febre, 

hepatomegalia leve e/ou esplenomegalia; 3) forma clássica ou sintomática, 

caracterizada por hepatoesplenomegalia, febre, pancitopenia, 

hipergamaglobulinemia e grave comprometimento da própria saúde (BADARÓ et al., 

1986a).    

O período de incubação varia de 10 dias até mais de um ano, e o início da 

doença é geralmente gradual. Os sintomas comuns são febre, mal-estar, calafrios, 

perda de peso, anorexia e desconforto no hipocôndrio esquerdo. Os sinais clínicos 

mais comuns são esplenomegalia, com ou sem hepatomegalia, palidez de mucosas. 

Linfadenopatia pode estar presente e ser a única manifestação clínica. Sinais de 

desnutrição (edema, alterações da pele e cabelo) podem se desenvolver com a 

progressão da doença (WHO, 2010). 

Os fatores que normalmente predispõem à forma sintomática são o estresse, 

a má nutrição e a supressão da resposta imune, principalmente em co-infecções 

pelo HIV.  A patogenia da LV é caracterizada pela internalização dos parasitas pelas 

células dendríticas e macrófagos na derme e sua transformação em amastigotas. 

Estas se multiplicam e sobrevivem em fagolisossomos através de uma interação 

entre o complexo parasita-hospedeiro (LODGE et al, 2006; RITTIG & BOGDAN, 

2000). Os parasitas se disseminam através do sistema linfático e vascular, e infecta 

outros monócitos e macrófagos no sistema retículo-endotelial, resultando em 

infiltração na medula óssea, hepatoesplenomegalia e, por vezes, aumento dos 

gânglios linfáticos (linfadenopatia) (WHO, 2010). 

No Brasil, a doença é mais frequente em menores de 10 anos (58%) e o sexo 

masculino é proporcionalmente o mais afetado (61%) (Brasil, 2010). A razão da 

maior suscetibilidade em crianças é explicada pelo estado de relativa imaturidade 

imunológica celular, agravado pela desnutrição, tão comum nas áreas endêmicas, 

além da maior exposição ao vetor no peridomicílio. Por outro lado, o envolvimento 
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do adulto tem repercussão significativa na epidemiologia da LV, uma vez que a 

infecção nem sempre condiz com a doença clínica e uma grande parte da população 

adulta possui a forma assintomática (BRASIL, 2010). No Brasil, a proporção de 

infecções assintomáticas e sintomáticas varia de 8:1 a 18:1 (BADARÓ et al., 1986a; 

EVANS et al, 1992). 

A alta prevalência de infecções assintomáticas em áreas endêmicas, 

principalmente na população adulta, é justificada por uma imunidade ao parasita 

adquirida naturalmente. Os indivíduos assintomáticos apresentam anticorpos 

específicos e/ou resposta de células T aos antígenos de Leishmania como indicado 

pelos resultados positivos ao teste de Montenegro, cuja prevalência cresce com o 

aumento da idade (BADARÓ et al., 1986a; DESJEUX, 1992; KURTZHALS et al., 

1992; SACKS  et al, 1987; WHO, 2010).  

 

2.5 Resposta Imunológica contra a Leishmania 

O número de indivíduos assintomáticos é bem superior ao dos que 

apresentam a doença, indicando que a maioria das pessoas tem condições de 

destruir os parasitas e impedir a progressão da infecção. Em contraste, as 

deficiências imunológicas, sejam da imunidade inata (disfunções de células 

fagocíticas, células NK (Natural Killer) e deficiência do sistema Complemento) ou da 

imunidade adaptativa (deficiência da função de células T), estão fortemente 

associadas com aumento de susceptibilidade à Leishmaniose (JANEWAY, 2001). 

 

2.5.1 Resposta Imune Adaptativa na Leishmaniose Visceral 

A resposta imune mediada por células tem um papel importante no controle 

da infecção por Leishmania (BACELLAR & CARVALHO, 2005). Após a fagocitose, 

dentro dos macrófagos as leishmanias podem estimular tanto as células TCD4+ 

através da expressão de antígenos associados ao MHC classe II, como também 

células TCD8+ através da expressão de antígenos associados a moléculas do MHC 

classe I. Os Linfócitos T CD4+ podem ser subdivididos em pelo menos duas 

subpopulações: T “Helper” tipo 1 (Th1) e T “Helper” tipo 2 (Th2), definidas de acordo 

com perfis distintos de secreção de citocinas (Figura 4). 
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Linfócitos Th1 e Th2 se desenvolvem a partir de células precursoras virgens e 

vários fatores contribuem para esta diferenciação como, por exemplo, o tipo de 

célula apresentadora de antígeno, a natureza dos sinais coestimulatórios, via e dose 

de administração do antígeno e presença de citocinas (GUMY et al., 2004). IL-12, 

produzida por macrófagos e células dendríticas, é descrita como fator dominante na 

diferenciação de células Th1 a partir da célula virgem precursora T CD4+ 

(TRINCHIERI, 1995; DEL VECCHIO et al., 2007). Este comprometimento para Th1 é 

otimizado por IFN-, produzido também por células Natural Killer (NK), o qual 

aumenta a expressão de receptores para IL-12, além de inibir o desenvolvimento de 

células Th2 (O'GARRA, 1998; FOULDS et al., 2006). Por outro lado, a produção de 

IL-4 no início de uma resposta imune é descrita como fator indispensável para a 

polarização no sentido Th2 (SWAIN, 1993).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Mecanismo imunológico no curso da infecção por Leishmania. 

 

As citocinas liberadas pelas células Th1 (IL-2, IL-12, IL-18, IFN-, TNF-α) 

favorecem o desenvolvimento de resposta imune celular e estão envolvidas 

principalmente na defesa contra patógenos intracelulares, através da ativação de 

macrófagos. Por outro lado, as citocinas liberadas pelas células Th2 (IL-4, IL-5, IL-

10, IL-13, TGF-β) favorecem o desenvolvimento da resposta imune humoral, ativam 

as defesas contra patógenos extracelulares (ABBAS et al., 1996; GUMY et al., 2004; 

MOSMANN et al., 1986).  
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INF- parece ser a citocina mais efetiva do hospedeiro no controle da infecção 

por Leishmania spp. Esta citocina, produzida por células Th1 e células NK, estimula 

a atividade microbicida de macrófagos com produção de óxido nítrico. Outras 

citocinas, como o fator de necrose tumoral (TNF-), IL-6, IL-12 e IL-18 agem em 

sinergismo com o INF-, enquanto outras como IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e TGF-β 

inibem a síntese de INF- (AWASTHI et al., 2004; BACELLAR & CARVALHO, 2005; 

BOGDAN et al., 2000).  

Por outro lado, citocinas como IFN-, TNF-α e IL-12 podem ser tóxicas 

quando produzidas em quantidades elevadas. Entretanto, a IL-10 bloqueia a 

ativação de células Th1 e, conseqüentemente, previne a superprodução dessas 

citocinas, evitando dano tecidual (RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998). Outras funções 

da IL-10 são inibir a síntese de citocinas/quimiocinas produzidas por macrófagos 

como IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-23, IL-27, TNF-α, TGF-β, G-CSF, GM-CSF, 

MIF; inibir a função de macrófagos e os eventos metabólicos associados com a sua 

ativação; inibir a expressão de moléculas co-estimulatórias e MHC classe II, dentre 

outras. 

O papel da ativação de Th1 e Th2, determinando resistência ou 

suscetibilidade à leishmaniose foi avaliado a partir de modelos experimentais, 

utilizando-se camundongos suscetíveis BALB/c e camundongos resistentes 

C3H/HeN infectados com L. (L.) major. Os camundongos C3H/HeN desenvolveram 

uma resposta do tipo Th1, com produção de IL-2 e  INF-, citocinas pró-

inflamatórias, sendo capazes de controlar a multiplicação das leishmanias. Já os 

camundongos BALB/c desenvolveram uma resposta Th2 após a infecção com L. (L.) 

major, com alta produção das citocinas IL-4 e IL-10, desenvolvendo a doença grave 

e progressiva (HEINZEL et al., 1991). Foram observados em humanos com 

leishmaniose que não apresentam cura espontânea, níveis elevados de IL-4 e IL-10, 

citocinas relacionadas com a proliferação dos parasitas e a severidade da doença 

(KHARAZMI et al., 1999). 

Em geral, a leishmaniose visceral distingue-se pela mistura de respostas Th1 

e Th2, normalmente com um saldo positivo para a resposta Th2 (BACELLAR et al., 

2000), ou seja, há um aumento da produção de múltiplas citocinas e quimiocinas, 

dentre elas pró-inflamatórias como IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15, IP-10, MIG, IFN- e 
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fator de necrose tumoral (TNF-α). Entretanto, pacientes com a doença ativa têm 

níveis mais elevados de IL-10 no soro (GHALIB et al., 1993). Esses achados 

sugerem que a clínica desfavorável não está apenas relacionada com o domínio da 

resposta Th2 ou defeito na resposta Th1, mas que outros imunossupressores ou 

mecanismos imunes de evasão da Leishmania contribuem para a patogênese de 

LV.  

 

2.5.2 Resposta Imune Inata na Leishmaniose Visceral 

As células da resposta imune inata apresentam um papel importante não 

apenas nos mecanismos de destruição inicial do patógeno, mas também no 

direcionamento do tipo de resposta imune adaptativa gerada. Vários componentes 

da resposta imune inata participam do mecanismo de defesa contra as Leishmanias 

(ZAMBRANO-VILLA et al., 2002).   

 

2.5.2.1 Sistema Complemento 

Uma das tentativas para eliminar o parasita seria por meio da lise direta pelo 

sistema Complemento. Entretanto, as formas infectantes metacíclicas são 

resistentes à ação do Complemento, que, ao invés de promover a lise, opsonisa as 

leishmanias com moléculas C3b e C3bi, as quais favorecem a fagocitose, pois se 

ligam aos receptores de macrófagos CR1 e CR3, respectivamente (BOGDAN et al., 

1996; BOGDAN & ROLLINGHOFF, 1998).  

 

2.5.2.2 Neutrófilos 

Segundo Van Zandbergen et al. (2007), a infecção de neutrófilos por 

Leishmania major segue o modelo “Cavalo de Tróia”, sendo um mecanismo para 

entrada “silenciosa” dos parasitas nos macrófagos.  

Após a picada do flebotomíneo, sua saliva estimula um rápido influxo de 

neutrófilos no local da lesão e posterior fagocitose dos parasitas de L. major ali 

presentes (PETERS et al., 2008), evitando a morte dos parasitas no meio 

extracelular. Alternativamente, neutrófilos infectados podem liberar parasitas melhor 

adaptados à sobrevivência em macrófagos (KRYSKO et al., 2006; GREGORY & 

DEVITT, 2004). Sendo assim, os neutrófilos não estão necessariamente envolvidos 
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na destruição dos parasitas, podendo funcionar como reservatórios para liberação 

tardia da Leishmania.  

Prates et al. (2011) descreveu que a saliva de L. longipalpis desencadeia a 

apoptose de neutrófilos. O efeito proapoptóticos da saliva foi devido a ativação da 

caspase e expressão de FasL na superfície dos neutrófilos. Entretanto, Aga et al. 

(2002) demonstrou que a Leishmania inibe a ativação da caspase 3, enzima 

intimamente relacionada aos mecanismos apoptóticos.  Com a chegada dos 

macrófagos ao foco inflamatório, ocorre interação destas células com os neutrófilos 

que tardiamente entram em apoptose. 

 

2.5.2.3 Células “Natural Killer”  

As células “Natural Killer” (NK) também participam da imunidade inata, porém 

ainda existem controvérsias quanto ao seu papel na infecção experimental por 

Leishmania major. Scharton-Kersten et al. (1995 e 1997) descreveram que as 

células NK são fundamentais no direcionamento da resposta Th1 na infecção por L. 

major, uma vez que esta população celular representa uma importante fonte de IFN-

 que pode otimizar a produção de IL-12 por células T ativadas (SCHARTON et al., 

1993). Além disso, estas células exercem uma potente atividade citotóxica contra 

células infectadas (MULLER et al., 2001).  

Entretanto, Nylen et al. (2003) demonstraram que após ativação antígeno-

específica, células NK de indivíduos portadores de LV clássica não produzem IFN-, 

contribuindo para o desenvolvimento de uma resposta imune ineficaz e o 

favorecimento do crescimento do parasita. 

 

2.5.2.4 Inflamassomas e Receptores Toll-like 

Os inflamassomas são importantes reguladores da inflamação e são 

necessários para a ativação proteolítica da caspase-1. Vários estudos têm 

demonstrado que a caspase-1 em macrófagos murinos contribui efetivamente para a 

restrição da multiplicação de parasitas intracelulares, como a Leishmania, por 

mecanismos ainda não identificados (LAMKANFI et al., 2007; AMER et al., 2006). A 

caspase-1 por sua vez é necessária para o processamento proteolítico e secreção 

de citocinas pro-inflamatórias tais como IL-1β e IL-18, como também para a indução 
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de um tipo de morte celular denominada piroptose (FINK & COOKSON, 2005; 

KUIDA et al., 1995). Entretanto, estudos indicam que a Leishmania pode inibir a 

ativação do inflamassoma, consequentemente os macrófagos não conseguem ser 

ativados. 

Várias proteínas já foram descritas como iniciadoras da formação do 

complexo inflamassoma: NLRP1, NLRP3, NLRC4 e AIM-2. O NLRP3 inflamassoma, 

além de ser a via mais estudada, é a que chama mais atenção dos pesquisadores 

devido à sua capacidade de reconhecer vários estímulos de diferentes origens. 

Estudo realizado por Bauernfeind et al. (2011) indica que a inibição do ROS 

(espécies reativas do oxigênio) bloqueia a ativação do NLRP3 inflamassoma, pois a 

ativação da via do NLRP3 requer um estímulo inicial que induza à expressão desta 

molécula, que é produzida em baixos níveis nos macrófagos não estimulados. 

Estudo realizado por Cortez et al. (2011) mostrou que L. amazonensis 

promove sua própria sobrevivência por meio da indução da expressão do ligante 

imunoregulatório CD200, que inibe a iNOS do hospedeiro, reduzindo a produção de 

óxido nítrico. CD200 é induzida por agonistas de inflamassomas NALP3 e limita a 

ativação da caspase-1 e secreção IL-1(MUKHOPADHYAY et al., 2010). 

Por sua vez, a interação entre CD200-CD200R inibe a resposta inflamatória 

inata mediada por TLR-, NOD2-, e NALP3, tanto in vivo quanto ex vivo, e é essencial 

para proteger o hospedeiro de septicemias letais (MUKHOPADHYAY et al., 2010). 

Receptores Toll-like (TLRs) estão presentes em células da resposta imune 

inclusive em macrófagos. O direcionamento da resposta Th1 e Th2 de linfócitos está 

envolvido com o que é produzido por células dendríticas após o reconhecimento de 

antígenos de patógenos por receptores Toll-like presentes nessas células. Eles são 

cruciais na regulação da resposta imune inata contra os patógenos, e 11 TLRs foram 

identificados em mamíferos. Segundo Borges et al. (2001), os TLRs reconhecem 

padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) e isso induz a produção de 

sinais responsáveis pela ativação de genes importantes para a defesa imune do 

hospedeiro, como maturação, fagocitose e atividade microbicida de fagócitos 

(AKIRA, 2003). 

Dentre os TLRs, destacam-se o TLR4 e o TLR2. Este está associado à 

proteção do hospedeiro contra doenças infecciosas e parasitárias. Na leishmaniose, 
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a ativação do TLR2 é, em parte, responsável pela ativação de macrófagos com 

secreção de citocinas como IL-12 e TNF- e aumento da produção de NO, inibindo a 

proliferação do parasita (SILVESTRE et al., 2009). No entanto, a infecção pela 

Leishmania donovani modula negativamente a via da MAPK P38 estimulada pelo 

TLR2, suprimindo a produção de IL-12, além disso, promove aumento da IL-10 via 

ERK1/2 (CHANDRA & NAIK, 2008). 

Em experimentos com ratos, Kropf et al. (2004) observou o envolvimento do 

TLR4 no controle da infecção por Leishmania major através do aumento da 

expressão da iNOS. Além disso, Debus et al. (2003) e de Veer et al. (2003) 

demonstraram que o LPG não tem efeito sobre TLR4.  

Estudos confirmam a importância de TLRs no início da patogênese da 

leishmaniose, levando à susceptibilidade ou à resistência, uma vez que foi 

evidenciado que os TLRs podem regular o equilíbrio Th1 / 2 (DE VEER et al., 2003; 

FLANDIN et al., 2006). Os efeitos terapêuticos da ativação dos TLRs estão 

associados com a expressão de níveis elevados de IFN- e a expressão precoce de 

IL-12. Entretanto, micro-organismos patogênicos podem também modular ou 

interferir no reconhecimento de padrões mediados pelos receptores toll-like (TLRs) e 

usar os TLRs como um mecanismo de escape do hospedeiro (NETEA et al., 2004).  

 

2.5.2.5 Infecção de Macrófagos e Mecanismos Microbicidas  

Outro fator importante na imunidade inata é a função dos macrófagos. No 

entanto, em infecções por Leishmania, as atividades microbicidas de macrófagos 

são severamente prejudicadas, levando à sobrevivência e proliferação dos parasitas 

dentro dos mesmos (OLIVIER et al., 2005). 

Parasitas intracelulares muitas vezes manipulam as células hospedeiras para 

torná-las mais propícias para o estabelecimento da infecção e a sua propagação 

dentro delas (ANDERSON et al., 2005; DENKERS & BUTCHER, 2005; GREGORY 

& OLIVIER, 2005; HANDMAN & BULLEN, 2002; MÜLLER et al., 2003). Estudos 

recentes mostram que a Leishmania segue este paradigma, a fim de infectar 

macrófagos de mamíferos. Evidências sobre os mecanismos utilizados pela 

Leishmania para atingir o seu objetivo provêm principalmente de estudos que 

comparam macrófagos não infectados com macrófagos infectados por Leishmania 
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(BATES, 2006; CHANG et al., 1990; DENKERS & BUTCHER, 2005; GREGORY & 

OLIVIER, 2005; HANDMAN & BULLEN, 2002; MISRA et al., 2005; OLIVIER et al., 

2005).  

Espelhando-se na nomenclatura Th1/Th2, muitos se referem a macrófagos 

polarizados como células M1 e M2. Macrófagos do tipo M1 são induzidos por IFN- 

somente ou em conjunto com estímulos microbianos como o Lipopolissacarídeo 

(LPS), ou citocinas como TNF e GM-CSF. Células M1 possuem o fenótipo de 

produzirem concentrações elevadas de IL-12 e IL-23, e baixas concentrações de IL-

10. São hábeis produtoras de intermediários reativos de oxigênio e nitrogênio, além 

de citocinas inflamatórias (IL-1β, TNF e IL-6). Contribuem como células indutoras e 

efetoras em respostas Th1, e são resistentes contra parasitas intracelulares 

(GORDON, 2003; MANTOVANI et al., 2005).  

Em contraste, a forma alternativa M2 da ativação do macrófago é um nome 

genérico utilizado para várias formas de macrófagos ativados não-classicamente, 

resultantes da exposição celular às interleucinas IL-4 ou IL-13, imunocomplexos, IL-

10 (GORDON, 2003; MANTOVANI et al., 2005). A forma M2 possui o fenótipo de 

baixa produção de IL-12 e IL-23, e alta produção de IL-10 (MANTOVANI et al., 

2005). Estudo realizado por Farrow et al. (2011) sugere que as Leishmanias se 

propagam preferencialmente dentro de macrófagos do tipo M2 por serem mais 

propensos à infecção. 

Quando ativados, os macrófagos desempenham um papel fundamental no 

processo inflamatório em diferentes tecidos. Eles são capazes de secretar citocinas 

pró-inflamatórias (tais como IL-1, TNF-α, IL-6, IL-8, MCP-1), radicais livres do 

oxigênio, proteases e outras enzimas (LEE et al., 1985). 

Todas as espécies de Leishmania parasitam células do sistema fagocítico 

mononuclear do hospedeiro. Embora o parasitismo de promastigotas de Leishmania 

possa ser verificado em todos os fagócitos, elas sobrevivem apenas em macrófagos 

e monócitos imaturos (ALEXANDER & RUSSEL, 1992).  

Após o reconhecimento da Leishmania, macrófagos são ativados e se tornam 

as chamadas "células efetoras", que podem fagocitar e destruir o hóspede 

indesejado. Vários processos celulares começam após a ativação dos macrófagos, 

incluindo a produção de enzimas de degradação fagolisossomais (ex: proteases, 
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nucleases, fosfatases, lipases e esterases), a geração do estresse oxidativo com 

produção de superóxido (O2
-) e a produção de óxido nítrico (NO) (ASSCHE et al., 

2011). 

As enzimas lisossomais induzem um efeito tóxico direto e acidificação do 

meio ambiente. A explosão oxidativa provocada pela enzima NADPH oxidase é o 

resultado do aumento dramático no consumo de oxigênio que é típico do processo 

de fagocitose. Depois da ativação de macrófagos, o aumento da concentração de 

várias citocinas tais como IFN- e TNF-α melhora a atividade da NADPH oxidase e, 

posteriormente, a produção de espécies reativas do oxigênio, como radical 

superóxido (O2
-). A produção de O2

- leva à formação espontânea ou enzimática de 

peróxido de hidrogênio (H2O2), radical hidroxila (OH•), hipoclorito (ClO-) e 

peroxinitrito (ONOO-) (BABIOR et al., 1973; BABIOR, 2000). Produtos microbianos 

como lipopolissacarídeo (LPS) também favorecem a ativação da NADPH oxidase 

(MAUEL & RANSIJN, 1997). 

Os fagócitos também sintetizam óxido nítrico (NO) a partir de L-arginina pela 

ação da enzima NO-sintetase induzida (iNOS), que é ativada por citocinas pró-

inflamatórias como IFN- e em resposta ao estímulo de LPS (BOGDAN et al., 2000; 

LIEW et al.,1990). O NO é um importante radical livre microbicida que reage com o 

superóxido (O2
-) gerando peroxinitrito (ONOO-), potente oxidante de proteínas, 

lipídeos de membrana e DNA (WEINBERG et al., 1995).  

Segundo Santos et al. (2012), alguns isolados de L. chagasi apresentam 

resistência natural ao óxido nítrico (NO). Sendo assim, a permanência de parasitas 

dentro de macrófagos é determinada pelo balanço entre a habilidade da resposta 

imune em ativar macrófagos infectados e a habilidade de os parasitas resistirem aos 

mecanismos citotóxicos de macrófagos ativados (MUKBEL et al., 2007). 

É importante entender os fatores que predispõem alguns indivíduos a 

manifestar a doença ou o controle da infecção para o desenvolvimento de uma 

imunoterapia e/ou imunoprofilaxia.  
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3 OBJETIVOS 

3.1 Geral 

Avaliar a atividade leishmanicida de macrófagos infectados por Leishmania 

chagasi isolados de indivíduos tratados e assintomáticos para Leishmaniose visceral 

3.2 Específicos 

3.2.1 Avaliar a infecção em macrófagos isolados de indivíduos tratados e 

assintomáticos para Leishmaniose visceral quando infectados com o isolado de L. 

chagasi (LVHSE-07). 

  3.2.2 Avaliar a infecção em macrófagos isolados de indivíduos tratados para 

Leishmaniose visceral quando infectados com os seus próprios isolados de L. 

chagasi (LVHSE-24, LVHSE-28, LVHSE-37). 

3.2.3 Avaliar a infecção em macrófagos isolados de pacientes assintomáticos 

para Leishmaniose visceral quando infectados com os isolados de L. chagasi dos 

indivíduos tratados (LVHSE-28, LVHSE-37). 
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4 CASUÍSTICA E MÉTODOS 

O presente estudo transversal foi realizado no Hospital Universitário da 

Universidade Federal de Sergipe (UFS). 

4.1 Esquema do Estudo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2 Seleção de Pacientes 

Foram selecionados sete pacientes e distribuídos em dois grupos. Os que 

foram diagnosticados com leishmaniose visceral (LV) e que após seis meses de 

tratamento apresentaram cura clínica foram enquadrados no grupo de indivíduos 

tratados, composto por cinco pacientes. Os que não apresentaram sinais nem 

sintomas para LV, mas que foram positivos para o Teste de Montenegro contra o 

antígeno de Leishmania, foram enquadrados no grupo de pacientes assintomáticos, 

composto por dois pacientes.  

Tratado Assintomático 

Separar PBMC /Macrófagos 

Infectar macrófagos com Leishmania chagasi 
LVHSE-07, LVHSE-24, LVHSE-28, LVHSE-37  

Sem estimular Estimular com LPS + IFN- 

Determinar percentual de macrófagos infectados e 
número de Leishmanias no interior dos macrófagos 
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Foram adotados os seguintes critérios de seleção: tratados - indivíduos após 

180 dias de tratamento para Leishmaniose visceral e curados, idade entre 18 e 60 

anos, que não possuíam outras patologias associadas (Diabetes Mellitus, Hepatites 

virais, portadores do vírus HIV, entre outras); assintomáticos - familiares de 

indivíduos tratados com reação de Montenegro positiva, idade entre 18 e 60 anos, 

sem evidências de Leishmaniose visceral e que não possuíam outras patologias 

associadas (Diabetes Mellitus, Hepatites virais, portadores do vírus HIV, entre 

outras). 

4.3 Cultura de L. chagasi 

Promastigotas de L. chagasi foram descongeladas e cultivadas em meio 

bifásico com ágar sangue Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) e Schneider suplementado 

com soro bovino fetal e penicilina. As culturas foram mantidas em estufa de 24 ±1°C 

e examinadas diariamente em microscopia para avaliação da curva de crescimento. 

Atualmente existem 75 isolados de L. chagasi congelados no freezer a -70°C 

do Laboratório de Biologia Molecular. Foram utilizados nesta pesquisa, os isolados 

LVHSE-07, LVHSE-24, LVHSE-28 e LVHSE-37, sendo que a Leishmania chagasi 

LVHSE-07 foi utilizada como controle. 

4.4 Isolamento de Monócitos do Sangue Periférico 

Células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram isoladas do 

sangue venoso (40ml) heparinizado de 7 indivíduos (05 tratados e 02 

assintomáticos) como descrito anteriormente por Souza et al. (2010). Brevemente, o 

sangue heparinizado foi diluído 1:2 com 0.9% de Cloreto de sódio (NaCl) e, por meio 

do gradiente de densidade Ficoll-Hypaque (LSM; Organon Teknika corporation, 

Durham, NC, USA), as CMSP foram isoladas após centrifugação e coletadas da 

interface entre o plasma e o Ficoll. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes 

com 0.9% NaCl e suspendidas em 3 ml do meio de cultura RPMI 1640 (Sigma 

Chemical Co., St. Louis, MO, USA) suplementado com 10% de soro bovino fetal 

inativo (SBF) (Sigma) e antibiótico (100 IU/mL penicilina) (Sigma). Foram ajustados 

3x105 CMSP em 200 µl do meio de cultura para aderir em cada poço das placas de 

8 poços LabTek® (Nalge Nunc International, Naperville, IL). Estas foram incubadas 

por 2 horas a 37°C com 5% de CO2, em seguida lavadas 2 vezes com 0.9% NaCl 
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para retirar as células que não aderiram. Os monócitos aderidos se diferenciaram 

em macrófagos após 5-7 dias a 37°C e 5% de CO2. 

4.5 Infecção de Macrófagos 

Os macrófagos foram infectados com promastigotas de Leishmania chagasi. 

Para a infecção, promastigotas na fase estacionária foram lavadas por meio de 

centrifugação, suspendidas em RPMI 1640 e utilizadas para infectar macrófagos de 

pacientes sintomáticos e assintomáticos. As infecções foram realizadas em triplicata 

com uma proporção de parasita/macrófago de 5:1 por 2 horas a 37°C em 5% de 

CO2. Foram removidos parasitas extracelulares por meio de lavagem cuidadosa, e 

os macrófagos infectados foram mantidos por 2, 72 e 96 horas. Cada placa LabTek 

possuía condições contendo ou não LPS (100 ng/mL) mais IFN- (10 ng/mL), 

adicionados 30 minutos antes da infecção. As células foram coradas com Panótico 

Rápido (LB-Laborclin Ltda) e o nível de infecção foi enumerado microscopicamente. 

Cada experimento foi realizado em triplicata. A proporção de células infectadas e o 

número de parasitas/100 macrófagos foram enumerados por três diferentes 

observadores, em condições experimentais cegas.  

4.6 Considerações Éticas 

Para a realização desta pesquisa todos os pacientes assinaram um termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE), confirmando suas participações. O projeto 

foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UFS (CAAE-0162.0.107.000-09). 

 4.7 Análise Estatística 

Para comparação entre grupos independentes e não paramétricos foi utilizado 

o teste de Mann-Whitney com intervalo de confiança de 95% (IC95%).  

Os dados foram gerenciados no software EXCEL e analisados no 

GRAPHPAD PRISMA. 
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5 RESULTADOS  

5.1 Seleção dos pacientes 

O grupo dos tratados foi composto por 05 indivíduos, dentre eles 04 do sexo 

masculino e 01 do sexo feminino com idade média de 25,8 anos, enquanto que o 

grupo dos assintomáticos foi composto por 02 pacientes, sendo 01 do sexo 

masculino e 01 do sexo feminino com idade média de 36,5 anos (Tabela 01).   

 
Tabela 01: Caracterização dos pacientes sintomáticos e assintomáticos segundo dados 
clínicos. 
 

 

Variável 

Grupo  

Tratado  

(n=5) 

Grupo 

Assintomático 

(n=2) 

 

Média de Idade (anos) 25,8 36,5  

    

Gênero    

M (%) 4 (80) 1 (50)  

F (%) 1 (20) 1 (50)  

 
 

5.2 Macrófagos de indivíduos tratados foram mais infectados pelo 

isolado de Leishmania chagasi (LVHSE-07) do que os macrófagos de pacientes 

assintomáticos, e não controlaram a infecção 

Para avaliar a capacidade em controlar a infecção por L. chagasi, macrófagos 

provenientes de indivíduos tratados e assintomáticos foram infectados com um 

isolado de Leishmania chagasi sensível ao NO (LVHSE-07) durante 2, 72 e 96 

horas. No tempo de 2 horas, os macrófagos dos indivíduos tratados foram mais 

infectados (30,63 + 13,11) do que os dos assintomáticos (19,37 + 9,74) e, após 72 

horas, o nível da infecção aumentou nos macrófagos dos tratados (34,33 + 19,63), 

enquanto reduziu nos macrófagos dos assintomáticos (15,75 + 5,69). Ao atingir 96 

horas, os macrófagos dos tratados não controlaram a infecção (28,31 + 17,82), ao 

contrário dos macrófagos dos pacientes assintomáticos (12,5 + 3,62) (p=0,014) 

(Figura 5A).  
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Os macrófagos dos indivíduos tratados, após estímulo com LPS e IFN-, no 

tempo de 2 horas, foram duas vezes mais infectados (40,78 + 21,36) do que os dos 

assintomáticos (21,75 + 13,81). No tempo de 72 horas, observou-se que a infecção 

nos macrófagos dos tratados reduziu (27,48 + 21,61), todavia a redução foi maior, 

em aproximadamente 2,5 vezes, nos macrófagos dos assintomáticos (8,75 + 3,5). 

No tempo de 96 horas, os macrófagos dos tratados não controlaram a infecção 

(25,71 + 22,46), mesmo na presença do estímulo, ao contrário dos assintomáticos, 

que controlaram a infecção (6,87 + 3,96) (p=0,008) (Figura 5B). O controle da 

infecção pelos macrófagos dos assintomáticos foi maior na presença de LPS e IFN-

 (6,87 + 3,96) do que na ausência de estímulo (12,5 + 3,62).  

 

(A)                                                                               (B) 

 

 

 

                                  *                                                                                      **              

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Infecção de macrófagos de indivíduos tratados e assintomáticos com o isolado 
LVHSE-07. Macrófagos foram infectados sem e com adição de estímulo LPS e IFN- 
durante 2, 72 e 96 horas. Em seguida, as lâminas foram fixadas e coradas para avaliar (A) a 
porcentagem de macrófagos infectados na ausência de estímulo e (B) porcentagem de 
macrófagos infectados na presença de estímulo. *p=0,014, **p=0,008 (teste Mann-Whitney). 

 

  Para verificar a intensidade da infecção, foi contado o número de parasitas 

no interior dos macrófagos. No tempo de 2 horas, a carga parasitária nos 

macrófagos dos tratados foi 2 vezes maior (89,34 + 66,31) do que nos dos 

assintomáticos (44,75 + 14,97) e, após 72 horas, observou-se que o número de 

amastigotas no interior dos macrófagos dos sintomáticos aumentou (123,74 + 

113,50), enquanto que se manteve controlado no grupo dos assintomáticos (34,12 + 

20,17). No tempo de 96 horas, o número de amastigotas permaneceu elevado nos 



36 

 

2h 72h 96h
0

100

200

300 Controle Sintomáticos
Assintomáticos

N
º 

d
e

 a
m

as
ti

g
o

ta
s/

10
0 

m
ac

ró
fa

g
o

s

2h 72h 96h
0

100

200

300
LPS + INF-g Sintomáticos

Assintomáticos

N
º 

d
e

 a
m

as
ti

g
o

ta
s/

10
0 

m
ac

ró
fa

g
o

s

macrófagos dos tratados (116,29 + 123,22), ao contrário dos assintomáticos, que 

conservaram a carga parasitária controlada (30,5 + 13,77) (Figura 6A). 

Na presença do estímulo com LPS e IFN-, verificou-se que, no tempo de 2 

horas, o número de parasitas no interior dos macrófagos dos indivíduos tratados foi 

aproximadamente 3 vezes maior (143,16 + 122,23) em comparação com os 

assintomáticos (48 + 34,01). Após 72 horas, observou-se uma leve redução do 

número de amastigotas no interior dos macrófagos dos tratados (103,59 + 104,14), 

enquanto que nos macrófagos dos assintomáticos foi reduzido pela metade (24,87 + 

21). No tempo de 96 horas, os macrófagos dos tratados não controlaram a infecção 

(110,39 + 139,79), mesmo na presença do estímulo, ao contrário dos 

assintomáticos, que os resultados sugerem um controle da infecção (14,37 + 11,70) 

(p=0,014) (Figura 6B). O controle da infecção pelos macrófagos dos assintomáticos 

foi maior na presença de LPS e IFN- (14,37 + 11,70) do que na ausência de 

estímulo (30,5 + 13,77). 

 

(A)                                                             (B) 
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Figura 6. Infecção de macrófagos de indivíduos tratados e assintomáticos com o isolado 
LVHSE-07. Macrófagos foram infectados sem e com adição de estímulo LPS e IFN- 
durante 2, 72 e 96 horas. Em seguida, as lâminas foram fixadas e coradas para avaliar (A) o 
número de amastigotas em 100 macrófagos na ausência de estímulo e (B) o número de 
amastigotas em 100 macrófagos na presença de estímulo. *p=0,014 (teste Mann-Whitney). 
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5.3 Macrófagos de indivíduos tratados foram mais infectados com seus 

próprios isolados de Leishmania chagasi (LVHSE-24, LVHSE-28, LVHSE-37) do 

que com o isolado controle (LVHSE-07) 

O desenvolvimento da LV está relacionado com a virulência do parasita e com 

a resposta imune do hospedeiro. Como os macrófagos dos indivíduos tratados foram 

mais infectados e não controlaram a infecção com o isolado LVHSE-07, 

reconvocamos três indivíduos tratados e infectamos seus macrófagos in vitro com 

seus próprios isolados de Leishmania chagasi (LVHSE-24, LVHSE-28, LVHSE-37) e 

com o isolado controle (LVHSE-07) para verificar se respondem de maneira 

diferenciada na presença do seu parasita. 

No tempo de 2 horas, observou-se que a infecção foi semelhante tanto com 

os seus próprios isolados (16,22 + 10,94) quanto com o isolado controle (19,83 + 

5,81). Entretanto, após 72 horas, os macrófagos apresentaram um perfil de infecção 

mais acentuado quando infectados com sua própria Leishmania (26,77 + 6,9) do que 

com a Leishmania controle (23,5 + 7,31). No tempo de 96 horas, os macrófagos 

mantiveram o mesmo nível de infecção quando infectados com a Leishmania 

controle (17,16 + 5,23), enquanto que com a sua própria Leishmania a infecção 

continuou aumentando (30,33 + 10,58) (p=0,011) (Figura 7A).  

Na presença do estímulo com LPS e IFN-, observou-se que, no tempo de 2 

horas, os macrófagos foram mais infectados com a Leishmania controle (22,83 + 

12,04) do que com as Leishmanias dos próprios indivíduos tratados (15,87 + 14,24). 

Entretanto, no tempo de 72 horas, a infecção com a Leishmania controle foi reduzida 

(13,5 + 5,24), enquanto que aumentou com a Leishmania do próprio indivíduo 

tratado (17 + 12,09). Após 96 horas, apesar de ainda permanecerem infectados, os 

macrófagos reduziram em 50% a infecção quando com o isolado LVHSE-07 (9,5 + 

4,23), ao contrário de quando infectados com seu próprio isolado, que continuou 

aumentando (19,22 + 9,45) (p=0,033) (Figura 7B).  
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(A)                                                                            (B)                    

 

 

 

                                        

                            

Figura 7. Infecção de macrófagos de indivíduos tratados com seus próprios isolados de 
Leishmania chagasi (LVHSE-24, LVHSE-28 ou LVHSE-37) e com a Leishmania LVHSE-07. 
Macrófagos foram infectados sem e com adição de estímulo LPS e INF- durante 2, 72 e 96 
horas. Em seguida, as lâminas foram fixadas e coradas para avaliar (A) a porcentagem de 
macrófagos infectados na ausência de estímulo e (B) a porcentagem de macrófagos 
infectados na presença de estímulo. *p=0,011, **p=0,033 (teste Mann-Whitney). 

 

Para verificar a intensidade da infecção, foi contado o número de parasitas no 

interior dos macrófagos. No tempo de 2 horas, a carga parasitária foi maior com a 

Leishmania do próprio paciente (60,88 + 48,31) do que com a Leishmania controle 

(40,66 + 10,53). Após 72 horas, o número de amastigotas aumentou tanto com a 

Leishmania do próprio paciente (72 + 28,91) quanto com a Leishmania controle 

(56,83 + 16,73). Entretanto, no tempo de 96 horas, os macrófagos conseguiram 

manter a infecção com a Leishmania controle (40,33 + 14,65), enquanto que 

aumentou com a Leishmania do próprio paciente (89,66 + 51,07) (p=0,011) (Figura 

8A).  

Na presença do estímulo com LPS e IFN-, observou-se que, no tempo de 2 

horas, o número de parasitas no interior dos macrófagos foi maior quando infectados 

com a Leishmania do próprio paciente (44 + 40,82) do que com a Leishmania 

controle (39,5 + 23,77). No tempo de 72 horas, a carga parasitária aumentou quando 

infectados com a Leishmania do próprio paciente (52,11 + 41,17), enquanto reduziu 

com a Leishmania LVHSE-07 (25,33 + 10,53). Após 96 horas, apesar de ainda haver 

infecção, a carga parasitária foi reduzida com o isolado LVHSE-07 (20,16 + 11,65), 

enquanto aumentou com o seu próprio isolado (63,33 + 53,70) (Figura 8B).  
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(A)                                                               (B) 
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Figura 8. Infecção de macrófagos de indivíduos tratados com seus próprios isolados de 
Leishmania chagasi (LVHSE-24, LVHSE-28 ou LVHSE-37) e com a Leishmania LVHSE-07. 
Macrófagos foram infectados sem e com adição de estímulo LPS e INF- durante 2, 72 e 96 
horas. Em seguida, as lâminas foram fixadas e coradas para avaliar (A) o número de 
amastigotas em 100 macrófagos na ausência de estímulo e (B) o número de amastigotas 
em 100 macrófagos na presença de estímulo. *p=0,011 (teste Mann-Whitney). 

 

5.4 Macrófagos de pacientes assintomáticos controlaram a infecção com 

os isolados de Leishmania chagasi (LVHSE-28, LVHSE-37) dos indivíduos 

tratados 

Para verificar se o isolado do indivíduo tratado também poderia interferir na 

resposta dos macrófagos dos pacientes assintomáticos, dois pacientes 

assintomáticos (assintomáticos 01 e 02) foram reconvocados e seus macrófagos 

infectados com a Leishmania chagasi dos indivíduos tratados (LVHSE-28 e LVHSE-

37).  

No tempo de 2 horas, os macrófagos dos assintomáticos foram mais 

infectados (35 + 8,37) do que os dos indivíduos tratados (14,6 + 14,35). Entretanto, a 

infecção nos macrófagos dos assintomáticos reduziu em 2,4 vezes no tempo de 72 

horas (14,5 + 4,04), enquanto aumentou quase 2 vezes nos macrófagos dos 

tratados (25,2 + 6,30). Após 96 horas, os macrófagos dos assintomáticos 

apresentaram um perfil de controle da infecção (9,25 + 4,79). Ao contrário dos 

macrófagos dos tratados que mantiveram a infecção (24,8 + 5,85) (p=0,015) (Figura 

9A). 
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Na presença do estímulo com LPS e IFN-, no tempo de 2 horas, os 

macrófagos dos assintomáticos foram mais infectados (27,75 + 11,59) do que os dos 

indivíduos tratados (11,4 + 15,44). Entretanto, a infecção nos macrófagos dos 

assintomáticos reduziu em quase 5 vezes no tempo de 72 horas (6,5 + 2,65), 

enquanto que a redução foi menor nos macrófagos dos tratados (9 + 7,42). Após 96 

horas, os macrófagos dos assintomáticos apresentaram um perfil de controle da 

infecção (6,5 + 4,12) ao contrário dos macrófagos dos tratados que não controlaram 

a infecção (13,8 + 6,91) (Figura 9B). 
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Figura 9. Infecção de macrófagos de indivíduos tratados e assintomáticos com o isolado de 
Leishmania chagasi do indivíduo tratado (LVHSE-28, LVHSE-37). Macrófagos foram 
infectados sem e com adição de estímulo LPS e INF- durante 2, 72 e 96 horas. Em 
seguida, as lâminas foram fixadas e coradas para avaliar (A) a porcentagem de macrófagos 
infectados na ausência de estímulo e (B) a porcentagem de macrófagos infectados na 
presença de estímulo. *p=0,015 (teste Mann-Whitney). 
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apresentaram um perfil de controle da infecção (28,75 + 10,90). Ao contrário dos 
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(p=0,015) (Figura 10A). 
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Na presença do estímulo com LPS e IFN-, no tempo de 2 horas, o número 

de parasitas nos macrófagos dos assintomáticos foi maior (83,75 + 43,33) do que 

nos dos indivíduos tratados (27 + 35,42). Entretanto, a carga parasitária nos 

macrófagos dos assintomáticos reduziu em 5,4 vezes no tempo de 72 horas (15,5 + 

8,43), enquanto que a redução foi menor nos macrófagos dos tratados (22 + 19,87). 

Após 96 horas, os macrófagos dos assintomáticos apresentaram carga parasitária 

menor (18,75 + 8,81) do que os dos tratados (25,4 + 14,21) (Figura 10B). 

 

(A)                                                                             (B) 
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Figura 10. Infecção de macrófagos de indivíduos tratados e assintomáticos com o isolado de 
Leishmania chagasi do próprio indivíduo tratado (LVHSE-28, LVHSE-37). Macrófagos foram 
infectados sem e com adição de estímulo LPS e INF- durante 2, 72 e 96 horas. Em 
seguida, as lâminas foram fixadas e coradas para avaliar (A) o número de amastigotas em 
100 macrófagos na ausência de estímulo e (B) o número de amastigotas em 100 
macrófagos na presença de estímulo. *p=0,015 (teste Mann-Whitney). 
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6 DISCUSSÃO 

A leishmaniose visceral é uma doença com um amplo espectro de 

manifestações clínicas classificadas em três tipos: forma assintomática, 

oligossintomática e sintomática (BADARÓ et al., 1986a).  

As diferentes formas clínicas da doença estão associadas com a resposta 

imune contra a Leishmania que é modulada por vários fatores do hospedeiro como 

estado nutricional, idade e herança genética, assim como fatores intrínsecos do 

parasita, como espécie e cepa (ETTINGER et al., 2009; JERÔNIMO et al., 2007; 

KARPLUS et al., 2002). 

A manifestação da doença sintomática requer mecanismos que permitam a 

replicação do parasita no hospedeiro e a sua resistência. Normalmente, as infecções 

sintomáticas ocorrem quando o ciclo regulatório do sistema imune falha devido à má 

nutrição, estresse, susceptibilidade genética ou supressão da resposta imune, 

principalmente em coinfecções pelo HIV (HOLADAY, 1999).  

Entretanto, o número de indivíduos assintomáticos é superior ao dos que 

apresentam a doença, indicando que a maioria das pessoas tem condições de 

destruir os parasitas e impedir a progressão da infecção. Sendo assim, neste 

trabalho foi avaliada a atividade leishmanicida de macrófagos de indivíduos tratados 

e assintomáticos para Leishmaniose visceral para verificar se os macrófagos estão 

envolvidos com a susceptibilidade ou resistência à infecção. 

Segundo Price et al. (1990) e Barthel et al. (2001), a característica de 

susceptibilidade ou resistência à infecção pode ser determinada por meio de 

análises in vitro, nas quais se observam variações nas taxas de infecção e de 

sobrevivência intracelulares dos patógenos nos macrófagos. 

Foi escolhido inicialmente um isolado (LVHSE-07) de Leishmania chagasi 

sensível ao óxido nítrico para não haver interferências de mecanismos de resistência 

do parasita, pois alguns trabalhos científicos apontam que isolados resistentes 

inibem tanto a produção de óxido nítrico pelos macrófagos (ADHUNA et al., 2000; 

BALESTIERI et al., 2002) quanto acionam mecanismos enzimáticos que promovem 

sua proteção contra os intermediários reativos do oxigênio e do óxido nítrico (DOLAI 

et al., 2009; GHOSHAL et al., 2010; PLEWES et al., 2003). 
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A infecção foi acompanhada durante 2, 72 e 96 horas. O tempo de 2 horas 

permitiu avaliar a fagocitose. Este processo é mediado por interações entre as 

moléculas presentes na membrana do protozoário com os receptores de membrana 

do fagócito (ALEXANDER & RUSSEL, 1992; BRITTINGHAM et al., 1999). Os 

receptores de superfície de macrófagos implicados no reconhecimento da 

Leishmania incluem CR1, CR3, MR, TLR 2, 4 e 9, o receptor de fibronectina e o 

receptor para glicoconjugados avançados (BLACKWELL et al., 1985; DA SILVA et 

al., 1989; MARTINEZ-SALAZAR et al., 2008; MOSSER & EDELSON, 1985; 

MOSSER et al., 1987; WILSON & PEARSON, 1986; WYLER et al., 1985). Nossos 

dados sugerem que macrófagos de indivíduos tratados são mais infectados no 

tempo de 2 horas em relação aos macrófagos dos assintomáticos, provavelmente 

devido a uma maior expressão de receptores que facilitam a entrada do parasita, 

geralmente de forma silenciosa, na célula hospedeira (NADERER & MCCONVILLE, 

2008). 

Após o processo de fagocitose, as formas promatigotas rapidamente se 

transformam em amastigotas dentro de 12-24 horas (SINGH et al., 2006). Com isso, 

nos tempos de 72 e 96 horas, foi permitido avaliar o percentual de infecção e 

controle da carga parasitária pelos macrófagos, verificando se são susceptíveis ou 

resistentes. Neste estudo, foi observado que os macrófagos dos indivíduos tratados 

não controlaram a infecção quando infectados com o isolado (LVHSE-07) de 

Leishmania chagasi, diferente dos assintomáticos que controlaram a carga 

parasitária, reduzindo a infecção. Segundo Olivier et al. (2005), pacientes com LV 

possuem atividade prejudicada de macrófagos, sendo mais susceptíveis à infecção.  

Nos indivíduos que não têm a capacidade de produzir IFN- e ativar 

macrófagos, a Leishmania dissemina-se e causa a leishmaniose visceral. Nesses 

pacientes é fácil entender o desenvolvimento da doença, pela deficiência de IFN- e 

alta produção de IL-10 (RIBEIRO DE JESUS et al., 1998). Independente da 

capacidade de os pacientes produzirem IFN-, tanto os macrófagos dos pacientes 

sintomáticos como os dos assintomáticos foram pré-estimulados com LPS e IFN- 

antes e durante a infecção. Em situações normais, quando a atividade leishmanicida 

dos macrófagos não está prejudicada, IFN- e LPS induzem a síntese de NO pelos 
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macrófagos, contribuindo para a eliminação do parasita e controle da infecção 

(FERRIC, 1997; JORENS et al., 1995; RITTER et al., 2004).  

Em nosso estudo foi observado que, no tempo de 2 horas, não houve redução 

do parasitismo quando comparado com a ausência de estímulo, uma vez que o NO 

é mais importante como um mecanismo de defesa do macrófago durante a fase 

amastigota intracelular. Além disso, a fagocitose dura 2 horas e a ativação da iNOS, 

enzima responsável pela produção de óxido nítrico, necessita de 4 a 6 horas (WANG 

et al., 2009). Os resultados do estímulo foram melhor observados nos tempos de 72 

e 96 horas em que os macrófagos dos indivíduos tratados, mesmo na presença do 

estímulo, não controlaram a infecção ao contrário dos assintomáticos que possuíram 

atividade leishmanicida normal. Este dado sugere que macrófagos de indivíduos 

tratados não conseguem ser estimulados na presença de LPS e IFN-, 

consequentemente reduz a produção de espécies reativas do oxigênio que, segundo 

Bauernfeind et al. (2011), são necessárias para a ativação do NLRP3 inflamassoma, 

sendo assim, há uma redução da produção de citocinas pró-inflamatórias tais como 

IL-1β e IL-18. 

O mesmo experimento foi realizado utilizando-se as Leishmanias dos próprios 

indivíduos tratados (LVHSE-24, LVHSE-28, LVHSE-37) para infectar seus 

macrófagos com o objetivo de verificar se respondiam de maneira diferenciada. 

Os dados sugerem que indivíduos tratados são mais infectados com seus 

próprios isolados de L. chagasi do que com a Leishmania controle. Estudos indicam 

que parasitas intracelulares, como as Leishmanias, muitas vezes manipulam as 

células hospedeiras para torná-las mais propícias para o estabelecimento da 

infecção e a sua propagação dentro delas (ANDERSON et al., 2005; DENKERS & 

BUTCHER, 2005; GREGORY & OLIVIER, 2005; HANDMAN & BULLEN, 2002; 

MÜLLER et al., 2003). Segundo Darwin (1859), qualquer ser, se variar, de qualquer 

maneira lucrativa para si, terá melhor chance de sobrevivência e será selecionado 

naturalmente. Como as Leishmanias isoladas dos próprios pacientes já estavam 

adaptadas às células hospedeiras, o meio foi propício para o estabelecimento da 

infecção. 

Entretanto, quando utilizados os isolados (LVHSE-28 e LVHSE-37) para 

infectar os macrófagos dos pacientes assintomáticos, os dados sugerem que estes 
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pacientes possuem um perfil de controle da infecção independente da Leishmania 

utilizada.  

Estudos indicam que os resultados desfavoráveis da infecção não estão 

relacionados com uma dominante resposta Th2 ou um defeito na resposta Th1, mas 

sim à concomitante produção de citocinas como IL-10. Além de suprimir a geração 

ou manutenção de uma resposta Th1, a IL-10 pode promover condições para 

sobrevivência e crescimento do parasita nos macrófagos (NYLÉN & SACKS, 2007). 

Como a forma alternativa M2 da ativação do macrófago é resultante da 

exposição celular às interleucinas IL-4 ou IL-13, imunocomplexos, IL-10 (GORDON, 

2003; MANTOVANI et al., 2005), os macrófagos de pacientes sintomáticos seriam 

mais polarizados para o tipo M2. Estudo realizado por Farrow et al. (2011) sugere 

que as Leishmanias se propagam preferencialmente dentro de macrófagos do tipo 

M2 por serem mais propensos à infecção.  

Entretanto, os macrófagos dos assintomáticos apresentam um perfil de 

controle da infecção por possuírem maior resposta Th1 e, consequentemente, uma 

maior quantidade de macrófagos do tipo M1, que são induzidos por IFN-citocinas 

como TNF e GM-CSF. Células M1 são hábeis produtoras de intermediários reativos 

de oxigênio e nitrogênio, além de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, TNF e IL-6). 

Contribuem como células indutoras e efetoras em respostas Th1, e são resistentes 

contra parasitas intracelulares (GORDON, 2003; MANTOVANI et al., 2005). 
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7 CONCLUSÕES 

• Macrófagos de indivíduos tratados são mais infectados e não controlam a 

infecção por Leishmania chagasi, sendo mais susceptíveis em comparação 

com macrófagos de pacientes assintomáticos. 

• Macrófagos de indivíduos tratados são mais infectados com suas próprias 

Leishmanias. 

• Macrófagos de pacientes assintomáticos são menos infectados por L. chagasi 

e apresentam uma carga parasitária menor que os macrófagos de indivíduos 

tratados, independente do isolado de Leishmania utilizado na infecção. 

• Macrófagos estão relacionados com a susceptibilidade ou resistência à 

infecção por Leishmania chagasi. 
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