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Resumo 
 
 

As leishmanioses são causadas por protozoários do gênero Leishmania e 
estima-se que 12 milhões de pessoas no mundo estejam infectadas. Os 
fagócitos são importantes para a defesa contra o parasito, por serem as 
células hospedeiras e responsáveis pela sua eliminação. A droga de 
escolha para o tratamento das leishmanioses no Brasil é o antimoniato de 
N-metil glucamina, e apesar da sua ampla utilização, ainda não possui seu 
mecanismo de ação elucidado. O presente estudo avaliou a influência do 
tratamento com o antimoniato de N-metil glucamina sobre a capacidade 
fagocitária, a produção de peróxido de hidrogênio, de FNT-α, IL-10 e de 
IFN-γ por monócitos de 17 indivíduos portadores de leishmaniose cutânea 
durante o tratamento com esta droga; e também a sua influência sobre a 
capacidade fagocitária, a produção de peróxido de hidrogênio e a produção 
de óxido nítrico pelos macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c e 
C57BL/6 infectados pela Leishmania amazonensis. No estudo em humanos, 
o índice fagocitário dos indivíduos infectados se mostrou menor do que o 
dos indivíduos controles. Já no sétimo dia de tratamento dos indivíduos,  
observou-se aumento na capacidade fagocitária. Os indivíduos infectados 
apresentaram produção de peróxido de hidrogênio maior do que a dos  
controles, e o tratamento com o antimoniato de N-metil glucamina não 
modificou este perfil de produção. A produção de FNT-α dos indivíduos 
infectados foi menor que a dos controles, e o tratamento aumentou 
significantemente esta produção. A produção de IL-10 de indivíduos 
infectados foi muito baixa, detectada em poucos indivíduos, e na vigência 
do tratamento não foram observadas diferenças entre os grupos. A 
produção do IFN-γ de indivíduos infectados apresentou um pequeno 
aumento em relação aos controles, mas não se sabe se isto possui 
significado biológico. O tratamento não influenciou na produção desta 
citocina. Nos estudos com camundongos, a capacidade fagocitária dos 
camundongos C57BL/6 controles se mostrou maior do que a dos animais 
BALB/c. Após a infecção, houve aumento da capacidade fagocitária dos 
camundongos BALB/c tanto pela infecção como pelo tratamento, enquanto 
não houve resposta para os animais C57BL6. A produção do peróxido de 
hidrogênio pelos animais controles foi maior para os camundongos 
C57BL/6. Entretanto, a produção de peróxido de hidrogênio foi maior para 
os camundongos BALB/c após o tratamento, enquanto não houve resposta 
dos animais C57BL/6. Embora a produção de óxido nítrico nas duas 
linhagens tenha se mostrado baixa, foi maior para os camundongos 
BALB/c. É possível que esta produção exacerbada de radicais livres pelos 
animais BALB/c contribua para a patogenia da infecção. O antimonial foi 
capaz de modificar as funções de fagócitos de seres humanos e de 
camundongos BALB/c infectados, influenciando a resposta do hospedeiro 
contra o parasito. A compreensão do modo de ação desta droga não 
esclarece apenas os mecanismos da relação-parasito hospedeiro, como 
também contribui para uma terapia mais adequada para as leishmanioses.  
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Abstract 
 

Leishmaniases are caused by protozoans of Leishmania genus and there are 
an estimated 12 million people infected worldwide. Phagocytes are important in 
defense against parasite because they are host cells and may eliminate 
parasite. The meglumine antimonate is the drug of choice to treat 
leishmaniases in Brazil, and in spite of being widely used its mechanism of 
action remains unknown. This study evaluated the influence of meglumine 
antimonate treatment on phagocytic capacity, hydrogen peroxide production, 
and TNF-α, IL-10 and IFN-γ production by monocytes and/or lymphocytes from 
17 cutaneous leishmaniasis individuals during the treatment; and in addition, 
evaluated the influence of the drug on phagocytic capacity, hydrogen peroxide 
and nitric oxide production by peritoneal macrophages from BALB/c and 
C57BL/6 mice infected with Leishmania amazonensis. In the study with 
humans, the phagocytic capacity of leishmaniasis individuals was lower than 
that of control. The meglumine antimonate administration to leishmaniasis 
subjects caused a significant increase in phagocytosis already observed on the 
seventieth day of treatment. The leishmaniasis subjects showed higher 
hydrogen peroxide production than control and treatment with meglumine 
antimonate did not influence the production of this oxygen radical. 
Leishmaniasis individuals showed significant decrease of TNF-α production and 
treatment caused a significant increase of this cytokine production. The 
leishmaniasis subjects showed a very low production of IL-10, and this cytokine 
was detected in only a few individuals, and during the treatment  there was no 
differences between the studied groups. The IFN-γ production by  Leishmania 
infected individuals showed a little increase compared with the controls, but the 
biological meaning of this phenomenon is unknown. In the study with mice, the 
phagocytic capacity of C57BL/6 healthy mice was higher than that from BALB/c 
animals. However, the Leishmania amzonensis infected-BALB/c animals 
showed higher phagocytic capacity than control animals and there was an 
increase on phagocytic capacity after meglumine antimonate treatment, while 
there was no influence of the drug or infection for C57BL6 mice. The hydrogen 
peroxide production was higher in control animals for C57BL6 mice. However, 
the hydrogen production was higher in BALB/c mice after treatment, but there 
was no response in C57BL/6 animals. In the same way, although nitric oxide 
production was low in both inbreed animals, this production was higher to the 
BALB/c animals. It is possible that this enhanced radical oxygen species 
production by the BALB/c animals may contribute to the severity of lesions 
observed. Our data showed that the meglumine antimonate could interfere in 
the phagocyte functions of humans and infected-BALB/c mice, showing that this 
drug may influence in the host-parasite response. These findings shed some 
light on the understanding of host-parasite relationship and it may improve the 
treatment of Leishmania infected-individuals. 
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1.1- Aspectos epidemiológicos e clínicos 
 

As leishmanioses são importante problema de saúde pública, 

acometendo 12 milhões de pessoas no mundo, sendo que 2 milhões de 

indivíduos são infectados anualmente, ocorrendo 70.000 mortes a cada ano e 

há 350 milhões de pessoas em risco de contrair a infecção e doença no mundo 

(WHO, 2009).  

A leishmaniose cutânea é uma doença endêmica em 70 países e 90% 

dos casos ocorrem no Afeganistão, Argélia, Brasil, Paquistão, Peru, Arábia 

Saudita e Síria. Na década passada o número de casos aumentou como 

documentado no Afeganistão, Bolívia, Brasil, Colômbia, Peru e Síria (Reithinger 

e cols, 2007). A doença é influenciada por aspectos socioeconômicos, políticos 

e ambientais, que contribuem para o aumento do número de casos, agravado 

pelo fato de ser uma doença negligenciada como problema de saúde pública 

em países em desenvolvimento (Hotez e cols, 2008). Estes países possuem 

problemas de urbanização e sofrem com as mudanças climáticas resultantes 

do aquecimento global (Bailey e cols, 2007; Ready, 2008). 

A doença possui várias formas de apresentação clínica: tegumentar 

(cutânea, cutâneo-mucosa e difusa) e visceral. Na forma cutâneo-mucosa 

podem ocorrer mutilações graves e mesmo o óbito, o qual também pode 

ocorrer na forma visceral da doença. Observa-se associação entre as formas 

de leishmaniose tegumentar com as espécies do parasito, como pode ocorrer 

na relação da Leishmania braziliensis com a forma cutâneo-mucosa da doença 

e da Leishmania major com a forma cutânea localizada. Da mesma forma, é 

possível associar as formas da doença com a resposta imune e a genética do 
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indivíduo infectado, como pode ocorrer na forma cutâneo-difusa que acomete 

indivíduos imunodeprimidos (Bogdan e cols, 1996; Reithinger e cols, 2007).  

O impacto da doença sobre o indivíduo deve ser ainda considerado, 

visto que como conseqüência suas lesões podem desfigurar, incapacitar e 

ocasionar estigma social e psicológico (Bern e cols, 2008; WHO, 2009).  

O protozoário do gênero Leishmania é um parasito hemoflagelado, 

pertencente à ordem Kinetoplastida (Schuster e Sullivan, 2002).   Ele pode ser 

encontrado em animais que atuam como reservatórios, como cães e roedores 

(ciclo zoonótico da doença) ou em humanos (ciclo antropozoonótico da 

doença) (Piscopo e Azzopardi, 2006). Os mosquitos que atuam como vetores 

são os do gênero Lutzomyia nas Américas e Phlebotomus em outros 

continentes.  

Durante o repasto em animais ou indivíduos infectados, o mosquito 

ingere o parasito na sua forma amastigota (aflagelado, intracelular), e dentro do 

seu intestino, a leishmânia assume a forma promastigota (móvel), migrando 

para a prosbócida do inseto. Durante um novo repasto, os mosquitos 

infectados regurgitam as formas promastigotas no tecido subcutâneo do 

tegumento do hospedeiro, aonde os parasitos irão invadir ou ser fagocitados 

por células do hospedeiro, principalmente por macrófagos. Dentro do 

fagolisossoma dos macrófagos, as formas promastigotas se tornam 

amastigotas, e se replicam, infectando outros macrófagos, nas proximidades ou 

em tecidos distantes. Em um novo repasto do mosquito, completa-se o ciclo da 

infecção (Reithinger e cols, 2007). 

 

1.2- Aspectos imunológicos 
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 O resultado da infecção por leishmânia, que depende da resposta 

imune do hospedeiro, está relacionado à forma clínica, e pode resultar em cura 

clínica ou em progressão da doença (Liese e cols, 2008). A resposta imune 

celular é a determinante neste processo, e seu mecanismo encontra-se bem 

definido no modelo experimental. Neste as células (macrófagos, células 

dendríticas, células natural killer (NK), linfócitos T CD4 e CD8), citocinas 

(principalmente IFN-γ e IL-12) e moléculas efetoras (principalmente óxido 

nítrico) estão envolvidas no processo de eliminação do patógeno (Bogdan e 

cols, 1993; Solbach e Laskay 2000).  

No modelo experimental, a polarização da resposta celular em auxiliar 

do tipo 1 (Ta1) ou tipo 2 (Ta2) é uma característica marcante, e foi avaliada em 

estudos de infecção experimental com Leishmania major,  sendo que o 

primeiro tipo de resposta conduziria à eliminação do patógeno utilizando o 

camundongo C57BL/6 e o segundo levaria à lesões que não se curam, à 

disseminação do parasito e ao desenvolvimento da forma visceral e fatal da 

doença utilizando o camundongo BALB/c. O perfil Ta1 é marcado 

principalmente pela produção de IFN-γ (interferon gama) e o Ta2 pela produção 

de IL-4 (Sacks e Noben-Trauth, 2002). Estas manifestações são causadas pelo 

perfil genético do animal, que irá determinar as citocinas a serem produzidas 

para direcionar a diferenciação dos linfócitos T auxiliares (Gumy e cols, 2004).  

Os estudos sobre a genética da susceptibilidade dos camundongos à 

infecção por leishmânia vêm destacando os genes envolvidos no processo, 

como o gene Slc11a1.  Este gene é relatado como sendo importante para a 

resistência à infecção por Leishmania donovani e o mapeamento dos loci 

importantes para a infecção por Leishmania major (Foote e Handman, 2005; 



 5 

Fortier e cols, 2005). Ainda se devem destacar os estudos em camundongos 

associando o favorecimento das respostas Ta1 ou Ta2 com a deficiência dos 

genes da IL-4 ou do IFN-γ, e com as citocinas características de cada perfil de 

resposta (Rogers e cols. 2002).  

Esta dicotomia entre respostas Ta1 e Ta2 que conduzem a cura ou a 

manutenção da doença nos estudos utilizando Leishmania major é referida por 

diversos autores como o paradigma da resposta imune contra a leishmânia, 

que deve ser aplicado com cautela, pois devem ser também consideradas as 

infecções por outras espécies de leishmânia, que divergiram filogeneticamente 

a milhões de anos (McMahon-Pratt e Alexander, 2004). Este modelo 

experimental ainda gera um paradoxo, no qual o papel da IL-4 é questionado 

por, em determinadas circunstâncias, estimular a produção de IL-12, 

favorecendo assim a resposta do tipo Ta1 (Alexander e Bryson, 2005; Tripathi e 

cols, 2007a). 

Analisando os processos imunológicos durante a infecção experimental 

pela Leishmania major, as células dendríticas se destacam como um 

importante pré-requisito para o estabelecimento da resposta Ta1, pois podem 

direcionar a diferenciação destas células por citocinas, como a IL-12, que são 

secretadas quando ocorre a interiorização das leishmânias pelos receptores 

FcγRI e FcγRIII. Por este motivo, estas células têm sido investigadas para o 

desenvolvimento de vacinas para a leishmaniose cutânea (von Stebut, 2007a). 

 Entre as citocinas, a IL-10 tem um papel significante em regular o 

desenvolvimento de uma resposta protetora do tipo Ta1, e poderia influenciar 

na evolução da doença, como também aumentar a susceptibilidade à doença 
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no modelo de infecção do camundongo C57BL/6 pela L. major (Trinchieri, 

2007).     

A leishmaniose cutânea em humanos não apresenta uma resposta 

imunológica com uma dicotomia tão clara quanto a descrita no paradigma do 

modelo experimental que se torna, neste caso, uma simplificação incapaz de 

explicar uma rede de interações regulatórias intrincadas que podem conduzir 

ou não à cura do indivíduo (Mansueto e cols, 2007). Nesta doença, a resposta 

dos linfócitos T do sangue periférico de pacientes exibe características 

misturadas dos perfis Ta1 e Ta2 (Ajdary e cols, 2000; Bottrel e cols, 2001). 

Ocorre ainda o predomínio dos linfócitos envolvidos com a resposta do tipo 

Ta1, embora no início da infecção possam ser detectadas citocinas do perfil Ta2 

como as interleucinas 4 e 13, que teriam um papel na imunorregulação  da 

doença (von Stebut e Udey, 2004). A leishmaniose cutânea apresenta ainda 

como característica marcante a produção de IFN-γ e de FNT-α (fator de 

necrose tumoral alfa), que estão relacionados à cura da doença (Follador e 

cols, 2002). Deve ser observado que, na infecção pela L. braziliensis, o IFN-γ 

continua a ser produzido no período em que o paciente evolui para a forma 

cutâneo-mucosa, e as razões para isto ainda não estão totalmente 

esclarecidas. Isto pode ser devido a anormalidades no local da lesão ou a 

mudanças no perfil de citocinas de acordo com o tempo de surgimento da 

lesão (Ribeiro-de-Jesus, 1998).  

Ainda na resposta imune celular, tem sido sugerido que o linfócito T CD8 

poderia contribuir pela produção de IFN-γ, e ainda promoveria citotoxidade 

destruindo os macrófagos infectados, mas estes mecanismos ainda não se 

encontram totalmente esclarecidos (Ruiz e Becker, 2007).  
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A leishmaniose mucosa é marcada por destruições teciduais, causadas 

por uma resposta inflamatória intensa, cujos mecanismos ainda não se 

encontram totalmente elucidados (Amato e cols, 2003). A leishmaniose cutânea 

difusa apresenta ausência de resposta imune celular, que está associada à 

multiplicação do parasito e à severidade da doença, e está relacionada, na fase 

aguda, à ausência da expressão do mRNA do IFN-γ, enquanto ocorre a 

expressão dos mRNAs das IL-10, IL-4 e IL-2 (Bomfim e cols, 1996).   

Os resultados no modelo experimental C57BL/6 para a leishmaniose 

cutânea, em que a infecção ocorreu mimetizando a picada do mosquito, em 

relação à quantidade de microrganismos e a forma de inoculação, revelaram a 

existência de uma resposta anti-leishmânia que pode ser dividida em fases, de 

acordo com as células ativadas e envolvidas: na primeira fase, ocorre a 

invasão de forma “silenciosa” dos macrófagos presentes no tecido subcutâneo 

devido aos receptores de membrana que permitem a entrada da leishmânia na 

célula, com o acúmulo de parasitos nos macrófagos e sem a ocorrência de 

lesão; na segunda fase, acontece a migração e ativação das células do sistema 

imune inato, como os mastócitos residentes, os neutrófilos e os monócitos, e as 

lesões se tornam proeminentes; e na terceira fase ocorre a imigração das 

células dendríticas e linfócitos T e coincide com a involução da lesão; na fase 

crônica, os parasitos remanescentes contribuem para a manutenção da 

imunidade pelo resto da vida do indivíduo. É ainda digno de nota que o papel 

dos linfócitos B no processo está limitado a produzir imunoglobulinas que estão 

envolvidas na opsonização, onde irão participar fagócitos, como as células 

dendríticas (von Stebut , 2007b).     
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Das células da imunidade inata referidas acima, os mastócitos estão 

envolvidos com o recrutamento de neutrófilos, macrófagos e células dendríticas 

para o local da infecção e estas últimas, por sua vez, irão migrar para os 

órgãos linfóides a fim de ativar os linfócitos T e gerarem a resposta protetora ao 

parasito (Maurer e cols, 2006; Silveira e cols, 2008). Os neutrófilos, por sua 

vez, possuem um papel controverso dentro da imunidade inata, pois ao mesmo 

tempo em que são ativos na fagocitose das leishmânias, entram em apoptose 

e, ao serem fagocitados, permitem a entrada silenciosa dos parasitos nos 

macrófagos, seus hospedeiros finais. Outra possibilidade sugerida é que ao 

fagocitar neutrófilos que sofreram apoptose, seria gerado nos macrófagos um 

ambiente anti-inflamatório, e quando estes fagocitassem parasitos liberados 

pela morte dos neutrófilos, seriam incapazes de destruí-los (Afonso e cols, 

2008; John e Hunter, 2008).  

Os macrófagos são as células principais da resposta imune inata; 

interiorizam e destroem patógenos invasores, instruem a resposta adaptativa 

pela apresentação de antígenos, eliminam restos celulares derivados de 

células mortas, eliminam células apoptóticas durante o desenvolvimento e 

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

2007). Estas células possuem um papel intrigante na leishmaniose, pois 

servem ao mesmo tempo como células hospedeiras para os parasitos e como 

células regulatórias da resposta imune e efetoras equipadas para destruir estes 

microrganismos. 

Os efeitos da infecção por Leishmania nos fagócitos têm sido 

investigados a nível molecular, utilizando métodos de investigação da 

modificação da expressão gênica cada vez mais sofisticados, como 
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microarrays de DNA e RNA (Rodriguez e cols, 2004; Ettinger e Wilson, 2008; 

Gregory e cols, 2008), e análises de transcriptomas (Guerfali e cols, 2008). 

Além das análises genéticas investigarem os aspectos envolvidos com a 

infecção, também estudam os aspectos epidemiológicos, mostrando a 

importância dos genótipos dos parasitos envolvidos e de fatores envolvendo a 

susceptibilidade à infecção, principalmente quanto à leishmaniose visceral 

(Jamieson e cols, 2007; Blackwell e cols, 2009).   

Os macrófagos se ligam aos microrganismos via receptores específicos 

e inespecíficos e estes são fagocitados, indo se localizar no interior dos 

fagossomas (Basu e Ray, 2005). Os macrófagos podem fagocitar formas 

promastigotas e formas amastigotas de leishmânia, sendo que a resposta 

imune gerada em consequência deste processo será diferente para cada uma 

destas formas, principalmente quanto aos mecanismos de destruição do 

parasito (Kima, 2007). Logo após a picada do inseto vetor, as formas 

promastigotas é que são fagocitadas, e quando os macrófagos infectados se 

rompem, ocorre a fagocitose das formas amastigotas pelos macrófagos 

vizinhos (Descoteaux e Turco, 1999). 

A interação inicial com as formas promastigotas ocorre por meio de 

vários tipos de receptores, como receptores para padrões moleculares de 

patógenos, receptores para as frações do sistema complemento CR1 e CR3, 

(Alexander e cols, 1999) e receptores para fração Fc da IgG (Peters e cols, 

1995; Kima e cols, 2000).  Quando o parasito é opsonizado pelos componentes 

C3b e C3bi, ocorre facilitação da sua entrada na célula hospedeira (Mosser e 

Rosenthal, 1993; Cunningham, 2002). A interação com CR1 é transitória, já que 

ocorre com o componente C3b, enquanto que a de CR3 ocorre com C3bi, e, além 
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disto, a interação utilizando CR3 constitui um mecanismo de escape para o 

parasito, pois não é capaz de ativar a explosão oxidativa e a produção de IL-12 

durante a fagocitose (Descoteaux e Turco, 1999; Olivier e cols, 2005). Os 

receptores para a porção Fc das IgGs, FcγRs, também estão envolvidos no 

processo de opsonização dos parasitos, e apresentam ainda a peculiaridade de 

estimularem a produção de IL-10, o que poderia prejudicar uma resposta imune 

para a cura (Basu e Ray, 2005, Buxbaum, 2008). Dentre os receptores para 

padrões moleculares de patógenos, pode ocorrer opsonização com a 

participação da proteína C reativa na fagocitose de Leishmania donovani 

(Bodman-Smith, 2002); a interação pode ocorrer pelos receptores para 

manose, que estão envolvidos na fagocitose de promastigotas, (Akilov e cols, 

2007), pelos receptores para fibronectina (Brittingham e cols, 1999), receptores 

de limpeza (Peiser e cols, 2002; Gomes e cols, 2009) e receptores do tipo Toll, 

como os TLRs 2 ,3 4 e 9 que interagem com o lipofosfoglicano (LPG) (Tuon e 

cols, 2008).  

Na fagocitose das formas amastigotas, estão envolvidos principalmente 

os receptores para a fração Fc das imunoglobulinas e os receptores para as 

frações do sistema complemento, como CR3 (Kima, 2007).  

As principais moléculas de superfície das formas promastigotas que 

constituem ligantes para os receptores das frações do sistema complemento e, 

com isto, responsáveis pela aderência e entrada da leishmânia no macrófago 

são o LPG e a gp63 (Lodge e Descoteaux, 2005; Santos e cols, 2006). As 

formas amastigotas apresentam uma menor quantidade de LPG na sua 

superfície, em pelo menos três ordens de magnitude (Descoteaux e Turco, 

1999).  



 11 

No interior dos macrófagos, a persistência dos parasitos se deve aos 

mecanismos de escape, que compreendem: 1) aspectos relacionados ao 

parasito, como a síntese de enzimas anti-oxidantes e moléculas quelantes de 

radicais de oxigênio e nitrogênio, a degradação rápida de proteínas que foram 

danificadas pela célula hospedeira e adaptações metabólicas que permitem ao 

microrganismo sobreviver à restrição de nutrientes ou a moléculas tóxicas do 

hospedeiro; e 2) aspectos ligados à supressão de mecanismos efetores da 

célula hospedeira, como a inibição da expressão de enzimas ligadas à 

produção de radicais de oxigênio e nitrogênio, o bloqueio do recrutamento 

destas enzimas para o fagossoma, a inibição da fusão deste último com os 

lisossomas e o escape do parasito para o citosol; o desvio da resposta imune 

provocado pelo patógeno, com inibição da apresentação de antígeno,  

diminuição na produção de moléculas co-estimulatórias de superfície da célula 

hospedeira, a indução da produção de IL-10 e indução da população de células 

T regulatórias (Bogdan, 2008; Naderer e McConville, 2008).  

A infectividade do promastigota que foi inoculado após a picada do 

inseto pode ser aumentada por substâncias imunomoduladoras presentes na 

saliva dos mosquitos do gênero Lutzomyia, como o maxadilan, que aumenta a 

produção de citocinas como IL-6 e IL-10, e da prostaglandina PGE2 e inibe a 

produção de FNT-α, IL-12 e de óxido nítrico, diminuindo assim a eficiência da 

resposta contra o parasito (Titus e cols, 2006). 

As células fagocíticas são determinantes para a resposta leishmanicida, 

devido ao fato de que são capazes de gerar moléculas altamente tóxicas 

durante o processo de explosão oxidativa – os intermediários reativos de 

oxigênio e de nitrogênio (Gregory e Olivier, 2005). 
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A produção dos intermediários reativos de oxigênio é iniciada pela 

enzima NADPH oxidase, que tem a sua atividade estimulada por produtos 

microbianos (como o LPS), IFN-γ, IL-8 e pela ingestão da partícula pelo 

receptor para a porção Fc das imunoglobulinas, durante o processo de 

fagocitose. Esta enzima catalisa a produção do ânion superóxido, utilizando 

NADPH como substrato.  O ânion superóxido rapidamente é convertido em 

peróxido de hidrogênio pela enzima superóxido dismutase (SOD) e em radicais 

hidroxilas e ânions hidroxilas, por reações catalisadas pelo ferro. Pode ainda 

ocorrer, após a dismutação para peróxido de hidrogênio, a conversão em ácido 

hipocloroso e cloraminas pela mieloperoxidase (Klebanoff, 1992; Bogdan e 

cols, 2000). Dentre os intermediários reativos de oxigênio produzidos durante a 

explosão oxidativa, o peróxido de hidrogênio (H2O2) irá atuar causando danos 

oxidativos ao parasito por gerar o ânion superóxido (O2
-) e o radical hidroxila 

(OH-). Estas espécies reativas atuam sobre o suprimento celular de ferro, sobre 

os fosfolipídios de membrana, merecendo atenção os danos à membrana 

mitocondrial interna e sobre o DNA, podendo levar a célula alvo à apoptose 

(Farber, 1994; Gantt e cols, 2001). De fato, foi observado que o peróxido de 

hidrogênio induz um mecanismo de morte semelhante à apoptose em formas 

promastigotas de Leishmania donovani (Das e cols, 2001). Na infecção de 

camundongos BALB/c com Leishmania guyanensis, o fenótipo de resistência 

para a leishmaniose cutânea foi relacionado à explosão oxidativa dos 

macrófagos que destruiu os parasitos por apoptose (Sousa-Franco e cols, 

2006). 

O intermediário reativo de nitrogênio produzido pelos macrófagos 

durante a fagocitose de patógenos é o óxido nítrico (NO), um mensageiro 



 13 

molecular que é resultante da ação da sintase do óxido nítrico sobre a arginina, 

o oxigênio e NADPH. Existem duas formas da sintase do óxido nítrico: a 

constitutiva e a induzida. As formas constitutivas são enzimas de baixa 

atividade, que produzem pequenas quantidades de óxido nítrico. Estão 

presentes no endotélio vascular e no sistema nervoso central. A forma induzida 

é uma enzima de alta atividade, produzida por fagócitos quando estes são 

estimulados (Babior, 2000) por produtos microbianos, como o LPS, citocinas, 

como IFN-γ, FNT-α e IL-1, e o ozônio. Além da função antimicrobiana, o óxido 

nítrico também apresenta função tumoricida, atua na agregação plaquetária, na 

vasodilatação e na neurotransmissão. Pode ainda estar envolvido em efeitos 

deletérios como neurotoxicidade, injúrias associadas à reperfusão, hipotensão 

grave durante o choque séptico, promoção de angiogênese nos tumores e 

metástases. Além de estar envolvido nos mecanismos fisiopatogênicos de 

diversas doenças auto-imunes estudadas em modelos experimentais 

(MacMicking e cols, 1997; Bogdan, 1998). No sistema imunitário, o óxido nítrico 

é capaz de regular a atividade, o crescimento e a morte de células envolvidas 

com a resposta inflamatória, como macrófagos, linfócitos T, células 

apresentadoras de antígenos, mastócitos, neutrófilos e células NK (Tripathi e 

cols, 2007b). Durante a infecção por Leishmania major, o óxido nítrico se 

mostrou importante para a regulação da função das células NK na imunidade 

inata, pois é um co-fator para reações que culminam na produção de IL-12, 

uma das citocinas determinantes para o estímulo de resposta adaptativa 

curativa (Bogdan e cols, 2000). Durante a infecção experimental por 

Leishmania major, a resposta que conduz à eliminação do parasito conta com a 

ativação dos macrófagos pelo IFN-γ e a produção por estes últimos de FNT-α, 
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da explosão oxidativa e da atividade da sintase do óxido nítrico induzida na 

produção de óxido nítrico (Mossalayi e cols, 1999). Tem sido sugerido que a 

destruição do parasito depende da produção de óxido nítrico pelos macrófagos 

ativados (Rogers e cols, 2002). Isto está relacionado ao fato de que a 

expressão da sintase do óxido nítrico induzida permanecer em altos níveis em 

camundongos resistentes, numa infecção crônica por L. major. Uma fonte 

importante desta enzima são as células dendríticas inflamatórias (Stenger e 

cols, 1994; De Trez e cols, 2009). Os macrófagos humanos também podem 

expressar a sintase do óxido nítrico e produzir óxido nítrico, embora os estudos 

iniciais não pudessem reproduzir os resultados dos modelos experimentais. 

Esta controvérsia só poderá ser resolvida com a compreensão dos sinais de 

ativação da enzima em células humanas (Fang, 2004). A destruição das formas 

amastigotas das leishmânias pelo óxido nítrico pode ocorrer pela indução da 

apoptose ou pela interferência no metabolismo do parasito, particularmente nos 

processos de glicólise e respiração celular, sobre enzimas como cis-aconitase, 

gliceraldeído-3-fostato desidrogenase e 6-fosfogluconato desidrogenase 

(Sousa-Franco e cols, 2006; Holzmuller e cols, 2006). Os intermediários 

reativos de nitrogênio e oxigênio, embora produzidos de forma independente, 

podem interagir e formar peroxinitritos, que possuem diferentes reatividades, 

estabilidade, localização celular e atividades biológicas (Fang, 2004) e 

possuem maior toxicidade do que os intermediários de nitrogênio e oxigênio 

isoladamente (Erel e cols, 1999).  

O parasito apresenta mecanismos de escape dos efeitos deletérios 

causados pelos intermediários reativos de oxigênio e nitrogênio o que permite 

que ele sobreviva no interior dos macrófagos. Dentre estes mecanismos, o 
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LPG e a gp63 podem inativar ânions superóxido e hidroxila, inibir a NADPH 

oxidase e inibir a atividade da proteína cinase C, impedindo assim a explosão 

oxidativa (Cunningham,2002; Denkers e Butcher, 2005; Lodge e cols, 2006, 

Kavoosi, 2008). Na inibição de moléculas microbicidas pelo parasito, as 

cascatas de MAP cinase e JAK/STAT são reprimidas, e a atividade de tirosina 

fosfatases e os níveis de cálcio intracelular se encontram aumentados (Gregory 

e Olivier, 2005). O parasito ainda conta com peroxidoxinas que reduzem o 

peróxido de hidrogênio, peróxidos orgânicos e peroxinitritos (Barr e Gedamu, 

2003; Abbas e cols, 2008); superóxido dismutases que atuam sobre o ânion 

superóxido (Plewes e cols, 2003); triparredoxinas que atuam na cascata de 

eliminação do peróxido de hidrogênio (Romao e cols, 2009) e tripanotionas, 

que são oxirredutases capazes de regenerar os grupos tióis (Tovar e cols, 

1998). Dentre os mecanismos de evasão da resposta imune promovidos pelas 

leishmânias encontra-se ainda a modulação da produção de citocinas, o que 

propicia aos patógenos persistirem no interior dos fagócitos. Tanto as formas 

amastigotas quanto as promastigotas são capazes de diminuir a produção de 

citocinas do perfil Ta1, como IL-12, FNT-α e IFN-γ, e de aumentar a produção 

de IL-10 e TGF-β (Olivier e cols, 2005). 

Nos mecanismos imunológicos direcionados contra a leishmânia, o IFN-γ 

é a citocina característica de uma resposta do tipo Ta1, sendo que, na infecção 

por L. major, pode ser produzido por linfócitos Ta1, linfócitos T citotóxicos e 

células NK, para a ativação dos macrófagos (von Stebut e Udey, 2004). 

Quando ocorre esta ativação, têm-se a estimulação da sintase do óxido nítrico 

induzida e a eliminação das formas amastigotas do parasito (Bogdan e cols, 

2000). O IFN-γ relaciona-se com a IL-12 por um mecanismo de indução 
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recíproca, envolvendo os linfócitos T CD4 e as células NK. Além disso, o IFN-γ 

também pode ter sua produção estimulada pelo FNT-α e, na maioria dos 

casos, a ação destas citocinas ocorre de forma sinérgica. Já a inibição da 

produção do IFN-γ ocorre por citocinas do perfil Ta2, especialmente a IL-4 

(Boehm e cols, 1997). Na formas cutâneo-difusa e visceral da leishmaniose, 

tem sido sugerido que há ausência da produção de IFN-γ, sendo que esta 

ausência é considerada como responsável pelo desenvolvimento da doença 

(Rocha e cols, 1999; Narayan e cols, 2009). Nos estudos com leishmaniose 

cutânea, a produção de IFN-γ tem sido associada a uma resposta curativa da 

doença (Cáceres-Dittmar, 1996; Ribeiro-de-Jesus, 1998; Reis e cols, 2009). 

Esta citocina já foi inclusive empregada para o tratamento de pacientes com 

leishmaniose cutânea, inclusive em casos de falha do tratamento com 

antimonial que foram curados (Kolde e cols, 1996; Haas e cols 2002).  

 O FNT-α também contribui para a destruição da leishmânia, sendo que 

a atuação desta citocina ocorre de forma sinérgica com o IFN-γ induzindo a 

produção de óxido nítrico para a destruição de L. major (Liew e cols, 1990, 

Derouich-Guergour e cols, 2001). De fato, a infecção de camundongos 

resistentes C57BL/6 deficientes na produção de FNT-α por esta espécie de 

leishmânia ocasionou a forma visceral da doença e morte rápida, 

possivelmente pela incapacidade de produzir óxido nítrico para destruir os 

parasitos. Embora estes camundongos desencadeassem uma resposta imune 

via IFN-γ e expressassem IL-12, a resposta efetora se mostrou ineficiente 

(Wilhelm e cols, 2001). O FNT-α induz necrose de alguns tumores murinos, in 

vivo e in vitro, e caquexia severa, característica de algumas infecções 

parasitárias. É produzido por macrófagos ativados, em resposta a estímulos 
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como LPS, e citocinas, como IFN-γ, IL-2, GM-CSF e CSF-1 (Vassali, 1992). 

Apesar da importância da participação do IFN-γ e do FNT-α na resposta anti-

leishmânia (Kemp e cols, 1999), os altos níveis destas citocinas podem estar 

relacionados com as alterações patológicas encontradas na forma cutâneo-

mucosa da doença (Bacellar e cols, 2002; Carvalho e cols, 2007). 

A concentração de IL-10 tem se mostrado crítica em vários estudos, 

tanto na leishmaniose cutânea quanto na visceral, para a sobrevivência inicial e 

a persistência em longo prazo do parasito em camundongos e seres humanos 

(Bogdan, 2008). Esta citocina foi inicialmente descrita como sendo produzida 

pelos linfócitos Ta2 e limitaria a produção de IFN-γ pelos linfócitos Ta1. 

Posteriormente, foi também descrito o seu papel na inibição da produção de 

FNT-α, IL-12, radicais de oxigênio e em menor extensão de radicais de 

nitrogênio por macrófagos e/ou células dendríticas. Outras fontes importantes 

de IL-10 são os macrófagos, as células dendríticas mielóides, os 

queratinócitos, os linfócitos B e as células NK (Moore e cols, 2001). Deve-se 

ainda ressaltar a produção desta citocina por populações de linfócitos T 

regulatórios (Treg), como células T CD4+ de ocorrência natural expressando na 

superfície o marcador CD25 e o fator de transcrição FoxP3 (Belkaid e cols, 

2002), e várias subpopulações de células T CD4 induzidas por fatores, como o 

óxido nítrico, com funções imunossupressoras ou imunorregulatórias (Anderson 

e cols, 2007; Trinchieri e cols, 2007; Bogdan, 2008). Na dependência da 

espécie do parasito, do modelo experimental empregado, e da fase da 

infecção, os linfócitos acima referidos e os macrófagos serão os principais 

responsáveis pela produção de IL-10 durante a doença, que irá mediar a 

supressão dos mecanismos imunológicos e, consequentemente, a persistência 
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dos parasitos. Esta persistência poderia estar ligada à estimulação e 

manutenção dos linfócitos T de memória, mas os estudos a respeito desta 

relação são controversos (Bogdan, 2008). 

 

1.3- Tratamento 

No tratamento das leishmanioses tegumentar e visceral são empregados 

os antimoniais, que foram as primeiras drogas a serem utilizadas e 

permanecem nos dias atuais como as drogas de escolha. Os antimoniais são 

utilizados sob a forma de derivados trivalentes ou pentavalentes, sendo que 

estes últimos, por serem menos tóxicos, são as drogas de eleição para o 

tratamento das leishmanioses (Berman, 2003; Tavares, 2007). Os antimoniais 

pentavalentes são o estibogluconato de sódio (Pentostam®) descoberto em 

1936, que é utilizado principalmente em países de língua inglesa e o 

antimoniato de meglumina (Glucantime®) introduzido em 1946, desenvolvido 

após a segunda guerra mundial, e utilizado em países de língua inglesa, 

espanhola e também no Brasil (Marsden, 1985; Balaña-Fouce e cols 1998, 

Tavares, 2007). Embora sejam apontados como as drogas de primeira escolha 

no tratamento das leishmanioses, os antimoniais apresentam limitações na sua 

utilização, como os graves efeitos colaterais, a necessidade da administração 

via parenteral (Guerin e cols, 2002; Makle e Markhoul, 2004; Minodier e Parola, 

2007; Santos e cols, 2008), resistência dos patógenos e recidivas da doença 

(Croft e cols, 2006; Yardley e cols, 2006). As drogas de segunda escolha, como 

a pentamidina e a anfotericina B também apresentam limitações como 

toxicidade e alto custo (Berman, 2003). Por este motivo, avanços na produção 

de novas formulações para as drogas utilizadas no tratamento têm ocorrido, e 
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no caso dos antimoniais pentavalentes, o desenvolvimento de formulações 

baseadas em lipossomos (Ribeiro e cols, 2008) e em complexos com 

ciclodextrina nanoestruturados (Frézard e cols, 2008a) têm como objetivo 

melhorar a sua absorção e biodisponibilidade.  Apesar de serem utilizados na 

clínica a mais de meio século, os antimoniais pentavalentes ainda não 

possuem a sua estrutura exatamente confirmada, embora estudos envolvendo 

espectrometria de massa tenham acrescentado novos dados a este respeito 

(Roberts e cols, 1998; Frézard e cols, 2008b). Da mesma forma, o mecanismo 

de ação e o metabolismo destas drogas ainda permanecem sob investigação. 

Dois modelos de mecanismo de ação dos antimoniais têm sido propostos. Em 

um deles, o antimonial pentavalente é reduzido por grupos tióis ou enzimas 

como a tiol-dependente redutase e/ou antimoniato redutase ao antimonial 

trivalente. Este se complexaria com os principais grupos tióis do parasito, como 

a glutationa, por exemplo, e seria colocado para fora da célula por uma bomba 

ou se ligaria a tripanotiona redutase para aumentar a susceptibilidade celular 

ao estresse oxidativo, ou ainda poderia se ligar a proteínas com motivos “zinc 

finger”, ejetando o zinco e interferindo assim na expressão de genes essenciais 

ao parasito. Ainda poderia ocorrer a estimulação dos mecanismos de apoptose. 

No outro modelo de mecanismo de ação da droga, o próprio antimonial 

pentavalente se complexaria com biomoléculas do parasito contendo ribose, e 

este fato poderia levar a uma interferência na produção, transporte ou 

metabolismo das purinas, o que explicaria a depleção dos níveis de ATP e GTP 

do parasito. A forma pentavalente do composto também estaria implicada na 

inibição da enzima DNA topoisomerase I. Nos dois modelos, as reações dos 

antimoniais acima descritas ocorrem preferencialmente em condições ácidas 
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de pH, o que favorece a atuação destes compostos sobre as formas 

amastigotas dos parasitos (Ouellette e cols, 2004; Frézard e cols, 2009).  

A atuação dos antimoniais pentavalentes não se resume à destruição 

direta do parasito, mas também é dependente da influência do sistema 

imunitário, pela participação de vários fatores como os linfócitos T e as 

citocinas como constatado em modelos animais (Murray e cols, 1989; Murray, 

2001; Gollob e cols, 2008). De fato, o estado imunológico do indivíduo 

infectado influencia a ação do antimonial pentavalente, como no tratamento da 

forma cutâneo-difusa e na co-infecção com HIV na forma visceral da doença 

(Desjeux e Alvar, 2003). No modelo de infecção experimental da leishmaniose 

visceral, a atividade do antimônio não é direta, mas extremamente dependente 

da ação das células T do hospedeiro, assim como dos monócitos circulantes do 

sangue e de citocinas típicas da resposta Ta1, como a IL-12 e o IFN-γ (Murray e 

cols, 1989; Gollob e cols, 2008; Murray e Delph-Etienne, 2000; Murray e cols, 

2000a). O FNT-α também tem um papel na ação do antimonial (Murray e cols, 

2000b). O requerimento de IFN-γ e FNT-α para a destruição do patógeno 

aponta para o fato de que estas citocinas influenciadas pelo antimonial 

poderiam estar estimulando a ativação de macrófagos para a destruição dos 

parasitos (Murray, 2001).  

Mas a influência do antimoniato de meglumina sobre os fagócitos de 

indivíduos com leishmaniose, as principais células envolvidas na eliminação do 

parasito, durante o processo infeccioso, não é conhecida. Tem somente sido 

descrita a atuação da droga, in vitro, sobre fagócitos de indivíduos normais, 

onde se observou a estimulação da fagocitose e o aumento da produção de 

moléculas microbicidas e do FNT-α, pelo antimonial pentavalente (Muniz-
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Junqueira e Paula-Coelho, 2008). É possível que a presença do parasito, 

interagindo com o sistema de fagócitos, possa modificar a resposta imune a ser 

observada, o que justifica o estudo deste processo. Entre estas funções 

efetoras dos fagócitos que são relevantes para a investigação encontram-se a 

fagocitose, a produção de radicais de oxigênio e nitrogênio e a produção de 

citocinas relevantes na resposta contra a leishmânia. Estes esclarecimentos 

poderiam acrescentar conhecimentos sobre os mecanismos de eliminação do 

parasito frente à resposta imune, além de propiciar a compreensão dos 

mecanismos antiparasitários dos antimoniais, contribuindo para uma 

terapêutica mais adequada para as leishmanioses.  
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Este trabalho teve como objetivo investigar o efeito do antimoniato de N-

metil glucamina sobre as funções de fagócitos. As células analisadas eram 

provenientes de indivíduos infectados por Leishmania, e de modelos murinos 

BALB/c e C57BL/6 infectados experimentalmente por Leishmania 

amazonensis. 

  

Os objetivos foram desenvolvidos por meio da: 

a) Avaliação da influência do tratamento com antimoniato de N-metil 

glucamina de pacientes com forma cutânea da leishmaniose tegumentar por 

meio de testes que quantificam a capacidade fagocitária na ausência ou na 

presença de opsoninas, a produção de peróxido de hidrogênio, de fator de 

necrose tumoral-α e interleucina-10 pelos monócitos do sangue periférico, 

como também a produção do interferon-γ. 

b) Comparação da resposta do sistema de fagócitos ao tratamento com o 

antimoniato de N-metil glucamina, por camundongos BALB/c e C57BL/6 

infectados pela Leishmania amazonensis, por meio de testes que 

quantificam a capacidade fagocitária, na ausência ou na presença de 

opsoninas, a produção de peróxido de hidrogênio e a produção de óxido 

nítrico pelos macrófagos peritoneais.   
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3.1 – Delineamento experimental 

 

Grupos de Estudo

Controles
N=15
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(N=14 e N=7)

Fagocitose
(rPMP e rC)
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(rPMP e rC)

H2O2 NO

Salina

(B)N=16 
(C)N=16

Tratados com 
antimoniato de 

N-metil

Glucamina

(B)N=17 
(C)N=16

Infectados 
pela

Leishmania

amazonensis
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Cutânea
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Figura 1: Delineamento dos experimentos 
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A- ESTUDO EM HUMANOS  

 

3.1a -  Grupos de estudo em seres humanos e aspectos éticos 

 O presente estudo foi realizado no Laboratório de Imunologia Celular da 

Área de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasília e no 

Ambulatório de Dermatologia do Hospital Universitário de Brasília, onde foi 

avaliada a influência do antimoniato de N-metil glucamina sobre as funções de 

fagócitos utilizando monócitos provenientes do sangue periférico de indivíduos 

hígidos e de indivíduos infectados com Leishmania e de macrófagos 

peritoneais e camundongos. 

As normas éticas para pesquisa científica em seres humanos, 

estabelecidas pela declaração de Helsinki atualizada (WMA, 2008) e pelo 

Ministério da Saúde Brasileiro, resolução 196/96 (MS, 196/1996), foram 

rigorosamente observadas. O presente projeto foi aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa em seres humanos da Faculdade de Medicina da 

Universidade de Brasília (processo número 049/2004) e pelo Comitê de Ética 

em pesquisa com animais da Universidade de Brasília (processo número 

8121/2007) (Anexo).   

Foram incluídos no estudo somente os indivíduos que consentiram 

voluntariamente em participar da pesquisa e que leram e assinaram o termo de 

consentimento que se encontra no anexo. 

Foram estudados 15 voluntários sadios como controles, sendo 7 do sexo 

feminino e 8 do sexo masculino com média ± DP de idade de 32,5± 10,1, 

variando entre 18 e 52 anos.  
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 Foram avaliados 17 indivíduos com LTA atendidos no Ambulatório de 

Dermatologia do Hospital Universitário de Brasília que buscavam tratamento 

para leishmaniose cutânea, sendo 3 do sexo feminino e 14 do sexo masculino, 

com média ± DP de idade de 38,1± 14,1, variando entre 18 e 64 anos. Destes 

17 indivíduos que faziam parte do estudo ao início do tratamento, 14 foram 

avaliados no sétimo dia de tratamento e 7 indivíduos  foram avaliados ao final 

do tratamento. Os indivíduos que durante o tratamento apresentaram alguma 

forma de complicação, como alterações cardíacas, renais e em níveis 

enzimáticos e necessitaram interromper o tratamento foram excluídos do 

estudo no segundo ou terceiro dia de avaliação. Também foram perdidos 

indivíduos no úlitmo dia por não comparecerem ao ambulatório.  

Os pacientes foram tratados com 20mg/Kg de antimoniato de N-metil 

meglumina (SbV) – (N-metil glucamina- Glucantime®- Aventis) de forma 

endovenosa por dia durante 21 dias (Paula e cols, 2003) . Foram critérios de 

inclusão utilizados neste estudo a presença de lesão cutânea característica 

provocada pela infecção por Leishmania, diagnóstico evolutivo e 

laboratorialmente definido para leishmaniose, ser o primeiro tratamento para a 

doença, ter sido o antimoniato de N-metilglucamina - Glucantime® (Aventis) a 

droga de escolha para o tratamento e não estar fazendo uso de outra 

medicação. 

   Os critérios para o diagnóstico da leishmaniose cutânea incluíram a 

presença da úlcera característica ao exame clínico e apresentar pelo menos 

dois dos seguintes testes diagnósticos positivos: teste intradérmico de 

Montenegro, sorologia, cultura, avaliação histopatológica e resposta clínica ao 

tratamento.  
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 O sangue era coletado dos indivíduos com LTA, antes, ao sétimo dia, e 

no último dia de tratamento. Dos 17 indivíduos com LTA cutânea estudados, 

para 7 a identificação da espécie do parasito foi feita por métodos 

imunoenzimáticos (Shaw e cols, 1989) e/ou por PCR (Volpini e cols, 2004). 

Destes, 5 apresentaram infecção por Leishmania (V) braziliensis  e 2 por 

Leishmania (L) amazonensis.  

Foram critérios de exclusão, com base na história clínica, indivíduos que 

utilizavam outros medicamentos, apresentavam outra patologia concomitante 

ou doenças possíveis de influenciar as funções do sistema imunitário, como 

reumáticas, neoplásicas, infecciosas, nutricionais, etc. O sangue foi coletado 

em vacutainer heparinizado com agulha de coleta múltipla, da região da fossa 

cubital, com material estéril e descartável, após assepsia com álcool iodado, de 

voluntários controles e de indivíduos tratados com antimoniato de N-metil 

glucamina, sendo utilizado para as análises das funções dos fagócitos e para 

determinação das citocinas. 

O presente trabalho foi elaborado e desenvolvido com total isenção de 

quaisquer conflitos de interesse. 

 

3.2a- Caracterização dos aspectos clínicos dos indivíduos com 

leishmaniose tegumentar americana e dos indivíduos controles normais 

Os parâmetros clínicos e laboratoriais referentes aos indivíduos com 

LTA analisados estão listados na tabela 1. Dos dezessete indivíduos com 

leishmaniose cutânea estudados foram obtidos os seguintes dados referentes 

ao diagnóstico laboratorial: das 13 impressões por aposição realizadas, 3 

mostraram resultados positivos; das 14 culturas para leishmânia realizadas, 4 
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foram positivas; nos testes histopatológicos, todos os indivíduos mostraram a 

infiltração de plasmócitos e histiócitos e 3 deles apresentaram presença de 

parasitos; em 15 testes de Montenegro realizados, 11 mostraram resultados 

positivos; dos 17 testes sorológicos realizados, 12 mostraram resultados 

positivos, com títulos variando de 1:40 a 1:320. Os dados referentes aos 

indivíduos controles sadios se encontram na tabela 2.  
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Tabela 1: Identificação, idade, sexo, localização e tempo de surgimento das lesões e exames diagnósticos dos indivíduos com 
leishmaniose cutânea estudados. 

 
Iniciais 

 
Idade 
(anos) 

 
Sexo 

 
NO de 

 lesões 

 
Localização 
 das lesões 

 
Tempo de 
surgimento 

da lesão 

 
Montene-

gro 

 
Cultura 

 
Biópsia/  
aspirado

* 

 
Impressão 

Por 
aposição 

 
Imunofluo 
-rescência 

 

R R 

 

44 

 

M 

 

1 

 

Perna E 

 

1mês 

 

15x15 mm 

 

Positivo 

 

*Parasita 

pos 

 

- 

 

160 

P F G 21 M 1 Pênis ----- - Negativo 10# 
 

Negativa Não reagente 

F C M S 55 M 1 Tornozelo E 4 anos 7x7mm Negativo Parasita 
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1. Hiperplasia pseudocarcinomatosa na epiderme; 2. Infiltrado denso linfoplasmocitário ocupando toda a derme; 3. Processo inflamatório crônico não 
específico; 4. Processo inflamatório; 5. Hiperplasia de epiderme com hiperceratose; 6. Infiltrado de linfócitos, plasmócitos e histiócitos; 7. Áreas de necrose e 
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reativa; 9. Áreas de necrose na derme; 10. Processo inflamatório granulomatoso; 11. Hiperplasia pseudoepiteliomatosa.# Sugestivo de LTA; & LTA? 
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Tabela 2: Identificação, idade e sexo dos indivíduos controles que participaram 

do estudo. 

 

Indivíduos 

 

Idade 

 

Sexo 

 

1 

 

31 

 

M 

2 33 F 

3 40 F 

4 35 F 

5 30 M 

6 52 F 

7 33 M 

8 25 F 

9 43 F 

10 36 F 

11 23 M 

12 22 F 

13 18 M 

14 47 M 

15 19 M 

 

Total 

 

32.5± 10.1 

 
Masculino = 7 
Feminino = 8 
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3.3a– Concentração do antimoniato de N-metil glucamina para o 

tratamento de indivíduos com LTA  

 

 A apresentação comercial do antimoniato de N-metilglucamina - 

Glucantime® (Aventis) é em ampolas de 5 mL, sendo que cada 5 mL da 

preparação contém 1,5 g do sal, correspondendo a 405 mg de antimônio 

pentavalente (WHO, 2000).  

 Os indivíduos tratados no ambulatório de Dermatologia do Hospital 

Universitário de Brasília recebiam uma dose de 20 mg/Kg/dia de N-metil 

glucamina, por 21 dias, por via intravenosa, lentamente.  

 

3.4a – Preparação da suspensão estoque de Saccharomyces cerevisiae 

para utilização no teste de fagocitose 

 Para preparação da suspensão estoque de leveduras foi utilizada a 

técnica de Lachman e Hobart (1978). Com a preparação das leveduras por 

esta técnica ocorre uma modificação na superfície do fungo Saccharomyces 

cerevisiae que facilita a adsorção do componente C3 do complemento. Brandi 

(1993) demonstrou que anticorpos presentes no soro podem também se 

adsorver às leveduras quando tratadas utilizando-se esta técnica. 

 Um tablete de 50 g de fermento fresco para pão (Fleischmann) foi 

dissolvido em 220 mL de STF, pH 7,2, e autoclavado a 121˚C  em uma 

atmosfera, por 30 min, e em seguida a suspensão foi lavada com STF, pH 7,2, 

por várias vezes por centrifugação até obter-se o sobrenadante límpido. O 

sedimento foi suspenso em 28 mL de STF, pH 7,2, contendo 0,1M de 2-

mercaptoetanol e em seguida incubado a 37˚C por 2 h em agitação. A 
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suspensão foi lavada três vezes para retirar o 2-mercaptoetanol e suspensa em 

55 mL de solução de iodocetamida 0,02M em STF, pH 7,2. Foi feita outra 

incubação à temperatura ambiente por 2 h com agitação, e em seguida a 

suspensão foi lavada três vezes por centrifugação em STF, suspensa em 220 

mL de STF e o pH acertado para 7,2. A suspensão era autoclavada novamente 

por 30 min a 121˚C, em seguida lavada por centrifugação até obter um 

sobrenadante límpido e suspensa em 110 mL de tampão veronal, pH 7,2, 

contendo 200mg/L de azida sódica, como preservativo. A suspensão estoque 

preparada foi mantida a 4˚C e utilizada até 6 meses após a sua preparação.  

 

3.5a – Preparação das leveduras para uso no teste de fagocitose 

 Para cada experimento, uma alíquota de 100 µL era retirada da 

suspensão estoque, o volume completado para 1 mL com STF, e a suspensão 

lavada três vezes por centrifugação. Após a última centrifugação, as leveduras 

eram quantificadas em câmara de Neubauer. Para avaliar a fagocitose pelos 

receptores para padrões moleculares de patógenos as leveduras eram em 

seguida incubadas com soro fetal bovino (Gibco) previamente inativado a 56˚C 

por 30 min, a 10%, em RPMI 1640 (Sigma), pH 7,2, suplementado com 20mM 

Hepes (Sigma), 26,7mL/L de NaHCO3 a 7,5% (Sigma)  e 25mg/L de 

hipoxantina (Schering-Plough) em banho-Maria, a 37˚C por 30 min.  

 Para avaliar a fagocitose pelos receptores para complemento as 

leveduras eram incubadas a 37˚C, por 30 minutos, em banho-Maria, com soro 

fresco a 10% dos mesmos indivíduos dos quais os fagócitos estavam sendo 

testados. Todo procedimento era realizado como acima descrito substituindo o 

soro fetal bovino pelo soro fresco do doador. 
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3.6a- Separaração das células mononucleares do sangue periférico por 

gradiente de densidade descontínuo com Percoll  

 

 O sangue coletado em vacutainer heparinizado era centrifugado a 200g 

para separação do plasma que era utilizado para sensibilizar as leveduras. A 

camada de leucócitos era coletada, suspensa ao volume inicial com solução 

salina tamponada com fosfato, pH 7,2 e colocada delicadamente sobre o 

Percoll (GE Health Care Biosciences), densidade 1,077, numa proporção de 5 

ml de sangue para 3 ml de Percoll, e centrifugada a 750g por 10 minutos a 4˚C, 

em centrífuga de caçamba móvel. Após a centrifugação, as células 

mononucleares eram recuperadas e o volume completado para 10ml com STF 

gelada e centrifugadas a 400g por 10 min, a 4°C para retirada do Percoll. O 

sobrenadante era desprezado e o volume completado novamente para 10ml 

com STF gelada e centrifugado por 10 min a 200g, a 4°C, para retirada das 

plaquetas. O sobrenadante era desprezado e as células mononucleares 

recuperadas (linfócitos e monócitos) eram suspensas para um volume final de 

2 mL com RPMI 1640 (Sigma) gelado, pH 7,2, suplementado com 20mM 

Hepes (Sigma) e 26,7 mL/L de NaHCO3 a 7,5% (Sigma). As células 

mononucleares eram quantificadas em câmara de Neubauer e a viabilidade 

determinada pela exclusão de nigrosina a 0,05% (Sigma) em STF, pH 7,2 

(Muniz-Junqueira e cols, 2001). 

A viabilidade das células mononucleares foi sempre superior a 94%, a 

pureza das preparações acima de 95% por contagem em distendido e a 

porcentagem de recuperação das CMN acima de 70%. 
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3.7a- Influência do tratamento com antimoniato de N-metil glucamina 

sobre a capacidade  fagocitária dos monócitos de indivíduos com LTA e  

controles  

As células mononucleares obtidas por separação em Percoll, como 

acima descrito, eram suspensas em RPMI 1640 (Sigma) sem soro fetal bovino 

e 5x105 células mononucleares por orifício, em 500µL, eram distribuídas em 

placas Limbro de cultura de 24 orifícios (TPP - Techno Plastic Products), 

estéreis, contendo lamínulas de vidro de 13 mm de diâmetro. As células eram 

incubadas em câmara úmida a 37°C, em 5% de CO2 em ar por 2 h para 

permitir a aderência dos fagócitos à lamínula. Os orifícios eram lavados com 

salina tamponada com fosfato, pH 7,2, para retirar as células não aderidas. Em 

seguida, para avaliar a fagocitose pelos receptores para padrões moleculares 

de patógenos os macrófagos aderidos eram incubados por 30 min com uma 

suspensão de 4x106 Saccharomyces cerevisiae em RPMI 1640 (Sigma) com 

soro fetal bovino (Sigma) a 10%, previamente inativado, a 37°C, em câmara 

úmida, em CO2 a 5% em ar. E, para testar a fagocitose pelos receptores para 

complemento, o soro fetal bovino era substituído pelo plasma fresco do próprio 

indivíduo para sensibilizar as leveduras. 

Após esse período, os orifícios eram lavados, sendo a última lavagem 

feita com RPMI 1640 (Sigma) contendo SFB a 30%, com o objetivo de 

preservar as células para a observação.   

 As lamínulas eram secas em vento quente, fixadas com metanol 

absoluto (Vetec) e coradas com Giemsa (Dinâmica) a 10% em tampão para 

coloração, por 10 minutos. As preparações eram montadas em lâminas com 

entellan (Sigma) e analisadas ao microscópio óptico. Foram quantificados 200 
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monócitos por preparação, em campos selecionados aleatoriamente, e 

calculado o índice fagocitário (IF) pela multiplicação da média de leveduras 

ingeridas ou fortemente aderidas por monócitos pela proporção de monócitos 

envolvidos na fagocitose, e os dados foram expressos por 100 monócitos  

(Shaw e Griffin, 1981).  

 

3.8a - Influência do tratamento com antimoniato de N-metil glucamina  

sobre a  produção de peróxido de hidrogênio por monócitos de 

indivíduos com LTA e dos indivíduos controles  

 A produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) pelos monócitos dos 

indivíduos com LTA e dos indivíduos normais foi determinada pela técnica 

descrita por Pick e Mizel (1981) adaptada. O princípio desta técnica baseia-se 

na oxidação do vermelho de fenol pela peroxidase na presença de H2O2 

formando um produto lido por colorimetria. As células mononucleares do 

sangue periférico eram separadas pelo gradiente descontínuo de Percoll, como 

acima descrito, e mantidas a 4°C até o momento de distribuir na placa de 96 

orifícios (TPP), estéril, de fundo chato. As células (1,5x105 células 

mononucleares em 200 µL de RPMI 1640, pH 7,2, sem soro fetal bovino) eram 

distribuídas, em triplicata, por orifício, nas placas estéreis de cultura. A placa 

era incubada por uma hora em câmara úmida, a 37°C, em atmosfera de 5% de 

CO2 em ar, para aderência dos monócitos. Após a incubação, os orifícios eram 

lavados 3 vezes com STF, pH 7,2, a 37°C, e incubadas com vermelho de fenol 

a 1% e peroxidase tipo 1 RZ 1.3, correspondendo a 19 unidades de 

purpurogalina/mL (Sigma), na presença ou não de 20nM de acetato de forbol 

miristato (PMA) (Sigma), por 60 min, em câmara úmida, a 37°C, contendo 5% 
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de CO2 em ar. A reação era interrompida com 10 µL de NaOH 1N e, em 

seguida, a leitura era realizada em espectrofotômetro de placa (Titertek) com 

filtro de 620 nm. Os testes foram realizados em triplicata e os resultados foram 

expressos em micromoles de H2O2 (µM). Uma curva-padrão para quantificação 

do H2O2 era preparada de uma solução estoque de H2O2 (Sigma) nas 

concentrações de 100 µM, 50 µM, 25 µM, 12,5 µM, 6,25 µM, 3,12 µM, 1,56 µM 

e 0 µM, com vermelho de fenol acrescido de peroxidase, correspondendo a 19 

unidades de pupurogalina/mL.  

 

3.9a- Influência do tratamento com antimoniato de N-metil glucamina 

sobre a produção de FNT-αααα e IL-10 pelos monócitos de indivíduos com 

LTA e de indivíduos controles 

 Para verificar a influência do tratamento com o antimoniato de N-metil 

glucamina sobre a produção do fator de necrose tumoral-α e da Interleucina-10 

pelos monócitos dos indivíduos infectados com Leishmania e dos indivíduos 

controles, foram realizados testes imunoenzimáticos no sobrenadante das 

culturas dos monócitos.   

 Para estes experimentos, as células mononucleares do sangue 

periférico (PBMC) foram obtidas conforme descrito anteriormente por gradiente 

de densidade descontínuo com Percoll e ressuspensas em RPMI 1640 gelado 

(Sigma) sem soro fetal bovino. As células, na quantidade de 5x105 células por 

orifício em um volume final de 500 µL, eram distribuídas em placas de cultura 

de 24 orifícios (TPP) e incubadas por duas horas em câmara úmida, a 37°C, 

em atmosfera de 5% de CO2 em ar, para aderência dos monócitos. Após a 

incubação, os orifícios eram lavados 3 vezes com STF, pH 7,2, a 37°C para a 
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retirada das células não aderidas, e em seguida incubadas ou não com 1µg/mL 

de LPS (Sigma) em RPMI 1640 (Sigma) suplementado com 10% de soro fetal 

bovino por orifício, durante 6 horas em câmara úmida, a 37°C, em atmosfera de 

5% de CO2 em ar. Este tempo de incubação foi escolhido porque é quando a 

produção de FNT-α pelos monócitos atinge seu pico máximo e a produção de 

IL-10 também já é detectada (Matic e cols, 1991; Liese e cols, 2001). O 

sobrenadante das culturas dos monócitos foi coletado individualmente e 

congelado a -80˚C até a determinação do fator de necrose tumoral alfa e da IL-

10 pelo teste de ELISA.  

 O ensaio imunoenzimático foi realizado em placas de 96 orifícios, 

utilizando kits manufaturados pela Invitrogen (EUA), específicos para a citocina 

humana, de acordo com as instruções do fabricante. Os testes foram 

realizados em duplicata e o valor mínimo de detecção pelos kits utilizados 

foram de 1,7pg/mL para o FNT-α e de menos que 1pg/mL para a IL-10. As 

placas estavam sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti-FNT-α ou anti-IL-

10 de captura, o tampão de incubação foi colocado em todos os orifícios e os 

padrões, amostras e controles foram acrescentados e as placas foram 

incubadas por 2 horas a temperatura ambiente. As placas foram lavadas com o 

tampão de lavagem e o segundo anticorpo monoclonal anti-FNT-α ou anti-IL-10 

ligado a peroxidase foi adicionado, em seguida as placas forma incubadas a 

temperatura ambiente por uma hora para o FNT-α e por 2 horas para a IL-10 

para permitir a formação do sanduíche: (anticorpo monoclonal 1)-(citocina)-

(anticorpo monoclonal 2- peroxidase). A placa foi lavada para retirar os 

anticorpos marcados com peroxidase que não se ligaram às citocinas. Em 

seguida foi adicionada solução cromógena de tetrametilbenzidina, mais 
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peróxido de hidrogênio, que reagiram, no escuro, por 30 minutos com a enzima 

para a revelação dos anticorpos marcados. A reação foi então interrompida 

pela adição de ácido sulfúrico 1,8N e a leitura da placa de microtitulação foi 

feita em espectrofotômetro de placa Spectramax Plus384 (Molecular Devices) 

no comprimento de onda de 450nm. Uma curva padrão semilogarítmica foi feita 

pelo programa computadorizado do espectrofotômetro e a densidade óptica 

convertida em pg/mL de FNT-α e IL-10. 

 

3.10a- Influência do tratamento com antimoniato de N-metil glucamina na 

produção de IFN-γγγγ pelas células mononucleares do sangue periférico de 

indivíduos com LTA e de indivíduos controles 

 Para verificar a influência do tratamento com o antimoniato de N-metil 

glucamina sobre a produção do interferon-γ pelas células mononucleares do 

sangue periférico (linfócitos e monócitos) dos indivíduos infectados com 

Leishmania e dos indivíduos controles, o teste de ELISA foi realizado no 

sobrenadante das culturas das células mononucleares após 72 horas de 

incubação para permitir a proliferação celular. Para este ensaio, as células 

mononucleares foram separadas em Percoll, como acima descrito, e 5x105 

células foram distribuídas em placas estéreis de 24 orifícios e incubadas em 

câmara úmida, a 37°C, em atmosfera de 5% de CO2 em ar. Após 2 horas as 

células mononucleares do sangue periférico (linfócitos e monócitos) foram 

então estimuladas com fitohemaglutinina (PHA) (Sigma) (5 µg/mL) por 72 

horas. Após este período, os sobrenadantes das culturas das CMN foram 

coletados individualmente e congelados a -80°C até a determinação do IFN-γ. 

O ensaio imunoenzimático foi realizado em placas de 96 orifícios, utilizando um 
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kit manufaturado pela Invitrogen (EUA), específico para a citocina humana, de 

acordo com as instruções do fabricante, sendo que os procedimentos 

empregados foram semelhantes aos descritos anteriormente. O valor mínimo 

de detecção pelo kit utilizado foi de 4pg/mL para o IFN-γ. A leitura das reações 

e a obtenção dos dados foram realizadas conforme descrito na seção anterior. 

 

B- ESTUDO NO MODELO EXPERIMENTAL 

3.1b -  Grupos de estudo em camundongos e aspectos éticos 

As normas éticas para pesquisa científica com animais de laboratório, 

definidas pela resolução de 8 de maio de 1979 e pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA, 1991) foram rigorosamente observadas. 

 Foram estudados 49 camundongos BALB/c e 51 camundongos C57BL/6 

isogênicos, machos e fêmeas entre 2 e 6 meses de idade, mantidos no 

alojamento de animais da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasília, 

em gaiolas coletivas pequenas (com até 5 animais) e grandes (com até 9 

animais), com água e ração padronizada ad libitum, sob condições de luz e 

temperatura ambientes, com ciclos de 12 horas claro-escuro. Estes animais 

foram provenientes de matrizes isogênicas adquiridas na Unicamp.  

 

 

3.2b- Grupos de estudo em camundongos para avaliação da influência do 

antimoniato de N-metil glucamina sobre a fagocitose, a produção de 

peróxido de hidrogênio e a produção de óxido nítrico 

 Foram estudados 100 camundongos separados nos seguintes grupos: 

Ccamundongos BALB/c (n=49)  e camundongos C57BL/6 (n=51). 
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 Para os camundongos BALB/c os seguintes grupos de camundongos 

foram estudados:  

 Grupo 1. Camundongos controles normais tratados com salina 

(BNS): onde 16 camundongos BALB/c, 10 machos e 6 fêmeas foram tratados 

com salina 0,9%, por 21 dias, sendo a média±DP do peso do grupo de 

26,4±2,9.   

Grupo 2. Camundongos normais tratados com N-metil glucamina 

(BNT): onde 17 camundongos BALB/c, 9 machos e 8 fêmeas foram tratados 

com 20mg/Kg/dia de antimoniato de N-metil glucamina - Glucantime® 

(Aventis), por 21 dias.  A média±DP do peso deste grupo foi de 26,0±4,6. 

Grupo 3. Camundongos infectados com leishmânia tratados com 

salina (BIS): onde 11 camundongos BALB/c, 7 machos e 4 fêmeas infectados 

com Leishmania amazonensis foram tratados com solução salina conforme 

descrito anteriormente, sendo a média ±DP do peso de 25,9±3,9.  

Grupo 4. Camundongos infectados com leishmânia e tratados com  

N-metil glucamina (BIT): onde 5 camundongos BALB/c machos infectados 

com Leishmania amazonensis há 2 meses e meio foram tratados com 

20mg/Kg/dia de antimoniato de N-metilglucamina - Glucantime® (Aventis) por 

via IM por 21 dias. A média ±DP do peso deste grupo foi de 28,4±3,4. 

A divisão dos grupos de camundongos C57BL/6 foi realizada da 

seguinte maneira: 

Grupo 1. Camundongos controles tratados com salina (CNS): com 

n=16, sendo 12 machos e 4 fêmeas, tratados com salina por 21 dias. A média 

±DP do peso do grupo foi de 24,8±6,4. 



 42 

Grupo 2. Camundongos controles tratados com antimoniato de N-

metil glucamina (CNT): com n=16, tratados com antimoniato de N-metil 

glucamina sendo 12 machos e 4 fêmeas. A média ±DP do peso deste grupo foi 

de 28,7±4,9. 

Grupo 3. Camundongos infectados com leishmânia tratados com 

salina (CIS): com n=10, sendo 6 machos e 4 fêmeas, infectados com 

Leishmania amazonensis, foram tratados com solução salina conforme descrito 

anteriormente. A média ±DP do peso deste grupo foi de 25,8±4,0. 

Grupo 4. Camundongos infectados com leishmânia e tratados com 

N-metil glucamina (CIT): com n=9, sendo 3 machos e 6 fêmeas, infectados 

com Leishmania amazonensis  foram tratados com 20mg/Kg/dia de antimoniato 

de N-metilglucamina - Glucantime® (Aventis)  por 21 dias.  A média ±DP do 

peso deste grupo foi de 23,1±2,8. 

 

3.3b – Condições de cultivo e diluição de Leismania amazonensis para as 

infecções em modelos experimentais 

A Leishmania (Leishmania) amazonensis da cepa MHOM/BR/PH8 

utilizada nestes experimentos foi proveniente de Belo Horizonte (MG) e foi 

obtida do Laboratório de Dermatologia da Faculdade de Medicina da 

Universidade de Brasília. A cepa era mantida em nitrogênio líquido (-196°C).  

Para a preparação do inóculo, as formas promastigotas de L. 

amazonensis criopreservada foi transferida para o meio NNN-LIT (Novy-

MacNeal-Nicolle + liver infusion tryptose) e mantida em estufa a 24ºC, até que 

os parasitos alcançassem a fase log de crescimento. Em seguida uma alíquota 

de 100µL dessa suspensão era inoculada via subcutânea na pata de hamsters 
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e após 40 dias as lesões eram puncionadas com solução de NaCl 0,9%. O 

aspirado era então transferido para o meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-

Aldrich, St Louis, EUA), suplementado com 20% de soro fetal bovino e 0,2% de 

sulfato de gentamicina e incubado a 24ºC por 5 a 7 dias, até que os parasitos 

atingissem a fase log de crescimento e adquirissem a forma metacíclica. O 

inóculo foi preparado a partir dessa suspensão. Os animais foram infectados 

com uma suspensão de 1x106 parasitos/mL (Childs 1977), no coxim plantar 

direito, num volume de 50µL por camundongo. 

 

3.4b – Concentração do antimoniato de N-metil glucamina utilizado no 

tratamento da infecção dos modelos experimentais 

Os camundongos receberam 20mg/Kg/dia de N-metil glucamina, num 

volume de 100 µL de salina tamponada com fosfato, injetados no coxim plantar 

por 21 dias consecutivos, após dois meses e meio de infecção, quando ocorria 

o surgimento da lesão na pata. A coleta dos macrófagos peritoneais foi 

realizada 7,25±4,5 dias após o último dia de tratamento. O antimoniato de N-

metilglucamina - Glucantime® (Aventis) foi fornecido pelo Ministério da Saúde 

do Brasil. 

 

3.5b - Obtenção dos macrófagos peritoneais  

 Os animais eram anestesiados com éter etílico, o sangue total era 

coletado por punção cardíaca e os animais sacrificados por deslocamento 

cervical. Após a anti-sepsia da parede abdominal com álcool 70%, uma 

pequena incisão era feita, suficiente para acessar a cavidade abdominal, e 
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através dela, com pipeta Pasteur estéril, lavava-se o abdômen com 10 mL de 

STF estéril, gelado, com o objetivo de coletar os macrófagos peritoneais. 

 O líquido recuperado do lavado peritoneal era centrifugado a 200g, por 

10 minutos, a 4°C. O sobrenadante era desprezado e as células ressuspensas 

em 2 mL de meio de cultura RPMI 1640, pH 7,2 (Sigma), acrescido de 20mM 

de Hepes (Sigma) e 27,4 mL/L de NaHCO3 a 7,5%. Logo após, as células eram 

quantificadas e a viabilidade era avaliada em câmara de Neubauer, utilizando 

solução de nigrosina a 0,05% na proporção de 1:5. Após isto, as células eram 

novamente suspensas em RPMI 1640, pH 7,2, para serem utilizadas nos vários 

testes funcionais (Muniz-Junqueira e cols, 1992). 

 

3.6b- Influência do tratamento com antimoniato de N-metil glucamina na 

capacidade  fagocitária de macrófagos peritoneais 

 

 O experimento de fagocitose foi realizado conforme o teste descrito no 

item 3.7a, substituindo as células mononucleares por 2x105 macrófagos 

peritoneais. 

 

  

3.7b- Preparação do pool de plasma fresco para avaliação da fagocitose 

facilitada por opsoninas 

 

 No momento do sacrifício dos animais, coletava-se sangue por punção 

cardíaca e após centrifugação, utilizava-se o plasma murino a 10% como fonte 

de complemento para sensibilização das leveduras. O teste de fagocitose 
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também foi avaliado tanto pelos receptores para padrões moleculares de 

patógenos (leveduras sensibilizadas com soro fetal bovino inativado) quanto 

pelos receptores para complemento (leveduras sensibilizadas pelo pool de soro 

fresco dos comundongos).  

 

3.8b- Influência do tratamento com antimoniato de N-metil glucamina na 

produção de peróxido de hidrogênio em macrófagos peritoneais 

 O experimento da quantificação de peróxido de hidrogênio foi realizado 

conforme o teste descrito no item 3.7a, substituindo as células mononucleares 

por 1,5x105 macrófagos peritoneais.  

  

3.9b- Influência do tratamento com antimoniato de N-metil glucamina na 

produção de óxido nítrico pelos macrófagos peritoneais 

 

A produção de óxido nítrico (NO) pelos macrófagos peritoneais de 

camundongos foi avaliada de forma indireta no sobrenadante das culturas 

utilizando a reação de Griess (Green e cols, 1981), uma vez que esta molécula 

é instável e rapidamente decomposta em nitrato e nitrito. 

Após coleta e processamento dos macrófagos conforme descrito no item 

3.5b, 1,5x105 macrófagos em um volume final de 200 µl de RPMI 1640, pH 7,2, 

a 4°C, sem soro fetal bovino eram distribuídos, em triplicata, em placas estéreis 

de cultura com 96 orifícios de fundo chato (TPP). Os macrófagos eram, então, 

incubados por 1 hora em câmara úmida, a 37°C, em atmosfera de 5% de CO2 

em ar, para permitir a aderência dos fagócitos. 
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Após incubação, os orifícios eram lavados 1 vez com STF, pH 7,2, a 

37°C, depois incubados por 24 horas com ou sem o estímulo de 10µg/mL de 

LPS (Sigma), num volume final de 200µl em RPMI 1640, pH  7,2, a 37°C, com 

10% de soro fetal bovino.  

Após 24 horas de incubação, as placas eram centrifugadas por 10 

minutos a 200g e 100µl do sobrenadante das culturas eram transferidos para 

outra placa, e 100µl do reagente de Griess (1-N nafitileno diamina 

dihidrocloridro a 0,1%, sulfanilamida a 1% e H3PO4 a 2,5%) era adicionado a 

cada orifício. A reação era imediatamente lida em espectrofotômetro de placa 

(Titertek) em comprimento de onda de 540 nm. Os resultados foram expressos 

em micromolar (µM).  

A curva-padrão era elaborada com uma solução de nitrito de sódio 

(NaNO2) nas concentrações de 100 µM, 50 µM, 25 µM, 12,5 µM, 6,25 µM, 3,12 

µM,  1,56 µM e 0 µM.  

 

3.10b- Análise estatística 

As análises e os gráficos foram feitos empregando-se o programa 

Prism® 5 Software Package (GraphPad, USA, 2005).  

Para a aplicação dos testes estatísticos verificou-se previamente a 

normalidade ou não das variáveis das amostras. A normalidade das variáveis 

foi analisada empregando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Para 

comparação entre duas variáveis com distribuição normal foi utilizado o teste t 

pareado ou o de Mann-Whitney. Os testes estatísticos empregados para a 

comparação entre mais do que 2 grupos foram o ANOVA ou Kruskal-Wallis, 
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seguido pelos métodos de Student-Newman-Keuls ou Dunn para as múltiplas 

comparações entre os grupos, segundo a normalidade das amostras.  

As diferenças entre as variáveis comparadas foram consideradas 

estatisticamente significantes quando a probabilidade bi-caudal da sua 

ocorrência devida ao acaso (erro tipo I) foi menor que 5% (p<0,05). Os dados 

foram expressos graficamente como mediana, quartis e extremos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4-Resultados  
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4- RESULTADOS 
 
 
Estudo em seres humanos 
 

 Com o objetivo de avaliar a influência da infecção pela leishmânia sobre 

o sistema de fagócitos, foram comparadas as funções dos fagócitos de 

indivíduos controles com a dos indivíduos com leishmaniose antes do 

tratamento. Para verificar a influência do antimoniato de N-metil glucamina 

sobre a função dos fagócitos, foram comparadas as funções dos fagócitos dos 

indivíduos com leishmaniose antes do tratamento, com 7 dias e ao seu final.  

 
  

4.1a- Influência do tratamento com N-metil glucamina sobre a capacidade 

fagocitária dos monócitos de indivíduos com LTA e indivíduos controles 

pelos receptores que reconhecem padrões moleculares de patógenos 

 A capacidade fagocitária dos monócitos pelos receptores que 

reconhecem padrões moleculares de patógenos, como manose e glucana, foi 

avaliada pelo índice fagocitário, proporção de monócitos envolvidos na 

fagocitose e média de leveduras ingeridas por monócito, comparativamente, 

entre indivíduos com LTA antes do tratamento e controles normais, como 

também antes do tratamento, durante e no último dia. Estes experimentos 

utilizaram soro fetal bovino inativado, e foram conduzidos utilizando-se uma 

suspensão de 4x106 Saccharomyces cerevisiae.  

Os indivíduos infectados com Leishmania antes do tratamento 

mostraram uma menor capacidade fagocitária em relação aos controles 

normais, sendo a mediana do índice fagocitário antes do tratamento (8,95) 

cerca de 2,5 vezes menor do que a dos controles normais (22) p=0.02, teste t 

Student (figura 2, gráfico inferior). Isto ocorreu devido à menor quantidade de 
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monócitos envolvidos na fagocitose dos indivíduos infectados antes do 

tratamento (5%) em relação aos indivíduos controles normais (16.5%), 

p=0.0005, teste t Student) (figura 2, gráfico do meio), porque não houve 

diferença significante entre as medianas do número de S. cerevisiae 

fagocitadas por monócito do grupo de indivíduos controles normais (1,3) e do 

grupo de indivíduos infectados com Leishmania antes do tratamento (1,5) 

(p=0,90, teste de Mann-Whitney) (Figura 2, gráfico superior). Logo após o 

tratamento com antimoniato de N-metil glucamina dos indivíduos com 

leishmaniose, a mediana do índice fagocitário dos monócitos pelos receptores 

para padrões moleculares de patógenos aumentou de forma significante de 

8.95 antes do tratamento, para 19,6 no sétimo dia de tratamento com a droga e 

para 47,5 ao final do tratamento, p=0.036, teste Kruskal-Wallis, seguido pelo 

método de múltiplas comparações de Dunn (figura 2, gráfico inferior). Este 

aumento ocorreu devido à maior quantidade de monócitos envolvidos na 

fagocitose (de 5% antes do tratamento, para 8,5% com 7 dias de tratamento e 

para 21,75% ao final do tratamento (p=0.04, teste Kruskal-Wallis, seguido pelo 

método de múltiplas comparações de Dunn; figura 2, gráfico do meio). Pois não 

houve diferença estatística entre as medianas do número de S. cerevisae 

fagocitadas por monócitos durante o tratamento (1,5 antes do tratamento, 2 no 

sétimo dia e 1,6  ao final do tratamento, p=0,47, teste Kruskal-Wallis, seguido 

pelo método de múltiplas comparações de Dunn; figura 2,  gráfico superior). 
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Figura 2: Comparação da capacidade fagocitária de monócitos pelos receptores para 
padrões moleculares de patógenos entre indivíduos com leishmaniose cutânea e 
indivíduos controles normais (controle x antes), e avaliação da influência do tratamento 
com antimoniato de N-metil glucamina na capacidade fagocitária de monócitos de 
indivíduos com leishmaniose antes, no sétimo dia e ao final do tratamento. Os 
monócitos foram incubados com 4x106 leveduras S. cerevisiae não sensibilizadas, por 
orifício da placa. Os dados foram expressos como mediana, quartis e extremos. 
Gráfico superior: Média no número de S. cerevisiae ingeridas por monócito; controle x 
antes, teste t Student, p=0,9; os efeitos da droga foram avaliados pelo teste de 
Kruskal-Wallis seguido pelo método de múltiplas comparações de Dunn (p=0,47). 
Gráfico do meio: Proporção de monócitos envolvidos na fagocitose; controle x 
leishmaniose, teste t Student, p=0,0005; teste de Kruskal-Wallis seguido pelo método 
de múltiplas comparações de Dunn (antes x final, p<0,05). Gráfico inferior: Índice 
fagocitário dos monócitos; controle x leishmaniose, teste t Student, p=0,02; teste de 
Kruskal-Wallis (p=0,03) seguido pelo método de múltiplas comparações de Dunn 
(antes x dia 7, p<0,05). 
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4.2a- Influência do tratamento com antimoniato de N-metil glucamina 

sobre a capacidade fagocitária dos monócitos de indivíduos com LTA e 

indivíduos controles normais pelos receptores para opsoninas 

A influência do tratamento com antimoniato de N-metil glucamina sobre 

a capacidade fagocitária dos monócitos pelos receptores para opsoninas 

(componentes do sistema complemento e para a fração Fc da imunoglobulina) 

também foi avaliada conforme descrito no item anterior, utilizando o plasma 

fresco dos próprios indivíduos.    

Na avaliação da fagocitose pelos receptores para opsoninas, os 

resultados se mostraram similares aos anteriores para receptores para PMP. A 

mediana do índice fagocitário dos monócitos do grupo infectado com a 

Leishmania antes do tratamento foi, também, de forma significante, 2,6 vezes 

menor (48,6) do que a do grupo de indivíduos controles normais (130) (p=0.03, 

teste de Mann-Whitney) (figura 3, gráfico inferior). Isto ocorreu devido à menor 

quantidade de monócitos envolvidos na fagocitose (de 23,25% para o grupo 

dos indivíduos infectados com Leishmania antes do tratamento para 33,5% 

para os indivíduos controles normais; p=0.03, teste de t Student , figura 3, 

gráfico do meio). Porque não houve diferença estatística entre as medianas do 

número de S. cerevisiae fagocitadas por fagócito (2,2 para o grupo dos 

indivíduos infectados por Leishmania e 2,6, para o grupo controle normal), 

p=0,37, teste t Student (figura 3, gráfico superior). 

Após o tratamento com o antimoniato de N-metil glucamina, de forma similar ao  

observado pela avaliação da fagocitose pelos receptores para PMP, a mediana 

do índice fagocitário aumentou significantemente de 48,7 antes do tratamento, 
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para 92,5 no sétimo dia e para 236 ao final do tratamento (p=0.04, teste 

Kruskal-Wallis seguido pelo método de múltiplas comparações de Dunn; figura 

3, gráfico inferior). Este aumento também se deveu a uma maior quantidade de 

monócitos envolvidos na fagocitose, que foi de 23,25% para os indivíduos 

infectados antes do tratamento, 44,25% com 7 dias e 53,75%  ao final do 

tratamento; p=0.03,  teste ANOVA seguido pelo método de Student-Newman-

Keuls de múltiplas comparações; figura 2, gráfico do meio). Não houve 

diferença estatística entre as medianas dos grupos com relação ao número de 

S. cerevisiae fagocitadas por monócitos durante o tratamento (2,2 para os 

indivíduos infectados por Leishmania antes do tratamento, 2,2 com 7 dias e 3,0 

ao final do tratamento; p=0,63, teste ANOVA seguido pelo método de Student-

Newman-Keuls de múltiplas comparações; figura 3, gráfico superior). 
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Figura 3: Comparação da capacidade fagocitária de monócitos, pelos receptores para 
moléculas do sistema do complemento, entre os indivíduos com leishmaniose cutânea 
e controles normais (controle x antes), e a avaliação da influência do tratamento com 
antimoniato de N-metil glucamina sobre a capacidade fagocitária de monócitos de 
indivíduos com leishmaniose antes, no sétimo dia e ao final do tratamento. Os 
monócitos foram incubados com 4x106 S. cerevisiae, sensibilizadas com soro fresco 
dos próprios doadores, por orifício da placa. Os dados foram expressos como 
mediana, quartis e extremos. Gráfico superior: Média no número de S. cerevisiae 
ingeridas por monócito; controle x antes, teste t Student, p=0,37; os efeitos da droga 
foram avaliados pelo teste ANOVA seguido pelo método de Student-Newman-Keuls de 
múltiplas comparações  (p=0,63). Gráfico do meio: Proporção de monócitos envolvidos 
na fagocitose; controle x leishmaniose, teste t Student , p=0,03; teste ANOVA seguido 
pelo método de Student-Newman-Keuls de múltiplas comparações (antes x dia 7 x 
final, p=0,03). Gráfico inferior: Índice fagocitário dos monócitos; controle x 
leishmaniose, teste Mann-Whitney, p=0,03; teste de Kruskal-Wallis seguido pelo 
método de múltiplas comparações de Dunn (antes x dia 7 x final p=0,04). 
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4.3a- Influência do tratamento com antimoniato de N-metil glucamina 

sobre a produção de peróxido de hidrogênio por monócitos de indivíduos 

com LTA e indivíduos controles normais 

A produção de peróxido de hidrogênio foi determinada no sobrenadante 

da cultura de monócitos de indivíduos com LTA antes e durante o tratamento 

com antimoniato de N-metil glucamina e de indivíduos controles normais por 

reação colorimétrica conforme descrito anteriormente.  Os monócitos dos 

indivíduos infectados por Leishmania antes do tratamento apresentaram uma 

produção basal de peróxido de hidrogênio significativamente maior (142µM 

H2O2/1,5x105 monócitos/h) do que os monócitos dos indivíduos controles 

normais (63,7µM H2O2/1.5x105 monócitos/h; p = 0,035, teste de Mann Whitney; 

figura 4, gráfico inferior). Resultado similar foi observado quando a produção de 

peróxido de hidrogênio pelos monócitos foi estimulada in vitro com PMA, sendo 

a produção do peróxido de hidrogênio de 145,9µM H2O2/1.5x105 monócitos/h 

para o grupo dos indivíduos infectados por Leishmania antes do tratamento e 

de 37,4µM H2O2/1.5x105 monócitos/h para os indivíduos controles normais, p = 

0,033 teste de Mann Whitney, figura 4, gráfico superior). Embora a mediana da 

produção basal de peróxido de hidrogênio pelos monócitos dos indivíduos 

infectados antes do tratamento tenha sido de 142µM H2O2/1.5x105 monócitos/h, 

no sétimo dia de tratamento de 42,6µM H2O2/1.5x105 monócitos/h, e no final de 

tratamento foi de 66µM H2O2/1.5x105 monócitos/hora (p = 0,16, teste de 

Kruskal-Wallis seguido pelo método de múltiplas comparações de Dunn; figura 

4, gráfico inferior), não houve diferença estatística na produção de peróxido de 

hidrogênio entre os grupos após o tratamento dos indivíduos com leishmaniose 
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com antimoniato de N-metil glucamina, pois a dispersão foi muito grande nos 

grupos estudados. 

 Da mesma forma, quando os monócitos dos indivíduos infectados e 

tratados com N-metil glucamina foram estimulados com PMA, os valores das 

medianas de 146µM H2O2/1.5x105 monócitos/h antes do tratamento, de 64µM 

H2O2/1.5x105 monócitos/h no sétimo dia de tratamento e 60µM H2O2/1.5x105 

monócitos/h ao final do tratamento (p=0,85, teste de Kruskal-Wallis seguido 

pelo método de múltiplas comparações de Dunn; figura 4, gráfico superior) não 

mostraram diferença estatística, pois a dispersão foi muito grande nos grupos 

estudados. 

.  
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Figura 4: Comparação da produção de peróxido de hidrogênio pelos monócitos de 
indivíduos com leishmaniose cutânea e de indivíduos controles normais e avaliação da 
influência do tratamento com antimoniato de N-metil glucamina sobre a produção de 
peróxido de hidrogênio por monócitos de indivíduos com leishmaniose antes, no 
sétimo dia e ao final do tratamento. A produção foi quantificada pelo método da 
oxidação do vermelho de fenol dependente de peroxidase. Os dados foram expressos 
como mediana, quartis e extremos em valores em µM/1,5x105 monócitos/h de 
peróxido de hidrogênio. Gráfico superior: produção de peróxido de hidrogênio 
estimulada por PMA; controle x leishmaniose, Mann Whitney, p=0,03. O efeito da 
droga foi avaliado pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo método de múltiplas 
comparações de Dunn (antes x dia 7 x final, p=0,85). Gráfico inferior: produção basal 
de peróxido de hidrogênio; controle x leishmaniose, Mann Whitney, p=0,03. O efeito da 
droga foi avaliado pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo método de múltiplas 
comparações de Dunn (antes x dia 7 x final, p=0,16). 
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4.4a- Influência do tratamento com antimoniato de N-metil glucamina 

sobre a produção de FNT-αααα e IL-10 pelos monócitos de indivíduos com 

LTA e de indivíduos controles normais 

 A produção do fator de necrose tumoral-α e da interleucina 10 foi 

determinada nos sobrenadantes das culturas dos monócitos dos indivíduos 

controles normais e dos indivíduos infectados por Leishmania antes, durante e 

após o tratamento com antimoniato de N-metil glucamina por ELISA.   

A mediana da produção basal de FNT-α pelos monócitos dos indivíduos 

infectados por Leishmania antes do tratamento (149 pg/mL) foi 

significantemente menor do que aquela observada nos indivíduos controles 

normais (945 pg/mL) (p<0,0001 teste Mann Whitney; figura 5). Após estímulo 

dos monócitos com o LPS não houve diferença significante entre as medianas 

dos dois grupos para produção desta citocina (446 pg/mL para os indivíduos 

controles e 588 pg/mL para os indivíduos infectados antes do tratamento, teste 

Mann Whitney, p=0,56; figura 6).  

Durante o tratamento com antimoniato de N-metil glucamina dos 

indivíduos com LTA, a mediana da produção basal do fator de necrose tumoral-

α aumentou de 149 pg/mL antes do tratamento para 1782 pg/mL no sétimo dia 

e foi de 130 pg/mL ao final do tratamento com droga; p=0,03, teste de Kruskal-

Wallis seguido pelo método de múltiplas comparações de Dunn (figura 5).  

 O tratamento com a droga não influenciou a produção do FNT-α quando 

os monócitos foram estimulados com LPS (588 pg/mL antes do tratamento, 699 

pg/mL com 7 dias e 165 pg/mL ao final do tratamento), p=0,12 teste de 

Kruskal-Wallis seguido pelo método de múltiplas comparações de Dunn (figura 

6).   
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 Não houve produção basal de IL-10 pelos monócitos da maioria dos 

indivíduos com leishmaniose, o que não foi diferente do observado para os 

indivíduos normais (Mann-Whitney, p=0,3). O tratamento com o antimoniato de 

N-metil glucamina também não modificou significantemente a produção basal 

desta citocina (Figura 7 gráfico inferior, p=0,73, teste Kruskal-Wallis seguido 

pelo método de múltiplas comparações de Dunn).  Após estímulo dos 

monócitos pelo LPS, não houve diferença entre a produção da IL-10 pelos 

monócitos dos indivíduos normais e com leishmaniose (Mann-Whitney, 

p=0,96). Após o tratamento houve apenas uma discreta tendência ao aumento 

da produção da IL-10 pelos monócitos dos indivíduos com leishmaniose no 

sétimo dia do tratamento com o antimonial, enquanto não houve produção 

desta citocina ao final do tratamento (Figura 7 gráfico superior, p=0,08, teste 

Kruskal-Wallis seguido pelo método de múltiplas comparações de Dunn).   
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Figura 5: Comparação da produção basal de fator de necrose tumoral-α pelos 
monócitos dos indivíduos com leishmaniose cutânea e controles normais e influência 
do tratamento com antimoniato de N-metil glucamina sobre a produção desta citocina 
pelos monócitos dos indivíduos com leishmaniose antes, no sétimo dia e ao final do 
tratamento.  O fator de necrose tumoral-α foi quantificado no sobrenadante das 
culturas dos monócitos após 6 horas de incubação de 5x106 PBMC por orifício da 
placa, por ELISA. Controle x leishmaniose, teste de Mann-Whitney, p=0,005; o efeito 
da droga foi avaliado pelo teste de Kruskal-Wallis (antes x dia 7 x final, p=0,003; teste 
de Kruskal-Wallis seguido pelo método de múltiplas comparações de Dunn, p<0,05 
(antes x dia 7). 
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Figura 6: Comparação da produção de fator de necrose tumoral-α pelos monócitos 
estimulados por LPS (1µg/mL), por 6h de incubação, entre os indivíduos com 
leishmaniose cutânea e os controles normais e avaliação da influência do tratamento 
com antimoniato de N-metil glucamina sobre a produção desta citocina pelos 
monócitos dos indivíduos com leishmaniose antes, no sétimo dia e ao final do 
tratamento.  O fator de necrose tumoral-α foi quantificado no sobrenadante das 
culturas (5x106 PBMC por orifício da placa) por ELISA. Controle x leishmaniose, teste 
de Mann-Whitney, p=0,56; o efeito da droga foi avaliado pelo teste de Kruskal-Wallis 
(antes x dia 7 x final), p=0,12. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 62 

Controle Antes Dia 7 Final
0

20

40

60

IL
 1

0 
p

g
/m

L
 (

L
P

S
)

Controle Antes Dia 7 Final
0

20

40

60

IL
 -

 1
0 

p
g

/m
L

 (
b

as
al

)

 
 
 
 
Figura 7: Comparação da produção de interleucina-10 pelos monócitos de indivíduos 
com leishmaniose cutânea e de indivíduos controles normais e avaliação da influência 
do tratamento com antimoniato de N-metil glucamina sobre a produção basal (gráfico 
inferior) e estimulada por 6h por LPS (1µg/mL) (gráfico superior) desta citocina pelos 
monócitos dos indivíduos com leishmaniose antes, no sétimo dia e ao final do 
tratamento.  A interleucina-10 foi quantificada no sobrenadante das culturas de 5x106 
células mononucleares do sangue periférico por orifício de placa, por ELISA. O efeito 
da droga foi avaliado pelo teste de Kruskal-Wallis (Controle x antes x dia 7 x final, 
p=0,73; seguido pelo método de múltiplas comparações de Dunn). 
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4.5a-  Influência do tratamento com antimoniato de N-metil glucamina  

sobre a produção de IFN-γγγγ  pelos indivíduos com LTA e  controles 

normais. 

 A produção de interferon-γ foi determinada no plasma sanguíneo e no 

sobrenadante da cultura células mononucleares do sangue periférico (linfócitos 

e monócitos) de indivíduos controles normais e de indivíduos infectados por 

Leishmania antes, com 7 dias e após o tratamento com antimoniato de N-metil 

glucamina após 72 horas de incubação com fitohemaglutinina.  

 Houve uma tendência para a mediana da concentração plasmática de 

interferon-γ ser discretamente maior nos indivíduos com leishmaniose 

tegumentar (32,5 pg/mL) do que a mediana dos indivíduos controles normais 

(30,8 pg/mL), p=0,057,Mann-Whitney, Figura 8.    

Após o tratamento com antimoniato de N-metil glucamina, não houve 

diferença significante entre as medianas dos grupos de indivíduos infectados 

por Leishmania, antes do tratamento (32,5pg/mL), no sétimo dia (33,1pg/mL) e 

ao seu final (31 pg/mL), p=0,23, teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo método 

de múltiplas comparações de Dunn (figura 8). 

Quando a produção de interferon-γ foi avaliada no sobrenadante das 

culturas de monócitos e linfócitos, após 72 h de incubação com 

fitohemaglutinina não houve diferença estatisticamente significante entre as 

medianas da concentração da citocina entre os indivíduos controles normais 

(52pg/mL) e os  infectados antes do tratamento (65pg/mL; p=0,64, teste de 

Mann-Whitney, figura 9).  O antimoniato de N-metil glucamina também não 

influenciou a produção desta citocina pelos monócitos e linfócitos dos 
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indivíduos com leishmaniose, sendo os valores das medianas com 7 dias de 

tratamento com a droga de 45 pg/mL e ao final do tratamento de 93 pg/mL; 

p=0,45, teste de Kruskal-Wallis seguido pelo método de múltiplas comparações 

de Dunn, figura 9). 
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Figura 8: Comparação dos níveis plasmáticos de interferon-γ em indivíduos com 
leishmaniose cutânea e indivíduos controles normais e avaliação da influência do 
tratamento com antimoniato de N-metil glucamina sobre a concentração plasmática da 
citocina em indivíduos com leishmaniose tegumentar antes, no sétimo dia e ao final do 
tratamento. Controle x leishmaniose, teste de Mann-Whitney, p=0,0578; O efeito da 
droga foi avaliado pelo teste de Kruskal-Wallis (antes x dia 7 x final, p=0,2313; teste de 
Kruskal-Wallis seguido pelo método de múltiplas comparações de Dunn). 
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Figura 9: Comparação da produção de interferon-γ pelas células mononucleares do 
sangue periférico (monócitos e linfócitos) de indivíduos com leishmaniose cutânea e 
de indivíduos controles normais estimulados com  fitohemaglutinina (5 µg/mL)  e 
avaliação da influência do tratamento com antimoniato de N-metil glucamina sobre a 
produção da citocina em indivíduos com leishmaniose antes, no sétimo dia e ao final 
do tratamento.  A interleucina-10 foi quantificada no sobrenadante das culturas (5x106 
PBMC por orifício de placa), por ELISA. Controle x leishmaniose, teste de Mann-
Whitney, p=0,638; O efeito da droga foi avaliado pelo teste de Kruskal-Wallis (antes x 
dia 7 x final, p=0,45; teste de Kruskal-Wallis seguido pelo método de múltiplas 
comparações de Dunn). Os pontos isolados representam dados outliers. 
 

 

 

    

 

 

 

 



 67 

B-  ESTUDO NO MODELO EXPERIMENTAL 

4.1 b- Influência do tratamento com antimoniato de N-metil glucamina 

sobre as funções de macrófagos peritoneais murinos 

 Com o objetivo de avaliar a influência do antimoniato de N-metil 

glucamina sobre as funções dos fagócitos, em modelos suscetível (BALB/c) e 

resistente (C57BL/6) à infecção pela leishmânia, foram avaliadas a capacidade 

fagocitária e a produção de radicais de oxigênio e nitrogênio pelos macrófagos 

peritoneais em animais infectados ou não pela L. amazonensis.   Tendo sido 

avaliada a fagocitose pelos receptores para padrões moleculares de patógenos 

e receptores para opsoninas e a produção de peróxido de hidrogênio e óxido 

nítrico.  

 

4.2b- Influência do tratamento com antimoniato de N-metil glucamina 

sobre a capacidade de fagocitária dos macrófagos peritoneais de 

camundongos BALB/c e C57BL/6 pelos receptores para padrões 

moleculares de patógenos 

 A capacidade fagocitária dos macrófagos peritoneais pelos receptores 

para padrões moleculares de patógenos de camundongos BALB/c foi avaliada 

utilizando 1x106 ou 4x106 leveduras como partículas a serem fagocitadas, na 

presença de soro fetal bovino.   

 Observamos tipos de resposta diferentes para os animais BALB/c e 

C57BL/6. Enquanto os animais BALB/c infectados com a leishmânia 

apresentaram uma maior capacidade fagocitária do que os animais normais, 

não houve diferença estatística entre os grupos para os camundongos 

C57BL/6. 
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  Quando foram utilizadas 1x106 leveduras, os animais BALB/c infectados 

com a leishmânia (27,25) mostraram um maior índice fagocitário do que os 

animais não infectados (1,5) e os animais não infectados e tratados com o 

antimonial (2,25). Após o tratamento com o antimoniato de N-metil glucamina 

dos animais infectados houve diminuição do IF para este grupo (Leish+Gluc) 

(14) (p=0,033, teste de Kruskal-Wallis seguido pelo método de múltiplas 

comparações de Dunn, figura 10, gráfico inferior da esquerda). Estas 

diferenças no índice fagocitário ocorreram tanto devido ao maior envolvimento 

de macrófagos na fagocitose quanto ao maior número de partículas fagocitadas 

por macrófago. As medianas da proporção de macrófagos envolvidos na 

fagocitose foram: salina=1; Gluc=1,25; Leish=12,75 e Leish+Gluc=6,5 

(p=0,0279, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparações 

múltiplas, figura 10, gráfico do meio da esquerda).  

 As medianas do número de partículas fagocitadas por macrófago foram: 

salina=1,1; Gluc =1,1; Leish=2,0 e Leish+Gluc=2,5 (p=0,027, ANOVA, seguido 

pelo método de Student-Newman-Keuls para comparações múltiplas: 

salina<Leish+Gluc). Figura 10, gráfico superior da esquerda. 

  Não houve diferença estatística entre os grupos avaliados para os 

animais C57BL6. As medianas do índice fagocitário para os grupos foram: 

salina=5; Gluc=4; Leish=12,75 e Leish+Gluc=12,5 (p=0,45, Kruskal-Wallis, 

figura 10, gráfico inferior da direita). As medianas da proporção de macrófagos 

envolvidos na fagocitose para os grupos foram: salina=3,5; Gluc=3,75; 

Leish=10,5 e Leish+Gluc=5,0 (p=0,78, Kruskal-Wallis, figura 10, gráfico do 

meio da direita). As medianas do número de partículas ingeridas por macrófago 

para os grupos foram: salina=1,0; Gluc=1,5; Leish=1,4 e Leish+Gluc=1,3 
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(p=0,45, ANOVA, seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para 

comparações múltiplas). Figura 10, gráfico superior da direita. 

 Nos experimentos utilizando 4x106 leveduras, os animais BALB/c 

infectados com a leishmânia (33,2) mostraram um maior índice fagocitário do 

que os animais não infectados (7) e os animais não infectados e tratados com o 

antimonial (5,5). Após o tratamento com a droga dos animais infectados houve 

um aumento do IF para este grupo (Leish+Gluc) (41,2) (p=0,026, teste de 

Kruskal-Wallis seguido pelo método de múltiplas comparações de Dunn, figura 

11, gráfico inferior da esquerda). Estas diferenças no índice fagocitário 

ocorreram devido ao maior envolvimento de macrófagos na fagocitose, já que 

não houve diferença estatística no número de partículas fagocitadas por 

macrófago entre os grupos. As medianas da proporção de macrófagos 

envolvidos na fagocitose foram: salina=5; Gluc=6; Leish=12,2 e Leish+Gluc=18 

(p=0,03, ANOVA, seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para 

comparações múltiplas, figura 11, gráfico do meio da esquerda).  

 As medianas do número de partículas fagocitadas por macrófago foram: 

salina=1,4; Gluc=1,5; Leish=2,4 e Leish+Gluc=2,1 (p=0,16, ANOVA, seguido 

pelo método de Student-Newman-Keuls para comparações múltiplas). Figura 

11, gráfico superior da esquerda. 

 Não houve diferença estatística entre os grupos avaliados dos animais 

C57BL6. As medianas do índice fagocitário para os grupos foram: salina=9,5; 

Gluc=2,5; Leish=14,7 e Leish+Gluc=21,7 (p=0,15, Kruskal-Wallis). Figura 11, 

gráfico inferior da direita. As medianas da proporção de macrófagos envolvidos 

na fagocitose para os grupos foram: salina=7,7; Gluc=2,5; Leish=22,7 e 

Leish+Gluc=15,2 (p=0,28, Kruskal-Wallis). Figura 11, gráfico do meio da direita. 



 70 

As medianas do número de partículas ingeridas por macrófago para os grupos 

foram: salina=1,6; Gluc=1,5; Leish=1,5 e Leish+Gluc=1,5 (p=0,93, ANOVA, 

seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para comparações múltiplas). 

Figura 11, gráfico superior da direita. 
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Figura 10: Comparação entre as capacidades fagocitárias dos macrófagos peritoneais 
provenientes das linhagens de camundongos BALB/c e C57BL/6 que receberam 
salina; que foram tratados com antimoniato de N-metil glucamina (Gluc); que foram 
infectados com Leishmania (Leish) e que foram infectados com Leishmania e tratados 
com a droga (Gluc+Leish). A fagocitose foi realizada utilizando Saccharomyces 
cerevisiae (1x106), na presença de soro fetal bovino. Gráficos inferiores: Índice 
fagocitário (esquerda: p=0,033; direita: p=0,45; teste Kruskal-Wallis seguido pelo 
método de múltiplas comparações de Dunn); Gráficos do meio: Proporção de 
macrófagos envolvidos na fagocitose (esquerda: p=0,027; direita: p=0,78; teste 
Kruskal-Wallis seguido pelo método de múltiplas comparações de Dunn); Gráficos 
superiores: Média de leveduras fagocitadas por macrófago (esquerda: p=0,027; direita: 
p=0,45; teste ANOVA seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para 
comparações múltiplas). Os pontos isolados representam dados outliers. Dados 
expressos como medianas, quartis e extremos. 
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Figura 11: Comparação entre as capacidades fagocitárias dos macrófagos peritoneais 
provenientes das linhagens de camundongos BALB/c e C57BL/6 que receberam 
salina; que foram tratados com antimoniato de N-metil glucamina (Gluc); que foram 
infectados com Leishmania (Leish) e que foram infectados com Leishmania e tratados 
com a droga (Gluc+Leish). A fagocitose foi realizada utilizando Saccharomyces 
cerevisiae (4x106), na presença de soro fetal bovino. Gráficos inferiores: Índice 
fagocitário (esquerda: p=0,026; direita: p=0,15; teste Kruskal-Wallis seguido pelo 
método de múltiplas comparações de Dunn); Gráficos do meio: Proporção de 
macrófagos envolvidos na fagocitose (esquerda: p=0,031; direita: p=0,28; teste 
ANOVA seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para comparações 
múltiplas e teste Kruskal-Wallis seguido pelo método de múltiplas comparações de 
Dunn, respectivamente); Gráficos superiores: Média de leveduras fagocitadas por 
macrófago (esquerda: p=0,16; direita: p=0,93; teste ANOVA seguido pelo método de 
Student-Newman-Keuls para comparações múltiplas). Os pontos isolados 
representam dados outliers.Dados expressos como medianas, quartis e 
extremos. 
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4.3 b- Influência do tratamento com N-metil glucamina sobre a capacidade 

fagocitária de macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c e 

C57BL/6 pelos receptores para opsoninas 

A influência do tratamento com antimoniato de N-metil glucamina sobre 

a capacidade fagocitária dos macrófagos peritoneais pelos receptores para 

opsoninas (componentes do sistema complemento e fração Fc da 

imunoglobulina) foi avaliada pela utilização de um pool de plasma dos próprios 

animais estudados para sensibilizar as leveduras. Foram utilizadas 1x106 ou 

4x106 leveduras como partículas a serem fagocitadas.   

 Da mesma forma que na fagocitose por receptores para padrões 

moleculares de patógenos, observamos os mesmos tipos de resposta para os 

animais BALB/c e C57BL/6, que foram diferentes entre si. Enquanto os animais 

BALB/c infectados com a leishmânia apresentaram uma maior capacidade 

fagocitária do que os animais normais, não houve diferença estatística entre os 

grupos para os camundongos C57BL6. 

 Quando foram utilizadas 1x106 leveduras, os animais BALB/c infectados 

com a leishmânia (20,5) mostraram uma tendência para um maior índice 

fagocitário do que os animais não infectados (8,5) e os animais não infectados 

e tratados com o antimonial (10). Após o tratamento com o antimoniato de N-

metil glucamina dos animais infectados houve um aumento do IF para este 

grupo (Leish+Gluc) (102,5) (p=0,05, teste de Kruskal-Wallis seguido pelo 

método de múltiplas comparações de Dunn, figura 12, gráfico inferior da 

esquerda). Estas diferenças no índice fagocitário ocorreram devido ao maior 

envolvimento de macrófagos na fagocitose, já que não houve diferença 

estatística entre os grupos para o número de partículas fagocitadas por 
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macrófago. As medianas da proporção de macrófagos envolvidos na fagocitose 

foram: salina=4,5; Gluc=6,5; Leish=13,5 e Leish+Gluc=18,7 (p=0,025, teste de 

Kruskal-Wallis seguido pelo método de múltiplas comparações de Dunn, figura 

12, gráfico do meio da esquerda). 

 As medianas do número de partículas fagocitadas por macrófago foram: 

salina=1,4; Gluc=1,5; Leish=1,7 e Leish+Gluc=4,5 (p=0,21, teste de Kruskal-

Wallis, seguido pelo método de múltiplas comparações de Dunn). Figura 12, 

gráfico superior da esquerda.  

 Não houve diferença estatística entre os grupos dos animais C57BL6 

avaliados. As medianas do índice fagocitário para os grupos foram: salina=18; 

Gluc=16,5; Leish=27,5 e Leish+Gluc=39,5 (p=0,26, Kruskal-Wallis). Figura 12, 

gráfico inferior da direita. As medianas da proporção de macrófagos envolvidos 

na fagocitose para os grupos foram: salina=13,25; Gluc=10; Leish=28,5 e 

Leish+Gluc=29,5 (p=0,18, Kruskal-Wallis). Figura 12, gráfico do meio da direita. 

As medianas do número de partículas ingeridas por macrófago para os grupos 

foram: salina=1,4; Gluc=1,7; Leish=1,6 e Leish+Gluc=1,6 (p=0,26, Kruskal-

Wallis). Figura 12, gráfico superior da direita. 

 Nos experimentos utilizando 4x106 leveduras, os animais BALB/c 

infectados com a leishmânia (100,3) mostraram um maior índice fagocitário do 

que os animais não infectados (39,5) e os animais não infectados e tratados 

com o antimonial (29). Após o tratamento com a droga dos animais infectados 

houve um aumento expressivo do IF para este grupo (Leish+Gluc) (225,3) 

(p=0,015, teste de Kruskal-Wallis seguido pelo método de múltiplas 

comparações de Dunn, figura 13 gráfico inferior da esquerda). Estas diferenças 

no índice fagocitário ocorreram tanto devido ao maior envolvimento de 
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macrófagos na fagocitose quanto ao maior número de partículas fagocitadas 

por macrófago. As medianas da proporção de macrófagos envolvidos na 

fagocitose foram: salina=12; Gluc=19,2; Leish=22,5 e Leish+Gluc=30,7 

(p=0,02, ANOVA, seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para 

comparações múltiplas). Figura 13, gráfico do meio da esquerda. 

 As medianas do número de partículas fagocitadas por macrófago foram: 

salina=2,5; Gluc =2; Leish=4,9 e Leish+Gluc=6 (p=0,01, teste de Kruskal-Wallis 

seguido pelo método de múltiplas comparações de Dunn). Figura 13, gráfico 

superior da esquerda. 

 Para os animais C57BL6, não houve diferença estatística entre os 

grupos avaliados. As medianas do índice fagocitário para os grupos foram: 

salina=49; Gluc=68,5; Leish=68 e Leish+Gluc=81,5 (p=0,60, Kruskal-Wallis). 

Figura 13, gráfico inferior da direita. As medianas da proporção de macrófagos 

envolvidos na fagocitose para os grupos foram: salina=31,5; Gluc=29,7; 

Leish=46 e Leish+Gluc=19 (p=0,75, ANOVA, seguido pelo método de Student-

Newman-Keuls para comparações múltiplas). Figura 13, gráfico do meio da 

direita. As medianas do número de partículas ingeridas por macrófago para os 

grupos foram: salina=2,1; Gluc=2,4; Leish=2,4 e Leish+Gluc=1,9 (p=0,96, teste 

de Kruskal-Wallis seguido pelo método de múltiplas comparações de Dunn). 

Figura 13, gráfico superior da direita. A comparação entre as linhagens de 

camundongos quanto a proporção de macrófagos envolvidos na fagocitose 

mostrou uma mediana maior para o grupo de camundongos C57BL/6 que 

recebeu salina em relação ao grupo de camundongos BALB/c (0,018; teste de 

Mann-Whitney). 
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Figura 12: Comparação entre as capacidades fagocitárias dos macrófagos 
peritoneais provenientes das linhagens de camundongos BALB/c e C57BL/6 que 
receberam salina; que foram tratados com N-metil glucamina (Gluc); que foram 
infectados com Leishmania (Leish) e que foram infectados com Leishmania e tratados 
com a droga (Gluc+Leish). A fagocitose foi realizada utilizando Saccharomyces 
cerevisiae (1x106), na presença de pool de plasma dos animais. Gráficos inferiores: 
Índice fagocitário (esquerda: p=0,05; direita: p=0,25; teste Kruskal-Wallis seguido pelo 
método de múltiplas comparações de Dunn); Gráficos do meio: Proporção de 
macrófagos envolvidos na fagocitose (esquerda: p=0,02; direita: p=0,18; teste Kruskal-
Wallis seguido pelo método de múltiplas comparações de Dunn); Gráficos superiores: 
Média de leveduras fagocitadas por macrófago (esquerda: p=0,20; direita: p=0,26; 
teste Kruskal-Wallis seguido pelo método de múltiplas comparações de Dunn). Dados 
expressos como medianas, quartis e extremos. 
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Figura 13: Comparação entre as capacidades fagocitárias dos macrófagos 
peritoneais provenientes das linhagens de camundongos BALB/c e C57BL/6 que 
receberam salina; que foram tratados com antimoniato de N-metil glucamina (Gluc); 
que foram infectados com Leishmania (Leish) e que foram infectados com Leishmania 
e tratados com a droga (Gluc+Leish). A fagocitose foi realizada utilizando 
Saccharomyces cerevisiae (4x106), na presença de pool de plasma dos animais. 
Gráficos inferiores: Índice fagocitário (esquerda: p=0,015; direita: p=0,60; teste 
Kruskal-Wallis seguido pelo método de múltiplas comparações de Dunn); Gráficos do 
meio: Proporção de macrófagos envolvidos na fagocitose (esquerda: p=0,02; direita: 
p=0,75; teste ANOVA seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para 
comparações múltiplas); Gráficos superiores: Média de leveduras fagocitadas por 
macrófago (esquerda: p=0,013; direita: p=0,96; teste Kruskal-Wallis seguido pelo 
método de múltiplas comparações de Dunn). A comparação entre as linhagens quanto 
a proporção de macrófagos envolvidos na fagocitose mostrou uma mediana maior 
para os camundongos C57BL/6 que receberam salina em relação aos camundongos 
BALB/c (p=0,0181; teste de Mann-Whitney). Os pontos isolados representam dados 
outliers. Dados expressos como medianas, quartis e extremos. 
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4.4b- Influência do tratamento com antimoniato de N-metil glucamina 

sobre a produção de radicais de oxigênio por macrófagos peritoneais de 

camundongos BALB/c e C57BL/6 

 A produção de peróxido de hidrogênio foi determinada no sobrenadante 

da cultura de macrófagos de camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados ou 

não com Leishmania amazonensis e tratados ou não com antimoniato de N-

metil glucamina, por reação colorimétrica.  

 A mediana da produção basal de H2O2 pelos macrófagos peritoneais dos 

camundongos BALB/c foi significantemente maior nos grupos tratados com o 

antimonial (7,1µM H2O2/1.5x105 macrófagos/h) e nos grupos infectados com a 

leishmânia, tratados (20,4µM H2O2/1.5x105 macrófagos/h) ou não (13,4µM 

H2O2/1.5x105 macrófagos/h) com o antimonial, em relação ao grupo controle 

normal tratado apenas com salina (1,7 µM H2O2/1.5x105 macrófagos/h), 

p=0,0002. Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparação 

múltipla entre os grupos (salina menor que Gluc, Leish e Gluc+Leish) (Figura14 

esquerda). Esta diferença não foi verificada entre os grupos dos animais 

C57BL6 (salina=7,5 µM H2O2/1.5x105 macrófagos/h; Gluc=7,5µM H2O2/1.5x105 

macrófagos/h; Leish=30µM H2O2/1.5x105 macrófagos/h; Leish+Gluc=2,1µM 

H2O2/1.5x105 macrófagos/h), p=0,26, teste de Kruskal-Wallis (Figura 14 direita). 

 Houve uma tendência para menor produção basal de H2O2 pelos 

macrófagos peritoneais dos camundongos normais tratados com salina 

suscetíveis a infecção pela leishmânia (BALB/c) (1,7µM H2O2/1.5x105 

macrófagos/h) do que a dos animais C57BL/6 (C57BL6) (7,5 µM H2O2/1.5x105 

macrófagos/h) (p=0.05, Mann-Whitney) (Figura 14). Entretanto, a mediana da 



 79 

produção basal de H2O2 nos animais infectados e tratados com o antimonial foi 

menor nos animais C57BL6 do que nos animais BALB/c (p=0,03, Mann-

Whitney) (Figura 14). 

 Após estímulo com PMA observamos padrão semelhante de resposta 

(Figura 15). Observamos maior produção do H2O2 pelos animais BALB/c 

infectados (Leish=31,7µM H2O2/1.5x105 macrófagos/h; Leish+Gluc=16,3 µM 

H2O2/1.5x105 macrófagos/h) do que no grupo controle normal (salina=7,5 µM 

H2O2/1.5x105 macrófagos/h), p=0,04, Kruskal-Wallis. Não houve diferença 

entre os grupos para os animais C57BL6 (p=0,63, Kruskal-Wallis), sendo as 

medianas: salina=7,1µM H2O2/1.5x105 macrófagos/h; Gluc=9,2µM 

H2O2/1.5x105 macrófagos/h; Leish=19,6µM H2O2/1.5x105 macrófagos/h e 

Leish+Gluc=5,9µM H2O2/1.5x105 macrófagos/h (Figura 15).  
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Figura 14: Comparação entre as produções basais de peróxido de hidrogênio dos 
macrófagos peritoneais provenientes das linhagens de camundongos BALB/c e 
C57BL/6 dos grupos que receberam salina; que foram tratados com o antimoniato de 
N-metil glucamina (Gluc); que foram infectados com Leishmania (Leish) e que foram 
infectados com Leishmania e tratados com a droga (Leish+Gluc). A mediana da 
produção basal dos camundongos BALB/c foi significantemente maior nos grupos 
tratados com a droga, e nos infectados tratados ou não em relação ao grupo que 
recebeu salina (p=0,0002 Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para 
comparação múltipla entre os grupos). As medianas da produção de H2O2 
pelos macrófagos dos camundongos C57BL/6 não mostraram diferenças 
significantes entre si (p=0,26, teste de Kruskal-Wallis). Os camundongos 
BALB/c que receberam salina apresentaram uma tendência a uma menor 
produção do que a dos camundongos C57BL/6 (p=0,05, teste de Mann 
Whitney). Já a produção basal de peróxido pelo grupo de camundongos 
infectados e tratados foi menor nos camundongos C57BL/6 do que nos BALB/c 
(p=0,03, teste de Mann-Whitney). O ponto isolado representa dado outlier. Dados 
expressos como mediana, quartis e extremos. 
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Figura 15: Comparação entre as produções de peróxido de hidrogênio estimuladas 
por PMA (20nM) pelos macrófagos peritoneais provenientes das linhagens de 
camundongos BALB/c e C57BL/6 pelos grupos que receberam salina; que foram 
tratados com o antimoniato de N-metil glucamina (Gluc); que foram infectados com 
Leishmania (Leish) e que foram infectados com Leishmania e tratados com a droga 
(Leish+Gluc). Nos camundongos BALB/c houve uma maior produção de peróxido de 
hidrogênio pelo grupo dos animais infectados do que pelo grupo controle que recebeu 
salina (p=0,04, teste Kruskal-Wallis). Os camundongos C57BL/6 não apresentaram 
diferenças significantes entre as suas medianas (p=0,63, teste Kruskal-Wallis).  Os 
pontos isolados representam dados outliers. Dados expressos como mediana, quartis 
e extremos. 
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4.5 b- Influência do tratamento com antimoniato de N-metil glucamina 

sobre a produção de radicais de nitrogênio (Óxido Nítrico) pelos 

macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c e C57BL/6 

 

 A produção de óxido nítrico foi determinada no sobrenadante da cultura 

de macrófagos de camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados ou não com 

Leishmania amazonensis e tratados ou não com o antimoniato de N-metil 

glucamina, por reação colorimétrica, pela técnica de Griess.  

 A mediana da produção basal de NO pelos macrófagos de 

camundongos BALB/c foi de 0,26µM NO2
- para o grupo que recebeu salina. 

Observamos tendência de maior produção de NO pelos animais não infectados 

que foram tratados com antimoniato de N-metil glucamina (10,22 µM NO2
-). 

Para o grupo de camundongos que foi infectado com a Leishmania 

amazonensis, a mediana da produção de NO foi de 78,5µM NO2
-, e 

observamos uma tendência para menor produção de NO pelo grupo de 

camundongos infectados que foram tratados com a droga (15,9µM NO2
-, 

p=0,06; teste de Kruskal-Wallis seguido pelo método de múltiplas comparações 

de Dunn, figura 16, gráfico da esquerda). 

 Quando as células foram estimuladas com LPS, os camundongos 

normais não infectados que receberam salina apresentaram produção muito 

baixa de NO, sendo que em apenas 33% (4/12) dos animais os valores foram 

detectáveis, sendo a mediana do grupo de 0µM NO2
-, semelhante aos valores 

observados para os camundongos tratado com o antimoniato de N-metil 

glucamina (1,7µM NO2
-). A produção de NO pelo grupo de camundongos 

BALB/c infectados pela L. amazonensis foi muito variável, sendo que a 



 83 

concentração do NO para alguns animais foi muito alta, mas a mediana da 

produção foi de 2,97µM NO2
-, menor do que a observada para o grupo de 

camundongos infectados e tratado com a droga, que foi de 13,0µM NO2
-, 

(p=0,043; teste de Kruskal-Wallis seguido pelo método de múltiplas 

comparações de Dunn (salina<Leish+Gluc), figura 17, gráfico da esquerda).  

 Na análise das medianas da produção basal de óxido nítrico por 

macrófagos peritoneais dos camundongos C57BL/6, não foi possível detectar 

diferenças significantes entre as medianas dos grupos de camundongos, sendo 

que para o grupo que recebeu salina, esta foi de 7,4µM NO2
-, para os 

camundongos tratados com o antimoniato de N-metil glucamina foi de 2,4µM 

NO2
-, para o grupo dos camundongos infectados por L. amazonensis foi de 9,5 

µM NO2
- e para o grupo de animais infectados e tratados com a droga, foi de 

10,9µM NO2
-, (p=0,76, teste de Kruskal-Wallis seguido pelo método de 

múltiplas comparações de Dunn, figura 16, gráfico da direita).   

Quando as células foram estimuladas com LPS, as medianas da 

produção de NO pelos macrófagos peritoneais dos grupos de camundongos 

normais tratados com salina ou com o antimonial foram muito baixos, sendo a 

mediana de 0 µM para ambos os grupos. A mediana da produção de NO do 

grupo que foi infectado pela L. amazonensis foi de 13,8µM NO2
-, e no grupo 

infectado e tratado com a droga a mediana da produção de NO foi de 6,7 µM 

NO2
-, p=0,0413, teste de Kruskal-Wallis seguido pelo método de múltiplas 

comparações de Dunn, figura 17, gráfico da direita).  

As duas linhagens de camundongos estudadas (BALB/c e C57BL/6) 

mostraram produção de óxido nítrico diferente. Não houve diferença na 

produção basal do NO entre os dois grupos, entretanto, embora sem 



 84 

significância estatística, no grupo infectado pelo protozoário, metade dos 

animais BALB/c mostraram produção muito exacerbada desta molécula, 

enquanto nenhum animal C57BL6 mostrou produção muito elevada desta 

molécula, embora, mais elevada do que o grupo não infectado.  Os valores das 

medianas foram de 78,5µM NO2
- para a linhagem BALB/c e de 9,5µM NO2

- 

para a linhagem C57BL/6 (p=0,22, teste de Mann-Whitney, figura 16).  
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Figura 16: Comparação entre as produções basais de óxido nítrico pelos macrófagos 
peritoneais provenientes das linhagens de camundongos BALB/c e C57BL/6 entre os 
grupos que receberam salina; que foram tratados com antimoniato de N-metil 
glucamina (Gluc); que foram infectados com Leishmania (Leish) e que foram 
infectados com Leishmania e tratados com a droga (Leish+Gluc). Para os animais 
BALB/c houve uma tendência a uma maior produção do NO pelo grupo de 
camundongos que foi tratado com a droga, em relação ao grupo que recebeu salina. 
Houve uma tendência a uma menor produção de NO pelo grupo infectado que foi 
tratado com a droga, em relação ao grupo infectado (p=0,06, teste de Kruskal-Wallis 
seguido pelo método de múltiplas comparações de Dunn). Já para os animais 
C57BL/6, não foi possível identificar diferenças significantes entre as medianas dos 
grupos (p=0,76, teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo método de múltiplas 
comparações de Dunn). Não houve diferença na produção basal de NO dos dois 
grupos. Embora, sem significância estatística, metade do número dos camundongos 
BALB/c do grupo infectado apresentou produção exacerbada de NO, o que não 
ocorreu com os animais infectados da linhagem C57BL/6 (p=0,22, teste de Mann-
Whitney). Os pontos isolados representam dados outliers. Dados expressos como 
mediana, quartis e extremos. 
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Figura 17: Comparação entre as produções de óxido nítrico estimuladas por LPS 
(10µg/mL) pelos macrófagos peritoneais provenientes das linhagens de 
camundongos BALB/c e C57BL/6 entre os grupos que receberam salina; que foram 
tratados com antimoniato de N-metil glucamina (Gluc); que foram infectados com 
Leishmania (Leish) e que foram infectados com Leishmania e tratados com a droga 
(Leish+Gluc). Os animais BALB/c do grupo que recebeu salina apresentaram uma 
produção muito baixa de NO, semelhante a produção do grupo tratado com a droga. 
Já a produção do grupo de camundongos infectados e tratados com a droga foi maior 
do que a do grupo dos camundongos infectados (p=0,043, teste de Kruskal-Wallis, 
seguido pelo método de múltiplas comparações de Dunn). Já para os animais 
C57BL/6, as medianas da produção de NO dos grupos que receberam salina e que 
foram tratados com a droga foram muito baixos, enquanto que a produção de NO pelo 
grupo de camundongos infectados e tratados com a droga foi mais baixa que a do 
grupo de camundongos infectados (p=0,043, teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo 
método de múltiplas comparações de Dunn).  Os pontos isolados representam dados 
outliers. Dados expressos como mediana, quartis e extremos. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

5-Discussão 
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5.1- Estudo em seres humanos 
 
 Os monócitos e macrófagos desempenham um papel central na defesa 

contra leishmânia (von Stebut, 2007b; Murray, 2000). Durante a infecção estas 

células são submetidas a diferentes influências, como o efeito de citocinas 

(Sacks e cols, 2002) que podem alterar as suas funções. Desta forma, uma 

melhor compreensão das funções de monócitos e macrófagos, os principais 

tipos celulares envolvidos na defesa contra este parasito (Teixeira e cols, 

2006), tanto devido à própria infecção como pela influência do antimoniato de 

N-metil glucamina, a droga mais utilizada no tratamento das leishmanioses 

(Croft e cols, 2006), pode ajudar a desenvolver cuidados clínicos mais 

eficientes e adequados para os pacientes e esclarecer a respeito do 

mecanismo fisiopatológicos da doença. Para isto, o presente estudo avaliou a 

influência do tratamento com o antimoniato de N-metil glucamina sobre as 

funções de monócitos de indivíduos com leishmaniose cutânea com o objetivo 

de contribuir para a melhor compreensão da ação desta droga sobre as 

principais células efetoras da resposta inata envolvidas na defesa contra a 

leishmânia. As funções dos fagócitos foram comparadas entre os indivíduos 

com leishmaniose e indivíduos controles para esclarecer as alterações 

ocorridas durante a infecção pela leishmânia. Além disto, as funções dos 

fagócitos foram avaliadas durante o período do tratamento a fim de verificar a 

influência do N-metil glucamina nos fagócitos que já têm a sua resposta imune 

alterada devido à infecção.  

 Os estudos anteriores que avaliaram as funções de componentes do 

sistema imunitário durante a infecção por este parasito e avaliaram a influência 

do tratamento com antimonial, investigaram em sua maioria, a proliferação 
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linfocitária e a produção de citocinas, ou estudaram a influência da droga sobre 

fagócitos de indivíduos normais (Muniz-Junqueira e Coelho, 2008), portanto, 

que é de nosso conhecimento, esta é a primeira investigação sobre a função 

de fagócitos de indivíduos infectados na vigência do tratamento com o 

antimoniato de N-metil glucamina. 

Os monócitos foram utilizados para testar estas funções porque são as 

células que são expostas ao antimoniato de N-metil glucamina no sangue 

circulante antes da sua migração para os tecidos e, adicionalmente, são as 

células do sangue que desempenham um papel primordial nas defesas iniciais 

e subsequentes contra as leishmânias, além de participarem na formação do 

granuloma característico destas respostas (Cervia e cols, 1993). 

A fagocitose foi avaliada por meio dos receptores para padrões 

moleculares de patógenos e por receptores para o sistema complemento 

utilizando Saccharomyces cerevisiae previamente incubados com soro fetal 

bovino ou com plasma fresco humano, respectivamente, porque estes são os 

principais receptores pelos quais as leishmânias são fagocitadas (Wilson e 

cols, 1988; Laufs e cols, 2002; Kropf e cols, 2004). Já as leveduras 

Saccharomyces cerevisiae mortas foram utilizadas como partículas a serem 

fagocitadas porque estas são ingeridas pelos monócitos utilizando receptores 

da superfície da membrana (Underhill e Ozinski, 2002) que se ligam a padrões 

moleculares de patógenos e a frações do sistema complemento (Muniz-

Junqueira e cols, 2003), os quais são os mesmos utilizados para a ingestão 

das leishmânias (Handman e Bullen, 2002). Além disto, se a leishmânia fosse 

empregada como partícula a ser fagocitada a fim de se avaliar a influência do 

antimonial de N-metil glucamina na capacidade fagocitária dos monócitos, a 



 90 

influência do próprio parasito sobre o fagócito interferiria na verificação dos 

efeitos da droga. 

A fagocitose das leishmânias pode se dar por enrolamento, que culmina 

na localização citoplasmática do parasito no interior do fagócito (Rittig e cols, 

1998) ou de forma tradicional, ativa, com gasto de energia, mobilização de 

componentes do citoesqueleto do fagócito, e localização do parasito dentro do 

vacúolo fagocítico (Love e cols, 1998). Além disto, deve-se levar em conta que 

a fagocitose das formas promastigotas e amastigotas irão elicitar diferentes 

respostas imunes por parte dos fagócitos (Kima, 2007). No presente estudo, foi 

avaliada a fagocitose ativa. 

Nossos dados mostraram que a capacidade fagocitária dos monócitos 

dos indivíduos com leishmaniose cutânea foi significantemente menor do que a 

dos indivíduos controles, tanto pelos receptores que reconhecem padrões 

moleculares de patógenos quanto pelos que reconhecem frações do sistema 

complemento. Isto ocorreu devido ao menor envolvimento quantitativo dos 

fagócitos na fagocitose. As razões para este efeito não são claras; uma 

explicação possível é que a infecção pela leishmânia possivelmente iniba a 

quimiotaxia destes fagócitos. De fato, foi demonstrado que a infecção por 

leishmânia impede a função da integrina β-1 e a expressão de receptores de 

quimiocinas nos fagócitos mononucleares. A expressão de CCR4 e CCR5, dois 

receptores para quimiocinas, mostrou ser regulada negativamente após 16 

horas de infecção (Pinheiro e cols, 2006), o que pode influenciar na quimiotaxia 

e migração de monócitos, e na resultante resposta inflamatória (Carvalhal e 

cols, 2004). Além disto, outros aspectos funcionais dos fagócitos podem ser 

modificados pelos parasitos. O lipofosfoglicano (LPG), o maior glicoconjugado 
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de superfície das formas promastigotas da leishmânia, exerceria seu efeito por 

influenciar a actina evitando a formação do fagolisossoma, via ação sobre os 

aglomerados de lipídeos da membrana (Winberg e cols, 2009), o que também 

poderia impedir a fagocitose destas células. Adicionalmente, foi demonstrado 

que o fator de necrose tumoral-α pode modificar a função de macrófagos 

dependendo da sua concentração, e um efeito inibitório na fagocitose foi 

verificado na presença de uma baixa concentração de FNT-α (Muniz-Junqueira 

e cols, 2001), sendo que observamos neste trabalho um decréscimo na 

produção basal de FNT-α pelos indivíduos portadores de leishmaniose. A 

produção estimulada desta citocina não foi modificada pela infecção pela 

leishmânia. Uma possível razão para este efeito na produção basal seria 

devido à capacidade do FNT-α induzir a produção de citocinas inibitórias, como 

o TGF-β (Bogdan e Nathan, 1993). Adicionalmente, embora a infecção por 

leishmânia possa inibir a produção de FNT-α in vitro, ocorre o efeito contrário 

na infecção por Leishmania donovani e Leishmania major nos primeiros 

estágios da infecção (Olivier e cols, 2005). Em outro estudo, determinando a 

produção desta citocina em plasma de pacientes com leishmaniose cutânea 

por quimioluminescência, a infecção pelo parasito também aumentou o nível de 

FNT-α (Kocyigit e cols, 2002), diferente dos resultados por nós observados.  

Uma possível explicação para estas diferenças seria a espécie de parasito 

estudada, a metodologia de detecção das citocinas e diferentes células 

produtoras das citocinas. Em estudos comparando duas espécies causadoras 

de leishmaniose cutânea no Brasil, Leishmania (Viannia) braziliensis e L. (V.) 

guyanensis, os aspectos clínicos como características e número das lesões, 

resultados de exames diagnósticos e a resposta ao tratamento com o 
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antimoniato de N-metil glucamina mostraram diferenças (Romero e cols, 

2001a; Romero e cols, 2001b). Portanto, o mesmo pode ocorrer com a 

resposta imune.  

Não houve produção basal de IL-10 no sobrenadante das culturas de 

monócitos pela maioria dos indivíduos analisados infectados ou não. Após 

estímulo pelo LPS, poucos indivíduos mostraram produção, que não foi 

estatisticamente diferente entre os grupos estudados, infectados ou não pela 

leishmânia. Diferente de nossos resultados, Reis e cols (2009) mostraram 

produção mais elevada de IL-10 pelos indivíduos com leishmaniose do que os 

controles normais. Entretanto, estes autores utilizaram uma população de 

células mononucleares do sangue periférico, que é composta por linfócitos e 

monócitos, diferente dos nossos experimentos, no qual utilizamos as células 

mononucleares aderidas, que corresponde à uma população principalmente de 

monócitos.  Visto que a IL-10 pode ser produzida por outros tipos celulares, 

como os linfócitos B (Moore e cols, 1993), nossos dados sugerem que a 

produção da IL-10 é pequena pelos macrófagos dos indivíduos com 

leishmaniose, não excluindo, entretanto, que esta citocina possa ser produzida 

por outros tipos celulares.  

Outra citocina característica do perfil Ta1 e que pode controlar a 

atividade dos fagócitos é o IFN-γ (Manna e cols, 2008), e a presença no plasma 

sanguíneo e no sobrenadante das culturas das células mononucleares do 

sangue periférico (linfócitos + monócitos) foi quantificada em nosso trabalho. 

Não houve diferença entre os grupos na produção do IFN-γ presente no 

sobrenadante das culturas de monócitos e linfócitos. Os indivíduos infectados 

pela leishmânia mostraram níveis plasmáticos discretamente maiores do que 
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os indivíduos normais. Entretanto, embora no limite da significância estatística, 

não é possível definir se esta pequena diferença de 1,7 pg/mL nos valores da 

citocina observados no sangue circulante tem algum significado biológico.  Tem 

sido mostrado presença do mRNA  do IFN-γ  nas lesões ativas de pacientes 

com leishmaniose cutânea (Cáceres-Dittmar e cols, 1993; Pirmez e cols, 1993), 

e produção por células mononucleares de sangue periférico estimuladas com 

antígenos de leishmânia em pacientes com a forma cutânea da doença 

também foi detectada (Bittar e cols, 2007; Reis e cols, 2009).  É possível que 

as diferenças observadas com os nossos resultados devam-se a infecção por 

diferentes espécies do parasita.   

Nossos dados mostraram que a administração do antimoniato de N-metil 

glucamina aos indivíduos com leishmaniose causou um aumento significante 

na fagocitose dos monócitos, tanto pelos receptores para padrões moleculares 

de patógenos, quanto pelos receptores para frações do sistema complemento, 

e este aumento já pôde ser observado no sétimo dia de tratamento. O aumento 

da capacidade fagocitária dos monócitos deveu-se ao aumento no número de 

monócitos envolvidos na fagocitose. Uma possível explicação para este efeito 

seria o aumento da quimiotaxia dos fagócitos pelo antimoniato de N-metil 

glucamina.   

Adicionalmente, observamos que o tratamento com o antimonial também 

causou um aumento significante na produção basal do fator de necrose 

tumoral-α no sétimo dia de tratamento, que decresceu a níveis próximos da 

produção dos indivíduos infectados no último dia de tratamento. A produção 

sob estimulação desta citocina não foi modificada pelo tratamento.  De fato, 

tem sido demonstrado que a adição de FNT-α às culturas de monócitos 
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humanos pode aumentar a capacidade fagocitária destas células (Muniz-

Junqueira e cols, 2001). Desta forma, a droga poderia estar estimulando a 

fagocitose indiretamente. Estes fatores em conjunto com a ação direta do 

antimoniato de N-metil glucamina sobre o parasito culminariam na defesa 

contra os microrganismos presentes no indivíduo ao final do tratamento. 

Nossos dados estão de acordo com observações in vitro de que o tratamento 

com o antimonial aumenta a fagocitose (Muniz-Junqueira e Paula-Coelho, 

2008) e in vitro e in vivo a produção de FNT-α (Muniz-Junqueira e Paula-

Coelho, 2008; de Moura e cols, 2008).  

Quanto à produção de IL-10, nossos dados sugerem que o tratamento 

com o antimonial não influenciou a produção basal ou estimulada da citocina 

pelos monócitos humanos.  

O tratamento com o antimonial não influenciou a produção de IFN-γ, 

tanto no plasma sanguíneo quanto no sobrenadante das culturas de monócitos 

e linfócitos. Em estudos utilizando células mononucleares do sangue periférico 

de pacientes com leishmaniose cutânea estimuladas com antígeno de 

leishmânia após o término do tratamento com antimoniato de N-metil 

glucamina, em tempos variando de uma semana até dezessete anos após o 

término do tratamento, a produção de IFN-γ se mostrou ou inalterada pela 

terapia (Da Cruz e cols, 2002) ou aumentada ao final do tratamento (Toledo e 

cols, 2001). Já a produção de IL-10 nas mesmas condições acima se mostrou 

diminuída com o tratamento (Toledo e cols, 2001), inclusive em comparação 

com indivíduos assintomáticos moradores de áreas endêmicas para a 

leishmaniose (Bittar e cols, 2007). Para os indivíduos com lesões ativas em 

áreas endêmicas, se observa a alta produção de FNT-α, IFN-γ e IL-10 pelas 
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células mononucleares do sangue periférico estimuladas com antígenos de 

Leishmania (Castellano e cols, 2009). É possível que a dosagem basal das 

citocinas produzidas pelas células mononucleares purificadas do sangue dos 

indivíduos infectados e durante o tratamento possa refletir de forma fidedigna o 

estado imunológico do indivíduo naquele momento avaliado da doença e da 

terapia. 

Em nosso estudo, a produção de peróxido de hidrogênio foi quantificada 

com a finalidade de avaliar a capacidade microbicida dos monócitos para a 

leishmânia. Os indivíduos com leishmaniose cutânea apresentaram uma 

produção de peróxido de hidrogênio maior do que a dos indivíduos controles 

normais. Estes dados estão de acordo com estudos que detectaram um 

aumento na concentração total de peróxido de hidrogênio e quantificaram a 

resposta anti-oxidativa no plasma sanguíneo de indivíduos com leishmaniose 

cutânea, caracterizando um perfil altamente oxidativo para esta doença 

(Kocyigit e cols, 2005; Ozbilge e cols, 2005). A escassez de parasitos nas 

lesões ulceradas dos indivíduos estudados, avaliadas pelos exames 

histopatológicos e pelas culturas, confirmam a eficiência da atividade 

microbicida dos radicais de oxigênio que foram observadas neste estudo. 

Entretanto, estes radicais não somente causam a destruição do parasito, como 

também podem levar a danos oxidativos nas células não-infectadas, portanto, 

estas moléculas poderiam contribuir para a imunopatogenia das lesões nas 

úlceras cutâneas. O tratamento com o antimoniato de N-metil glucamina não foi 

capaz de influenciar a produção de peróxido de hidrogênio, que permaneceu 

alta até o fim do tratamento.  
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Como limitações do presente estudo primeiramente o fato de não ter 

sido quantificada a produção de óxido nítrico, o que complementaria as 

informações a respeito da atuação microbicida destes monócitos sobre o 

parasito. Em segundo lugar, o número pequeno de indivíduos infectados 

analisados, visto que não deveriam apresentar nenhuma outra infecção, 

complicação clínica, uso de medicamento ou alteração concomintante capaz de 

influenciar as funções do sistema imunitário. 

Durante a infecção natural, a fagocitose é o principal mecanismo de 

defesa contra a leishmânia, tanto do sistema imunitário inato quanto do sistema 

imunitário adquirido do hospedeiro. O decréscimo desta função dos monócitos 

deve contribuir para o escape do parasito, e o aumento da fagocitose 

proporcionado pelo tratamento com o antimonial, mostrado neste trabalho, 

sugere que a droga poderia fornecer um mecanismo de contra-escape para o 

fagócito. 

A produção do fator de necrose tumoral-α que se encontrava diminuída 

com a infecção pela leishmânia e, portanto, também favorecia a persistência do 

parasito, aumentou pelo tratamento com o antimoniato de N-metil glucamina.  

O aumento da produção desta citocina pelos monócitos pode ter uma ação 

autócrina, estimulando sua própria produção (Vassalli, 1992), melhorando 

assim a eficiência da eliminação do parasito pelo reforço do perfil Ta1 de 

resposta.   

 Não houve produção de IL-10 pelos monócitos para muitos indivíduos e, 

após o tratamento com o antimoniato de N-metil glucamina, não houve 

diferença entre os grupos. Entretanto, é importante considerar que a produção 

observada neste trabalho foi a referente aos monócitos e não significa 
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necessariamente que outras células não estivessem produzindo esta citocina 

nos indivíduos com leishmaniose.    

Observamos uma maior produção de IFN-γ nos indivíduos com 

leishmaniose em relação aos indivíduos normais.  Entretanto, embora esta 

diferença tenha sido estatisticamente significante, como foi muito pequena, não 

se pode inferir, apenas com estes dados, que ele tenha significado biológico.  

Quanto à produção de peróxido de hidrogênio, é importante ressaltar 

que este já se encontrava elevado mesmo antes do tratamento com o 

antimonial nos indivíduos com a infecção, enquanto a fagocitose e a produção 

de FNT-α mostraram-se diminuídas. É possível que a ligação de moléculas 

inibitórias, presentes no parasito, como o LPG, foram capazes de impedir a 

fagocitose, mas a interação parasito-hospedeiro foi suficiente para 

desencadear a explosão oxidativa e permitir assim, a produção deste radical. 

Esta alta produção de peróxido de hidrogênio não foi modificada pelo 

tratamento com o antimoniato de N-metil glucamina. Este aumento de radicais 

livres associado ao fato da ausência do parasito na maioria das lesões 

ulceradas, observada nas culturas e exames histopatológicos, sugere que este 

aumento está exercendo sua função microbicida, mas poderá também estar 

participando da  imunopatogenia das lesões cutâneas. 

 Como em seres humanos as respostas imunes se apresentam 

altamente variáveis, na dependência de fatores do parasito e do próprio 

indivíduo, com grande variedade genética de respostas imunes, estas 

respostas do sistema imune inato foram avaliadas também nos modelos 

murinos Balb/C e C57BL6, considerando que estes animais isogênicos teriam 
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uma maior homogeneidade quanto às características genéticas, que 

influenciam decisivamente nas respostas imunes observadas. 

 

5.2- Estudo em camundongos 

 Os estudos realizados utilizando modelos experimentais têm servido 

como embasamento para a elucidação dos mecanismos imunológicos 

relacionados às leishmanioses.  Ilustrando este fato, tem-se o paradigma das 

respostas Ta1 e Ta2 na infecção murina por Leishmania major. Nestes 

modelos de resistência e susceptibilidade, o camundongo BALB/c é referido 

como susceptível, produzindo citocinas do perfil Ta2, em particular, IL-4 e IL-10 

em resposta à infecção, conduzindo à progressão da doença. Já o 

camundongo resistente (C57BL/6), recupera-se da infecção pela indução de 

uma resposta Ta1 polarizada, resultando na ativação dos macrófagos e na 

destruição dos parasitos (Sacks e Noben-Trauth, 2002).  

 As infecções experimentais estudadas não se limitam aos ensaios com 

L. major, mas a infecção em modelos animais por outras espécies também é 

relatada, e aspectos da resposta imunológica do hospedeiro são investigados, 

como para L. mexicana (Buxbaum e Scott, 2005), L. panamensis (Guevara-

Mendoza e cols, 1997) L.amazonensis (Padigel e cols, 2003), L. donovani 

(Bhowmick e Ali, 2009) e L. braziliensis (DeKrey e cols, 1998; Lima e cols, 

1999).  A infecção experimental por esta última espécie tem despertado 

interesse por estar relacionada com a forma mucosa da leishmaniose (de 

Moura e cols, 2005).  

A susceptibilidade dos camundongos às variadas espécies de 

leishmânia tem sido estudada, e a influência de fatores genéticos do animal 
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vem sendo comprovada com a identificação de genes, como o Slc11a1. Este 

gene encontra-se envolvido com a resistência à L. donovani. A identificação de 

outros genes pode ajudar a esclarecer a resposta imune complexa existente 

contra o parasito nestes modelos (Foote e Handman, 2005). 

No presente estudo, a resposta imunológica durante a infecção 

experimental por leishmânia e durante o tratamento com o antimoniato de N-

metil glucamina, a droga de escolha para o tratamento das leishmanioses 

cutâneas, foi avaliada por meio das funções dos macrófagos. Estas células 

atuam na infecção como hospedeiras do parasito quando quiescentes, mas 

também como as células efetoras na eliminação do parasito após a sua 

ativação (Herwaldt, 1999). 

Os modelos experimentais selecionados para a infecção experimental 

foram os camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6 por serem modelos 

caracterizados na literatura.  

Foram analisados camundongos machos e fêmeas, por serem mais 

fidedignos da infecção natural, que não tem preferência por gênero. Tem sido 

sugerido que o gênero dos animais tem influência sobre a resposta imunológica 

resultante frente à infecção, inclusive com diferenças na resposta de acordo 

com a espécie de leishmânia empregada na infecção (Mock e Nacy, 1988; 

Roberts e cols, 2001; Travi e cols, 2002). A fim de minimizar esta influência, 

procurou-se distribuir camundongos machos e fêmeas de maneira equivalente  

nos grupos analisados neste trabalho. Utilizamos a Leishmania (Leishmania) 

amazonensis (Shaw, 1994) por ser uma espécie de leishmânia frequente no 

Brasil.  
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Uma consideração importante a ser feita é o fato de que os 

camundongos BALB/c são reconhecidamente susceptíveis à L. amazonensis, 

produzindo infecções progressivas e sem cura, enquanto que os camundongos 

C57BL/6 desenvolvem lesões que não se curam, de gravidades variáveis 

(Maioli e cols, 2004).   

Os macrófagos peritoneais foram analisados neste estudo por serem as 

principais células ativas na fagocitose das leishmânias (Maia e cols, 2007), e 

pelos macrófagos serem os responsáveis pela fase efetora da imunidade 

adquirida contra as leishmânias (Alexander e cols, 1999).    

A fagocitose é a principal estratégia de defesa dos macrófagos contra as 

leishmânias, na qual os macrófagos interiorizam o parasito e o destroem pela 

produção das espécies reativas de oxigênio e pela acidificação do 

fagolisossoma (Cunningham, 2002).  

A fagocitose de Saccharomyces cerevisiae pelos macrófagos peritoneais 

das duas linhagens de camundongos utilizando receptores para padrões 

moleculares de patógenos e receptores para opsoninas foi avaliada neste 

estudo. A fagocitose empregando os dois tipos de receptores e as duas 

concentrações de leveduras mostraram resultados diferentes entre as 

linhagens de camundongos. Nos experimentos com os camundongos BALB/c, 

a capacidade fagocitária dos grupos de camundongos infectados por 

Leishmania amazonensis se mostrou maior do que a dos grupos não 

infectados, tanto tratados com salina como os tratados com o antimoniato de N-

metil glucamina, entretanto, a droga aumentou discretamente a capacidade 

fagocitária dos animais infectados. Já a capacidade fagocitária dos 

camundongos C57BL/6 não mostrou diferença significativa entre os grupos. A 
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comparação entre as duas linhagens de camundongos revelou que embora 

não tenha havido diferenças estatísticas entre os grupos dos camundongos 

C57BL/6, a capacidade fagocitária dos grupos não infectados destes 

camundongos já se encontrava discretamente maior em relação aos 

camundongos BALB/c, que só mostraram uma maior capacidade fagocitária 

após a infecção.  É possível que esta maior competência basal dos macrófagos 

dos camundongos C57BL6 possa contribuir para uma evolução mais benigna 

da doença que a dos animais BALB/c, que embora tenham aumentado sua 

capacidade fagocitária após a infecção, analisada dois meses e meio após a 

inoculação dos protozoários, foram incapazes de evitar o agravamento das 

lesões, em relação aos camundongos C57BL/6. De fato, após a entrada do 

parasito nos macrófagos dos camundongos BALB/c, a Leishmania 

amazonensis subverte a fagocitose, provocando modificações no 

fagolisossomo e, com isto, consegue proliferar no interior destas células 

(Osorio y Fortéa e cols, 2007; Osorio y Fortéa e cols, 2009).   

A produção de peróxido de hidrogênio foi determinada no presente 

estudo por se tratar de uma das espécies produzidas pela explosão oxidativa, 

processo que ocorre após a fagocitose, e que faz parte do arsenal microbicida 

utilizado pelos macrófagos dos animais estudados para a defesa contra a 

leishmânia (Gantt e cols, 2001). Na comparação da produção basal de 

peróxido de hidrogênio entre as duas linhagens, o grupo dos camundongos 

C57BL/6 que recebeu salina apresentou uma maior produção de peróxido de 

hidrogênio em relação ao grupo que recebeu o mesmo tratamento dos 

camundongos BALB/c, entretanto, observamos efeito inverso entre as duas 

linhagens para o grupo dos camundongos infectados e tratados com a droga. 
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Os grupos que foram tratados com a droga mostraram produções similares nas 

duas linhagens. E, o grupo infectado por leishmânia dos camundongos 

C57BL/6 apresentou, biologicamente, maior produção do peróxido de 

hidrogênio em relação ao grupo infectado dos camundongos BALB/c. Quando 

os macrófagos peritoneais foram estimulados, não foi possível mostrar 

diferenças estatísticas entre os grupos.  

A produção de peróxido de hidrogênio é um dos mecanismos utilizados 

para a eliminação do parasito estudados em linhagens de camundongos, como 

na infecção experimental de camundongos BALB/c por Leishmania chagasi 

(Wilson e cols, 1994), ou por Leishmania guyanensis (Sousa-Franco e cols, 

2006). O fato de a produção basal de peróxido de hidrogênio persistir 

aumentada na linhagem BALB/c, acima da observada na linhagem C57BL/6, 

nos animais infetados, uma semana após o tratamento com o antimoniato de 

N-metil glucamina (Leish+Gluc), pode estar relacionado à patogenia da 

doença, visto que estes radicais podem estar envolvidos com a formação da 

lesão quando da produção exacerbada (Liew e Millott, 1990), e estes animais 

apresentam lesões mais graves. Deve-se ainda ressaltar que a linhagem 

C57BL/6 mostrou uma grande produção deste radical durante a infecção, e foi 

eficiente em controlar a produção deste radical sob a influência da droga. É 

possível que este resultado esteja relacionado ao fato destes animais 

apresentarem lesões mais discretas. 

Ainda analisando os mecanismos microbicidas dos macrófagos em 

relação à leishmânia, a produção de óxido nítrico, a principal molécula 

considerada efetora da destruição intracelular do parasito (Holzmuller e cols, 

2006), também foi determinada nas duas linhagens de camundongos. A 
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comparação entre as produções basal e estimulada de óxido nítrico das duas 

linhagens mostrou que, nas duas linhagens, houve uma maior produção de 

óxido nítrico pelos grupos infectados pela leishmânia. Um aspecto interessante 

é o fato de que metade dos animais do grupo infectado dos camundongos 

BALB/c apresentou uma produção basal de óxido nítrico exacerbada, o que 

não ocorreu com o grupo correspondente dos animais C57BL/6.   

 A produção basal de óxido nítrico se mostrou muito baixa para as duas 

linhagens, porém, os animais infectados da linhagem BALB/c apresentaram 

maior produção desta molécula. Estas observações foram opostas àquelas 

observadas na infecção pela L. major, onde foi detectada uma maior expressão 

da enzima sintase do óxido nítrico nos linfonodos da linhagem C57BL/6 em 

relação à linhagem BALB/c (Stenger e cols, 1994). Estes dados sugerem que a 

resposta do sistema imunitário pode depender não apenas da base genética do 

hospedeiro, mas da interação parasito-hospedeiro, que foi diferente nos dois 

estudos.  É possível que a produção exacerbada de óxido nítrico, interagindo 

com a produção também exacerbada do peróxido de hidrogênio, pode estar 

relacionada à severidade das lesões exibidas pelos camundongos BALB/c 

(Liew e Millott, 1990), devido a formação de peróxido nitritos, que têm alto 

potencial de lesão tecidual.   

A associação já extensivamente estudada de que os camundongos 

BALB/c são susceptíveis à leishmaniose e os camundongos C57BL/6 são 

resistentes quando infectados por Leishmania major, não pode ser totalmente  

considerada quando estas linhagens são infectadas pela Leishmania 

amazonensis. Os camundongos C57BL/6 infectados por esta espécie de 

leishmânia apresentam também um fenótipo de susceptibilidade à 
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leishmaniose (Jones e cols, 2000), embora em termos proporcionais, mais 

resistentes que os animais BALB/c (Maioli e cols, 2005).    

Em conclusão, os nossos resultados da parte realizada com animais de 

experimentação mostraram que os perfis de resposta das funções dos 

macrófagos analisadas foram diferentes na comparação entre as duas 

linhagens. Enquanto os animais BALB/c apresentaram um nível basal de 

resposta mais baixo, que só aumentou após a infecção, os animais C57BL/6, 

embora não tivessem apresentado diferenças significantes entre as respostas 

dos grupos, mostraram respostas basais mais elevadas que os animais BALB/c 

antes da infecção, embora o aumento das funções do sistema imunitário 

tivessem sido maiores durante o período de infecção para os animais BALB/c.  

Estes dados estão de acordo com as lesões observadas nos animais, pois as 

lesões dos animais C57BL/6 se mostram mais discretas do que as exibidas 

pelos animais BALB/c (Maioli e cols, 2005).   

O tratamento com o antimoniato de N-metil glucamina foi capaz de 

estimular a fagocitose e a produção de peróxido de hidrogênio pelos 

macrófagos dos animais BALB/c, embora tenha mostrado uma tendência para 

inibir a produção de óxido nítrico por estes macrófagos, sendo que esta é a 

principal molécula responsável pela destruição deste parasito. De acordo com 

isto, vários estudos apontam que o tratamento de camundongos BALB/c com 

os antimoniais é ineficiente no controle da infecção por diferentes espécies de 

Leishmania (Li e cols, 1997; Murray e cols, 2000; Yardley e Croft, 2000). Já 

para os nossos camundongos C57BL/6, o tratamento não ocasionou diferença 

estatística entre os grupos. 
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Traçando um paralelo entre as análises realizadas em seres humanos e 

nas infecções experimentais, o perfil de resposta dos fagócitos dos pacientes 

com leishmaniose apresenta maior semelhança com o perfil observado nos 

fagócitos dos camundongos BALB/c. Estes aspectos semelhantes dizem 

respeito ao aumento da capacidade fagocitária causado pelo tratamento com o 

antimoniato de N-metil glucamina e a alta produção de peróxido de hidrogênio 

desencadeada pela infecção. Entretanto, esta observação é feita com cautela, 

visto que os indivíduos infectados pela leishmânia apresentam perfis genético e 

imunológico diferentes entre si, e não sabemos quantos indivíduos foram 

infectados por outras espécies de leishmânia. 

Nossos dados mostram, pela primeira vez, que o antimoniato de N-metil 

glucamina é capaz de modificar as funções de fagócitos in vivo, tanto em 

indivíduos infectados pela Leishmania quanto em modelos animais infectados 

experimentalmente. As análises se concentraram na fagocitose, na produção 

de radicais de nitrogênio e oxigênio e, para os humanos, na produção das 

citocinas implicadas na resposta imune contra o parasito. O antimoniato de N-

metil glucamina, portanto, foi capaz de interferir nas funções dos fagócitos 

nestes sistemas estudados, com atuações de estimulação, como no caso da 

fagocitose, contribuindo para as reações de defesa. Entretanto, este é apenas 

um dos pontos implicados na resposta imune contra este microrganismo. Este 

aumento da compreensão do modo de atuação desta droga sobre a resposta 

imune poderá implicar numa terapêutica mais adequada para as 

leishmanioses. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6-Conclusões 
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 Considerando os seguintes resultados: 

 

1- O tratamento com o antimoniato de N-metil glucamina aumentou a 

capacidade fagocitária dos monócitos do sangue periférico dos 

indivíduos infectados por leishmânia já no sétimo dia de tratamento, 

sendo que esta se encontrava deprimida pela infecção. Isto ocorreu 

devido a um maior envolvimento dos monócitos na fagocitose. 

2- A produção de peróxido de hidrogênio pelos monócitos do sangue 

periférico dos indivíduos infectados pela Leishmania já se encontrava 

elevada em relação aos indivíduos controles e o tratamento com o 

antimoniato de N-metil glucamina não foi capaz de modificar esta 

produção, que se manteve elevada até o final do tratamento com a 

droga. 

3- A produção do FNT-α pelos monócitos do sangue periférico de 

indivíduos infectados pela Leishmania, que se encontrava deprimida em 

relação aos controles, aumentou significativamente já no sétimo dia do 

tratamento com o antimoniato de N-metil glucamina. 

4- A produção de IL-10 pelos monócitos do sangue periférico dos 

indivíduos infectados pela Leishmania foi baixa, detectada em poucos 

indivíduos e não foram observadas diferenças entre os grupos com o 

tratamento com o antimoniato de N-metil glucamina. 

5- A produção de IFN-γ pelos monócitos do sangue periférico dos 

indivíduos infectados pela Leishmania apresentou um pequeno aumento 

em relação aos indivíduos controles, mas não se sabe se esta pequena 
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diferença possui significado biológico. O tratamento com o antimoniato 

de N-metil glucamina não influenciou na produção desta citocina, tanto 

no plasma sanguíneo quanto no sobrenadante das culturas dos 

monócitos e linfócitos do sangue periférico. 

6- A capacidade fagocitária dos macrófagos peritoneais de camundongos 

BALB/c infectados pela Leishmania amazonensis foi maior que a de 

camundongos não infectados, e o tratamento com o antimoniato de N-

metil glucamina aumentou discretamente a capacidade fagocitária dos 

animais infectados. Não houve diferença significante da capacidade 

fagocitária entre os grupos de camundongos C57BL/6. Entretanto, a 

capacidade fagocitária dos camundongos C57BL6 normais já se 

encontrasse discretamente maior do que a dos camundongos BALB/c, 

que só mostraram maior capacidade fagocitária após a infecção com o 

protozoário. 

7- Tanto o antimoniato de N-metil glucamina quanto a infecção pela 

Leishmania amazonensis aumentaram a produção basal de peróxido de 

hidrogênio pelos macrófagos peritoneais dos camundongos BALB/c, 

contudo não influenciaram a produção deste radical livre pelos 

macrófagos dos camundongos C57BL6. Entretanto, para os grupos dos 

camundongos normais, a produção basal do NO pelos macrófagos 

daqueles da linhagem C57BL6 já era maior do que a dos camundongos 

da linhagem BALB/c, significando que os animais C57BL6 já se 

encontravam em um patamar mais elevado de resposta, antes da 

infecção e/ou tratamento, do que os BALB/c. 
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8- A infecção pela Leishmania amazonensis e o tratamento com o 

antimonial aumentaram a produção do óxido nítrico pelos macrófagos 

peritoneais dos camundongos BALB/c e não influenciaram os macrófagos 

dos camundongos C57BL6. Não houve diferença estatística na produção 

basal do NO entre os dois grupos. Entretanto, embora sem significância 

estatística, chama a atenção que no grupo infectado pelo protozoário, 

metade dos animais BALB/c mostraram produção muito exacerbada desta 

molécula, enquanto nenhum animal C57BL6 mostrou produção muito 

elevada desta molécula, embora, mais elevada do que o grupo não 

infectado.   

O conjunto dos nossos dados mostrou que o antimoniato de N-metil 

glucamina foi capaz de modificar as funções de fagócitos de seres humanos 

infectados pela Leishmania e de camundongos da linhagem BALB/c 

infectados pela Leishmania amazonensis, estimulando funções microbicidas 

e influenciando, portanto, na resposta imune contra o parasito. 
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