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FORMA CUTÂNEA PARA A FORMA MUCOSA TARDIA DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR 

AMERICANA. 
 

RESUMO 

 

TESE DE DOUTORADO 

 

Ana Cláudia Maretti Mira 

 
A forma de apresentação mais comum da leishmaniose tegumentar americana (LTA) é o aparecimento 

de uma úlcera auto-limitada no local da picada do inseto vetor.  Embora estas lesões requeiram até 6 meses para 
atingirem a cura completa, o tratamento com antimoniais pentavalentes pode reduzir significativamente este 
tempo de cicatrização.  Entretanto, a quimioterapia nem sempre apresenta resultados satisfatórios, seja por não 
resolver a injúria tecidual, seja por permitir a persistência parasitária e desenvolvimento de lesões na mucosa 
oro-nasal.  Desta forma, o presente estudo teve como objetivos principais avaliar fatores envolvidos na 
cronicidade das lesões cutâneas e na progressão da forma cutânea da leishmaniose para a forma mucosa tardia.  
A cronicidade de lesões cutâneas de diversas etiologias tem sido relacionada ao desequilíbrio da atividade de 
algumas metaloproteinases de matriz (MMPs), em especial, das gelatinases MMP-2 e MMP-9.  Portanto, 
decidimos avaliar a participação destas enzimas e de seus moduladores nos danos teciduais causados por LTA.  
Verificamos que a atividade destas gelatinases atinge extensas áreas das lesões de má resposta, a qual estava 
associada a um elevado número de células produzindo IFN-γ, TGF-β e IL-10, com preponderância da citocina 
pró-proteolítica IFN-γ.  O oposto foi observado nas lesões de boa resposta, onde, paralelamente aos baixos 
níveis de atividade gelatinolítica e prevalência da citocina anti-inflamatória IL-10, pôde-se observar altos níveis 
de mRNA para MMP-2 e elevados valores da razão MMP-2:TIMP-2.  Sugere-se então que o perfil imunológico 
in situ controla o balanço entre MMPs e inibidores, determinando assim, o sucesso ou fracasso da cicatrização.  
Entretanto, mesmo após a cura clínica, alguns indivíduos progridem para a forma mucosa, fato associado com a 
disseminação parasitária via células fagocíticas.  Considerando a importância de MMP-9 na migração de células 
imunológicas, decidimos estudar a atividade desta gelatinase em cultura de macrófagos humanos infectados por 
Leishamnia braziliensis.  Observamos que a infecção por L. braziliensis induziu ao aumento de atividade de 
MMP-9 no sobrenadante das culturas e que os níveis de atividade de MMP-9 são maiores nas culturas de 
macrófagos de indivíduos que, no passado, desenvolveram a forma mucosa.  Estes dados sugerem uma 
diferença fundamental na imunidade inata do hospedeiro, onde o padrão de ativação de MMP-9 pode ser um 
indicador de predisposição para o desenvolvimento de leishmaniose mucosa.  Além da disseminação parasitária, 
o sistema imunológico também exerce controle sobre a evolução da forma cutânea para a forma mucosa de 
LTA.  Por isso, a análise do transcriptoma do microambiente da lesão cutânea primária de indivíduos com a 
forma cutânea localizada e daqueles que desenvolveram a forma mucosa tardia pode auxiliar na compreensão 
deste quadro.  Nossos resultados indicaram uma importante diferença da capacidade de resposta imunológica de 
ambos grupos, onde o grupo cutâneo mostrou maior eficácia no estabelecimento da resposta imune do tipo T 
helper 1 (Th1), com participação de células Th2 e forte controle imunotolerigênico. 
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PROGRESSION OF CUTANEOUS FORM TO LATE MUCOSAL FORM OF AMERICAN 

TEGUMENTARY LEISHMANIASIS. 
 

ABSTRACT 

 

PhD THESIS 

 

Ana Cláudia Maretti Mira 

 
The most common clinical presentation of American tegumentary leishmaniasis (ATL) is the development 

of a self-limited ulcer at the site of the insect vector’s bite.  Although these lesions require up to 6 months to 
completely cure, the treatment with pentavalent antimonials can significantly reduce the healing time.  Thus, the 
present study aimed to evaluate the factors involved in the chronicity of cutaneous lesions and in the progression of 
cutaneous leishmaniasis to late mucosal form.  The chronicity of cutaneous lesions from different etiologies has long 
been associated to an imbalanced activity of matrix metalloproteinases, especially gelatinases MMP-2 and MMP-9.  
Therefore, we decided to evaluate the participation of these enzymes and their modulators in the tissue damage 
caused by ATL.  We verified that the gelatinase activity was widespread in the lesions from poor responders, and 
associated to high rates of cells producing IFN-γ, TGF-β and IL-10, with preponderance of the pro-proteolytic 
cytokine IFN-γ.  The opposite was observed in lesions from good responders, where, in parallel to the low levels of 
gelatinase activity and the prevalence of the anti-inflammatory cytokine IL-10, we observed high levels of MMP-2 
mRNA and high MMP-2:TIMP-2 ratios.  This suggests that the in situ immunological profile controls the balance 
between MMPs and inhibitors, thus determining the healing success or failure.  Nevertheless, even after clinical 
cure, some individuals progress to mucosal forms, a fact associated to parasite dissemination via phagocytic cells.  
Considering the importance of MMP-9 in the migration of immunological cells, we decided to study this gelatinase 
activity in human macrophage cultures infected with Leishmania braziliensis.  We observed that L. braziliensis 
infection induced the increase of MMP-9 activity in culture supernatants and that the level of MMP-9 activity was 
higher in cultures from individuals that, in the past, had developed the mucosal form.  These data suggest a 
fundamental difference in the innate immunity of the host, where the MMP-9 activation pattern may be an indicator 
for the predisposition of mucosal leishmaniasis development.  Besides parasite dissemination, the immunological 
system also controls the evolution from cutaneous to mucosal form in ATL.  Therefore, the transcriptome analysis of 
the primary cutaneous lesion microenvironment from individuals that had localized cutaneous leishmaniasis and 
from those who developed the late mucosal form can help to understand this state.  Our results indicated an 
important difference in the immune capacity from both groups, where the cutaneous group showed better efficacy in 
establishing a type 1 (Th1) immune response, with participation of Th2 cells and a strong immune-tolerigenic 
control. 
 
 



1 

1. INTRODUÇÃO 

A Leishmaniose representa um conjunto de doenças antropozoonóticas causadas por 

diversas espécies de tripanossomatídeos do gênero Leishmania.  As formas clínicas resultantes 

da infecção dependem de variáveis como a espécie do parasita, os hábitos do vetor e a resposta 

imune do hospedeiro (Da-Cruz e Pirmez, 2005).  Além disso, o meio ambiente em que os 

indivíduos acometidos vivem e seu estado nutricional também são fatores de destaque no 

desenvolvimento da doença (Chandra, 1997; Machado-Coelho et al., 2005). 

A  infecção está presente em 88 países tropicais e subtropicais.  No Brasil, a leishmaniose 

pode ser classificada em duas categorias principais: leishmaniose tegumentar americana (LTA) e 

leishmaniose visceral americana (LVA).  A primeira é causada por qualquer uma das espécies de 

Leishmania dermatotrópicas, produzindo lesões cutâneas no local da picada do inseto, em geral 

ulcerosas (Convit et al., 1993).  Tais lesões podem curar-se espontaneamente, deixando em seu 

lugar uma cicatriz, ou originar lesões secundárias na mucosa oro-nasal.  Já as espécies 

causadoras da LVA têm acentuado tropismo pelo sistema fagocítico mononuclear (SFM) do 

baço, fígado, medula óssea e tecidos linfóides, gerando uma síndrome febril com caquexia, dores 

abdominais, hepatoesplenomegalia e anemia, tornando-se fatal caso não haja tratamento ou caso 

este não seja adequado (Chagas, 1936). 

 

1.1. Apresentações Clínicas de LTA 

No local a picada do inseto vetor, após um período que varia de 18 dias a 4 meses, pode 

haver o aparecimento de uma pequena lesão na pele, o que caracteriza a leishmaniose cutânea 

localizada (LCL) (Marzochi, 1992).  Esta é a forma mais comum e menos grave da doença e 

pode ocorrer como lesão única ou múltipla, na mesma região da picada do vetor.  Estas úlceras, 

em geral, são bem características, apresentando bordas elevadas e regulares de fundo 

granulomatoso, sendo também indolores e tendendo à cura de forma espontânea ou após 

tratamento adequado (Ministério da Saúde, 2006).  Já a leishmaniose cutânea disseminada 

(LDiss) é uma forma mais rara observada em até 2% das infecções e se caracteriza por apresentar 

lesões cutâneas secundárias e distantes do local das picadas (Ministério da Saúde, 2007).  A 

disseminação ocorre pela migração de células infectadas com Leishmania para outras regiões por 

via linfática ou hematogênica (Almeida et al., 1996).  As lesões resultantes geralmente são 

pequenas e ulceradas e costumam responder bem ao tratamento (Ministério da Saúde, 2006).  No 
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Brasil, ambas as formas citadas são causadas principalmente por infecções com Leishmania 

braziliensis (Costa et al., 1986; Oliveira-Neto et al., 2000; Turetz et al., 2002; Vieira-Goncalves 

et al., 2008).  

Outra manifestação cutânea da doença ocorre através da aparição de múltiplas lesões 

nodulares, caracterizando a leishmaniose cutânea difusa (LCD).  Esta é uma forma mais rara, 

que se apresenta com múltiplos nódulos ou placas cutâneas, não-ulceradas, que se assemelha às 

lesões causadas na hanseníase lepromatosa, sendo ricas em parasitas e muito difíceis de curar.  

Esta forma clínica é associada à anergia específica aos antígenos de Leishmania e, no Brasil, é 

causada por infecções com Leishmania amazonesis (Convit et al., 1972; Shaw e Lainson, 1975). 

A leishmaniose mucosa (LM), por sua vez, é também considerada como uma 

consequência pouco freqüente da leishmaniose cutânea, uma vez que ocorre em 3% a 5% dos 

indivíduos infectados (Marsden, 1986).  Geralmente ocorre meses ou anos depois da cicatrização 

da lesão cutânea primária (Walton et al., 1973).  A LM é produzida pela disseminação 

hematogênica de células infectadas com L. braziliensis, gerando ulcerações progressivas e 

desfigurantes na mucosa nasal e orofaringea, palato, lábios, língua, laringe e, mais raramente, 

traquéia e árvore respiratória superior (Oliveira-Neto et al., 2000; Ministério da Saúde, 2006).  

Entretanto, outras espécies de Leishmania como L. amazonensis, L. guyanensis e L. peruviana 

também podem causar infecção das mucosas por contiguidade (Marzochi et al., 1999).  O 

aparecimento de lesões na região mucosa concomitantes ao aparecimento das lesões cutâneas 

primárias caracteriza a leishmaniose muco-cutânea (LMC). 

 

1.2. Tratamento, cura e cronicidade da LTA 

Embora os casos cutâneos de LTA tendam à cura espontânea, mesmo que lentamente, a 

quimioterapia é a principal estratégia para o controle da doença (Costa et al., 1987).  Os 

antimoniais pentavalentes (SbV) são as drogas de primeira escolha no tratamento da LTA desde a 

década de 40 e podem ser encontradas em duas formulações: antimoniato N-metil-glucamina 

(antimoniato de meglumina) e estibogluconato de sódio.  O Ministério da Saúde distribui 

gratuitamente o antimoniato N-metil-glucamina (Glucantime®) na rede pública de saúde.  Devido 

ao potencial de toxicidade cardíaca, hepática, pancreática e renal, este medicamento deve ser 

ministrado com cautela e sob monitorização clínica e laboratorial.  O tratamento dura em média 
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20-30 dias.  Em pacientes com nefropatias ou em gestantes, a droga de primeira escolha é a 

anfotericina B (Ministério da Saúde, 2006). 

A quimioterapia nem sempre apresenta resultados satisfatórios.  No Brasil, de 16% a 50% 

dos pacientes com a forma cutânea de LTA tratados com Sbv não atingem a cura clínica 

(Oliveira-Neto et al., 1997; Romero et al., 2001).  Muitos dos pacientes com lesão mucosa são 

refratários ao tratamento com Sbv, exigindo diversas séries de tratamento e, além disso, entre 

22% e 50% dos pacientes reativam as lesões depois de terminado o tratamento (Zajtchuk et al., 

1989; Romero et al., 1998; Amato et al., 2009).  Nos casos de falha terapêutica, o mais indicado 

é estender o tratamento por até 30 dias e caso a cura clínica não seja obtida, a anfotericina B 

passa a ser a droga de escolha (Rocha et al., 1980; Marsden et al., 1998). 

Embora o mecanismo de atuação do Sbv não seja totalmente conhecido, sabe-se que esta 

droga inibe as vias glicolíticas e de oxidação dos ácidos graxos da forma amastigota da 

Leishmania (Croft et al., 2006).  Alguns autores propõem que a sensibilidade do parasita à Sbv 

varia de acordo com o programa de tratamento aplicado.  Por um lado, sabe-se que o tratamento 

irregular ou parcial aumenta o risco de desenvolvimento da forma mucosa (Marsden et al., 

1998).  Por outro, há indicações de que a interrupção prematura do tratamento ou protocolo 

utilizando baixas doses da droga poderia resultar na seleção dos parasitas mais resistentes e, 

consequentemente, na falha terapêutica (Grogl et al., 1992).  Além disso, alguns autores 

defendem que a falha do tratamento decorre da infecção por cepas mais refratárias à atividade de 

Sbv (da Luz et al., 2009). 

Além de fatores ligados ao parasita propriamente, relatos indicam diversas co-

morbidades como fatores coadjuvantes na má resposta às leishmanioses, uma vez que a 

integridade do estado imunológico do hospedeiro tem grande importância para a eficácia da 

atividade de Sbv.  Em leishmaniose tegumentar, dados clínicos indicam que a desnutrição 

aumenta as chances de desenvolvimento de leishmaniose mucosa em até quatro vezes, embora 

pareça não influenciar a susceptibilidade à forma cutânea da doença  (Weigel et al., 1995; 

Machado-Coelho et al., 2005).  Em leishmaniose visceral, a desnutrição e o etilismos estão 

frequentemente correlacionadas à mortalidade.  Diabetes, hipertensão arterial e insuficiência 

renal crônica também podem contribuir para o resultado obtido com o tratamento usando 

antimoniais (Oliveira et al., 2010).  Alguns autores demonstraram que a atividade de Sbv é 

dependente da resposta mediada por células T no hospedeiro (Murray et al., 1993).  Em modelo 

murino de leishmaniose visceral, foi observado que a deficiência das respostas mediadas tanto 

por células T helper 1 (Th1) quanto por macrófagos estão correlacionadas à falha do tratamento 
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com Sbv (Murray et al., 1989).  Dessa forma, a indução de uma resposta imunológica adequada 

levaria à cura da leishmaniose, tendo a imunidade celular papel crítico no controle da infecção 

por Leishmania (Carvalho et al., 1985; Mendonca et al., 1986).  

Em modelos murinos de leishmaniose causada por L. major, a cura e a cronicidade da 

infecção são determinadas pela funcionalidade de diferentes sub-populações de linfócitos T 

(Reiner e Locksley, 1995; Gumy et al., 2004).  Postula-se que a predominância da resposta Th1 

com produção de interleucina-12 (IL-12), interferon-γ (IFN-γ) e fator de necrose tumoral-α 

(TNF-α) resultam no controle da infecção em camundongos C57BL/6.  Já a predominância da 

resposta Th2 permite a progressão da doença, como observado em camundongos BALB/c 

(Alexander e Bryson, 2005). 

Todavia, esta dicotomia da resposta imunológica não se correlaciona com a cura ou a 

cronicidade das leishmanioses causadas por espécies do Novo Mundo.  Alguns autores 

mostraram que macrófagos de camundongos C57BL/6 estimulados com IFN-γ e infectados por 

amastigotas de L. amazonensis mostram exarcebação da infecção (Qi et al., 2004).  Por outro 

lado, a infecção de L. braziliensis em camundongos só é bem sucedida em animais IL-12-/- ou 

STATA4-/- (sinal transdutor e ativador de sinal 4)  (Rocha et al., 2007). 

Os efeitos da polarização da resposta imunológica em leishmaniose humana ainda são 

pouco conhecidos.  Alguns autores propõem que a cura clínica da LTA estaria associada mais à 

uma diminuição da resposta Th2 do que a um aumento da resposta Th1 (Badaro et al., 2006).  

Uma das mais importantes funções efetoras da resposta mediada por linfócitos T é a ativação de 

macrófagos (Bertho et al., 2000).  Assim, os linfócitos Th1 que são atraídos ao sítio de infecção 

seriam as fontes secundárias de IFN-γ nas lesões, o que estimularia os macrófagos infectados a 

produzirem óxido nítrico (NO) e controlarem a infecção (Brandonisio et al., 2001; Da Cruz et 

al., 2010).  Além dos macrófagos, a atividade citotóxica in situ de células T CD8+ também tem 

sido relatada como importante para o controle parasitário (Muller et al., 1994; Maasho et al., 

1998). 

A combinação de citocinas produzidas no microambiente da lesão também influencia o 

curso da infecção.  Lesões cutâneas de cura espontânea ou auto-limitadas apresentam  resposta 

imunológica Th1 característica, com produção de citocinas deste perfil, como IL-12 e IFN-γ 

(Pirmez, 1992).  IL-12 é produzido por macrófagos logo no início da infecção e induz linfócitos 

Th1 e células natural killers (NK) a produzirem IFN-γ.  Atuando sinergicamente com TNF-α, 

esta citocina estimula os macrófagos infectados a expressarem iNOS e, consequentemente, a 
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produzir NO (Liew et al., 1990; Trinchieri e Gerosa, 1996; Liew et al., 1997; Bogdan et al., 

2000).  Entretanto, alguns autores demonstraram, recentemente, que lesões que não respondem 

ao tratamento com Sbv são resultantes da infecção por cepas de L. braziliensis resistentes à ação 

de NO (Souza et al., 2010).  Todavia, a persistência da infecção também pode ser favorecida pela 

atuação de algumas citocinas anti-inflamatórias, tais como IL-10 e TGF-β, o que resultaria na 

não resolução das lesões cutâneas (Barral-Netto et al., 1992; Kane e Mosser, 2001).  Estes 

achados mostram que, para a obtenção da cura, é necessário considerar tanto a susceptibilidade 

do parasita quanto uma resposta imunológica eficiente do hospedeiro.   

A cronicidade das lesões de LTA também tem sido correlacionada com vários outros 

fatores imunológicos. Alguns autores já mostraram que não são apenas os linfócitos T 

específicos aos antígenos de L. braziliensis que participam da resposta inflamatória/imunológica 

de LTA.  As lesões cutâneas crônicas apresentam maior número de células de memória 

específicas a outros antígenos como importantes componentes do infiltrado inflamatório (Diaz et 

al., 2002; Da Cruz et al., 2010).  Este fato fortemente sugere que, uma vez estabelecida a injúria 

pela presença inicial da L. braziliensis, a manutenção do processo inflamatório não é somente 

uma consequência da resposta imune específica contra Leishmania.  Além disso, a proporção de 

células imune não-específicas contra antígenos de Leishmania podem explicar a resposta 

imunológica aberrante, com produção de diversos tipos de citocinas nestas lesões.  A 

desregulação da apoptose de células T também têm sido relacionada com a falha na resolução 

das lesões cutâneas, uma vez que permite a manutenção do já aumentado número destas células 

no infiltrado inflamatório (Orteu et al., 1998).  

A cronicidade das lesões cutâneas de LTA igualmente resultaria da deficiência da 

participação da epiderme na resposta imunológica. As células de Langerhans e queratinócitos são 

importantes por proverem sinais acessórios para o direcionamento migratório apropriado de 

células ativadas pelo antígeno de Leishmania, e é possível observar nos inflitrados destas lesões 

um maior número de células T ativadas (CD69+) comparado com o número de células de 

Langerhans (CD83+) (Diaz et al., 2002).  

 

1.2.1. Regeneração tecidual e Metaloproteinases de Matriz 

A resolução de úlceras é um processo que depende de uma seqüência de eventos.  Dentre 

eles, os mais importantes são: finalização da coagulação e da inflamação, remoção dos 

componentes do agente lesivo e da matriz danificada, proliferação e migração celular, 
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angiogênese, síntese e deposição de matriz, epitelização, contração da ferida, regeneração e 

reparo tecidual (Martin, 1997).  Para que haja a recuperação do tecido lesado com as mesmas 

células parenquimais e com os elementos da matriz original, é necessário um intenso processo de 

degradação e re-síntese da MEC, eventos estes facilitados pela participação de um grupo de 

enzimas proteolíticas conhecidas como metaloproteinases de matriz (Stadelmann et al., 1998). 

As metaloproteinases de matriz (MMP) são representadas por uma família de mais de 20 

endopeptidases ativas em pH neutro e dependentes de Zn+2 e Ca+2, que constituem a maior classe 

de enzimas responsáveis pela degradação da matriz extracelular (MEC) em processos 

fisiológicos normais e patológicos (Woessner, Jr., 1994; Nagase e Woessner, Jr., 1999; Illman et 

al., 2008).  Todos os membros da família são secretados como zimógenos (pró-MMPs) sendo 

ativados por clivagem proteolítica (Murphy et al., 1994).  Estas proteases são produzidas em 

resposta a estímulos específicos por células residentes do tecido conjuntivo, bem como pela 

maioria dos tipos de células inflamatórias que invadem o tecido durante o remodelamento 

tecidual, incluindo linfócitos e granulócitos, mas em particular por macrófagos ativados 

(Birkedal-Hansen, 1993; Goetzl et al., 1996). 

Este grupo de enzimas pode degradar praticamente todos os componentes da MEC.  Por 

isso, seus membros podem ser classificados de acordo com os subtratos pelos quais têm 

preferência e por suas similaridades estruturais em diversas subfamílias, como colagenases, 

gelatinases, matrilisinas e estromelisinas.  Além dos componentes de MEC, os substratos 

incluem outras proteases, fatores de crescimento e citocinas, para as quais as MMPs funcionam 

como ativadores (Sternlicht e Werb, 2001). 

As MMPs não estão apenas envolvidas com o remodelamento gerado pela degradação 

dos componentes da MEC. Elas também participam da progressão de processos inflamatórios 

(Ito et al., 1996; Korpos et al., 2009) e proliferação celular (Whitelock et al., 1996; Imai et al., 

1997).  Além disso, essa família de enzimas é importante para a homeostase tecidual, uma vez 

que atua no equilíbrio entre crescimento celular e apoptose (Kayagaki et al., 1995; Alexander et 

al., 1996).  

A atividade das MMPs pode ser regulada em diferentes níveis, que vão desde o controle 

transcricional dos genes das MMPs até a interação física destas enzimas com inibidores 

específicos (Toriseva e Kahari, 2009).  A transcrição dos genes de MMP pode sofrer controle 

através de sinais extracelulares que são gerados via receptores celulares para fatores de 

crescimento ou citocinas, via integrinas, ou ainda, por alterações nas junções celulares mediadas 

por caderinas (Yan e Boyd, 2007).  A ativação destas enzimas ocorre primariamente na 
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superfície celular ou no espaço extracelular e é controlada por um balanço entre ativação e 

inibição dos zimógenos.  Estes inibidores podem ser endógenos, como a α2-macroglobulina, ou 

podem ser inibidores teciduais de metaloproteinases de matriz (TIMPs) (Nagase et al., 1991; 

Grinnell et al., 1998). 

TIMPs são considerados os controladores principais da ativação e atividade de MMPs. 

Atualmente, apenas 4 membros são conhecidos em vertebrados, sendo produzidos por uma 

variedade de tipos celulares (Brew e Nagase, 2010).  Estes inibidores participam de vários 

eventos biológicos incluindo a modulação da proliferação celular, invasão e migração celular, 

anti-angiogênese, anti- e pró-apoptose e plasticidade sináptica. Entretanto, sua atividade não 

surge exatamente pela inibição que estas proteínas exercem sobre a atuação das MMPs.  Estes 

inibidores podem interagir diretamente com receptores celulares, resultando em eventos que não 

podem ser reproduzidos através da utilização de inibidores sintéticos das MMPs (Stetler-

Stevenson, 2008). 

Além dos TIMPs, sabe-se que algumas citocinas presentes no local também podem atuar 

no controle da produção e ativação das MMPs, de forma direta ou indireta, porém, importante 

(Han et al., 2001; Galboiz et al., 2002; Abraham et al., 2005).  

Portanto, a atividade normal das MMPs é dependente do equilíbrio entre a produção e a 

ativação das MMPs, produção de TIMPs e interação com outros fatores existentes no meio 

extracelular.  O desequilíbrio com um peso maior nas MMPs pode levar a uma intensa destruição 

tecidual (úlceras crônicas e artrite reumatóide, por exemplo), bem como à invasão de células 

tumorais e metástase (Kahari e Saarialho-Kere, 1997). Entretanto, quando a expressão do 

inibidor excede a da enzima, a síntese da matriz é favorecida, o que pode resultar em processo 

fibrótico (Baker e Leaper, 2000). 

Desde os anos 1990, vários estudos demonstraram a importância da participação das 

MMPs na resolução de úlceras, em especial a subfamília das gelatinases, uma vez que estas 

podem ser detectadas tanto no fluido de úlceras recentes como de úlceras crônicas. Entretanto, os 

níveis protéicos e de atividade das gelatinases são maiores nas lesões com problemas de 

resolução (Wysocki et al., 1993). 

 

1.2.1.1. Gelatinases 

A subfamília das gelatinases é constituída por apenas dois membros: MMP-2 (gelatinase 

A)  e MMP-9 (gelatinase B).  A MMP-2 é uma enzima de 72-kDa, sintetizada por vários tipos 
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celulares, como fibroblastos da derme, células endoteliais e osteoblastos (Kalebic et al., 1983; 

Rifas et al., 1989; Beranger et al., 1994).  Por sua vez, a MMP-9 (92-kDa) é principalmente 

secretada por leucócitos polimorfonucleares, macrófagos e mastócitos (Mainardi et al., 1984; 

Hibbs et al., 1985; Kanbe et al., 1999).  

O processo de ativação da pró-MMP-2 ocorre via um mecanismo de duas etapas 

associado à membrana e envolve a participação de TIMP-2 e MT1-MMP (Will et al., 1996; 

Okada et al., 1997; Nagase, 1998; Hernandez-Barrantes et al., 2000).  Serino-proteases presentes 

no sítio inflamatório, tais como o sistema PA/plasmina e proteases tipo tripsina podem participar 

da ativação de MMP-2 em vias alternativas (Baramova et al., 1997; Sorsa et al., 1997). Uma vez 

ativada, MMP-2 é capaz de clivar seus substratos localizados na MEC, além de ativar outras 

MMPs. 

A ativação da pró-MMP-9 ocorre no meio extracelular e depende da atividade de outras 

proteases, incluindo MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-13 e MMP-26 (Fridman et al., 1995; 

Knauper et al., 1997; von Bredow et al., 1998; Ramos-DeSimone et al., 1999; Zhao et al., 2003). 

As gelatinases são descritas como importantes no processo de regeneração tecidual.  O 

fracasso da resolução e conseqüente cronificação de úlceras cutâneas vêm sendo correlacionados 

com altos níveis de atividade destas duas gelatinases (Wysocki et al., 1993; Weckroth et al., 

1996).  MMP-2 seria a mais importante durante um processo mais prolongado de reparo tecidual, 

enquanto MMP-9 atuaria na fase inicial deste processo, sendo ambas, porém, necessárias para o 

sucesso da reepitelização (Agren, 1994; Agren, 1999). 

De acordo com vários autores, a atividade das gelatinases durante a regeneração tecidual 

seria mais evidente na migração celular, uma vez que estas enzimas degradam substratos do 

estroma e da membrana basal (Nagase et al., 1991; Aimes e Quigley, 1995; Giannelli et al., 

1997; Karelina et al., 2000).  Estudos in vitro mostram a presença pontual de MMP-2 em 

estruturas de contato entre a membrana celular de queratinócitos humanos em migração e a 

matriz extracelular da derme que está sendo invadida.  Por outro lado, MMP-9 foi localizada 

difusamente ao longo das membranas celulares destes queratinócitos, estando eles em processo 

migratório ou não (Makela et al., 1999).  Desta forma, a atividade das gelatinases ligadas às 

superfícies celulares promoveria o desligamento dos queratinócitos da membrana basal e a 

locomoção celular pela matriz da região lesionada promovendo a reepitelização e cicatrização 

(Salo et al., 1994).  Adicionalmente, as gelatinases têm se destacado nos eventos migratórios e 

transmigratórios de leucócitos durante a resposta inflamatória (Reichel et al., 2008). 
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1.3. Persistência parasitária e disseminação de L. braziliensis 

Após a recuperação natural ou deliberada da infecção causada por Leishmania, um 

pequeno número de parasitas viáveis pode persistir nos sítios de infecção primária ou linfonodos 

drenantes para que haja a persistência da resposta imunológica do hospedeiro (Schubach et al., 

1998; Okwor e Uzonna, 2008). 

A persistência da infecção por L. braziliensis após a cura clínica das lesões tem sido 

explorada por alguns autores (de Rossell et al., 1992; Aebischer, 1994).  Essa persistência pode 

ser demonstrada através da reativação espontânea de lesões cutâneas (Weigle et al., 1985), do 

desenvolvimento de lesões em pacientes imunocomprometidos (Coura et al., 1987), pela 

transmissão da doença através de órgãos transplantados (Golino et al., 1992), ou ainda pela 

presença de kDNA de Leishmania no sangue de indivíduos curados (de Oliveira et al., 2006). 

A cariotipagem e análises do zimodema podem ser usadas para que seja determinada a 

cepa responsável pela primeira infecção.  Assim, seria possível fazer a distinção entre lesões 

resultantes de re-infecção das causadas pela persistência do parasita.  Foi demonstrado que cerca 

de 50% dos indivíduos infectados por L. braziliensis teriam algum tipo de recidivação depois da 

cura clínica atingida (Saravia et al., 1990).  Outros autores contestam esses números, 

argumentando que as re-infecções poderiam ocorrer com a mesma cepa do parasita (Okwor e 

Uzonna, 2008). 

A consequência mais importante da persistência pela infecção por L. braziliensis é o 

aparecimento de lesões na região oro-nasal de indivíduos com história prévia de LCL.  Alguns 

autores acreditam que a disseminação de células parasitadas do sítio primário de infecção 

ocorreria tanto por via linfática como hematogênica e seria um evento relativamente comum em 

infecções causadas por L. braziliensis (Martinez et al., 1992; Bertho et al., 1994).  Dessa forma, 

o desenvolvimento da LDiss e da LM seriam a consequência desse processo. 

Estudos realizados em hamsters mostram a fase inicial da metástase de células infectadas 

a partir de capilares profundos da pele, em regiões de tecido hiperplásico apresentando reação 

inflamatória intensa e com numerosas células infectadas por L. braziliensis (Almeida et al., 

1996).  Outro indício de metastatização de L. braziliensis é a detecção do kDNA do parasita por 

reação de polimerase em cadeia (PCR) no sangue de pacientes na fase ativa da doença, seja nas 

fomas cutânea ou mucosa de LTA, assim como em indivíduos curados. Esta detecção também é 

possível em indivíduos moradores de areas endêmicas que não apresentam história prévia de 

LTA (de Oliveira et al., 2006).  Além disso, alguns autores já demonstraram a presença de 
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kDNA de Leishmania na mucosa oro-nasal de indivíduos apresentando lesões cutâneas ativas, 

porém sem nenhum tipo de manifestação da doença no tecido mucoso (Figueroa et al., 2009). 

 

1.4. Resistência e susceptibilidade genética à Leishmaniose 

Fatores genéticos do hospedeiro ligados à resistência ou susceptibilidade à infecção por 

Leishmania têm sido explorados por quase 50 anos (Bradley, 1974).  Vários genes e complexos 

gênicos que influenciam o fenótipo da doença têm sido descritos.  Porém, os fatores 

determinantes da cura ou cronicidade das lesões cutâneas e do desenvolvimento da forma 

mucosa da LTA, ainda são pouco conhecidos. 

Na leishmaniose cutânea causada por L. major, alguns autores mostraram que 

camundongos geneticamente resistentes (C57BL/6) mas deficientes para a proteína adaptadora 

MyD88 (comum para sinalização de Toll like receptor (TLR) e IL-1R), tornam-se susceptíveis à 

infecção por L. major, pois desenvolvem resposta imune polarizada do tipo Th2 (Muraille et al., 

2003).  Outros estudos em modelo murino mostram que a resistência à infecção por L. major está 

diretamente ligada à capacidade de cicatrização de lesões não-infecciosas (Sakthianandeswaren 

et al., 2005).  Recentemente, este mesmo grupo correlacionou a expressão do gene Fli1 com a 

resistência e a susceptibilidade de camundongos à infecção por L. major.  Estes autores 

demonstraram que camundongos C57BL/6, comparados aos BALB/c, apresentam expressão 

significativamente aumentada deste gene mesmo antes de serem expostos à L. major 

(Sakthianandeswaren et al., 2010).  

Estudos sobre LTA desenvolvidos em humanos correlacionam o polimorfismo dos genes 

CXCR1 (IL-8RA) e SLC11A1 (proteína associada à resistência natural de macrófagos-1) com a 

susceptibilidade à infecção por L. braziliensis (Castellucci et al., 2010).  Outros autores 

correlacionam a susceptibilidade ao desenvolvimento de LM às diferenças individuais na 

expressão de HLA classe II (Petzl-Erler et al., 1991). 

 

1.4.1. Estudo do transcriptoma na compreensão de doenças 

O trancriptoma é o conjunto completo (tipo e quantidade) dos transcritos produzidos por 

uma célula, tecido ou organismo.  O uso dessa abordagem é importante para interpretar os 

elementos funcionais do genoma, para revelar os constituintes moleculares das células e dos 
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tecidos e também para entender o desenvolvimento dos organismos sob condições normais ou 

patológicas. 

Até recentemente, poucas técnicas para o estudo do transcriptoma estavam disponíveis.  

As metodologias mais aplicadas eram os ensaios de microarranjos baseados na hibridização e o 

sequenciamento tipo Sanger.  Entretanto, ambas as técnicas oferecem desvantagens.  Os ensaios 

de microarranjo analisam a abundância de transcritos de forma indireta, uma vez que baseia os 

resultados na intensidade de hibridização e não na medição do número de transcritos.  Desta 

forma, torna-se necessário a utilização de outras técnicas para a validação e quantificação destes 

transcritos para uma avaliação acurada da expressão gênica.  Por outro lado, o sequenciamento 

tipo Sanger apresenta altos custos e, por isso, pouca cobertura do genoma, o que torna o método 

ineficiente para explorar o transcriptoma de organismos multicelulares (Morozova et al., 2009). 

Com a finalização dos projetos “Genoma” tanto do ser humano quanto de outros 

organismos de grande relevância biomédica, foi possível o desenvolvimetno de um conjunto de 

técnicas de sequenciamento high-throughput classificadas como Sequenciamento da Próxima 

Geração (Next Generation Sequencing – NGS), as quais apresentam uma relação custo-benefício 

melhor do que o sequenciamento de Sanger.  Dentre as metodologias de NGS, encontra-se a 

técnica de RNA-sequencing (RNA-seq), a qual tem possibilitado estudos mais profundos e 

completos do transcriptoma de diversos organismos.  Esta técnica, possibilita a qualificação e 

quantificação da expressão gênica na mesma amostra, e a identificação de diferentes isoformas 

de um gene (Mortazavi et al., 2008; Levin et al., 2009). 

A técnica de RNA-seq tem possibilitado a melhor compreensão de diferentes e 

complexos quadros patológicos, como câncer e doenças neurodegenerativas, uma vez que 

desvenda a assinatura padrão da expressão gênica destes mecanismos degenerativos e assim, 

indica novas direções para intervenções terapêuticas (Ding et al., 2010; Courtney et al., 2010). 

 

1.5. Justificativa 

As lesões cutâneas de LTA têm como característica comum sua tendência à cronicidade. 

Quando submetidas a tratamento adequado, essas lesões podem evoluir rapidamente para a cura, 

mas nem todos os indivíduos reagem da mesma forma quanto à terapia, o que resulta na falha do 

processo de cicatrização e reativação das lesões em alguns casos.  Os mecanismos patológicos 

que levam estas úlceras cutâneas à recidivação, mesmo depois de concluído o tratamento, são 

pouco detalhados na literatura e, em geral, estão envolvidos com a persistência parasitária que 
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leva à exarcebação da resposta imunológica.  As falhas no processo de cicatrização de outros 

tipos de úlceras cutâneas de origem infecciosa ou não, têm sido correlacionadas à intensa 

atividade de MMPs, em especial, das gelatinases.  Também pode ser observado na literatura, que 

citocinas podem influenciar a expressão e ativação das gelatinases e que estas enzimas podem ser 

produzidas por células da resposta imune.  Reconhecendo a capacidade destrutiva da atividade 

das gelatinases, torna-se importante estudar como estas enzimas interferem no processo de 

cicatrização das lesões de LTA e se, por sua vez, a atividade observada segue um padrão 

correlacionado a resposta ao tratamento que o paciente apresentará.  Além disso, considerando-se 

que a resposta à terapia depende do perfil imunológico apresentado pelo indivíduo, a importância 

deste estudo se estende à determinação de quais fatores ligados à resposta imunológica 

influenciariam a atividade das gelatinases e resultariam na falha da cicatrização da lesões 

cutâneas. 

Mesmo após serem submetidos à terapia e terem alcançado a cura clínica, alguns 

indivíduos desenvolvem a forma mucosa da LTA.  Sabe-se que a persistência parasitária e a 

disseminação do parasita pode ser um processo comum nas infecções causadas pela L. 

braziliensis.  Alguns autores já mostraram que os macrófagos podem ser o veículo celular de 

transporte de Leishmania para diferentes pontos anatômicos.  Enquanto os mecanismos de 

escape do sítio primário de infecção são pouco explorados, os estudos das alterações que a 

infecção causa aos macrófagos encontram-se em franca expansão.  Além das quimiocinas e 

integrinas, as gelatinases, em especial MMP-9, têm sido envolvidas no processo migratório de 

vários tipos celulares e são tidas como importantes no processo de transmigração de leucócitos 

para os sítios de infecção e para o efluxo destas células a partir destes locais.  Portanto, conhecer 

quais as alterações na expressão e atividade da MMP-9 em macrófagos humanos infectados por 

L. braziliensis pode auxiliar na compreensão das modificações do comportamento migratório 

destas células quando infectadas e no entendimento da participação da MMP-9 na patogênese da 

leishmaniose muco-cutânea.  

Contudo, o conhecimento dos fatores inerentes ao hospedeiro que podem contribuir para 

a resistência ou susceptibilidade à infecção por L. braziliensis, cura ou cronicidade das lesões, 

bem como para o desenvolvimento da forma mucosa da LTA, ainda é muito limitado.  

Recentemente, a técnica ultra high-throughput para sequenciamento conhecida como RNA-seq 

tem oferecido mais atrativos do que a técnica de microarranjo para investigação em larga escala 

da expressão gênica.  A habilidade desse ensaio de analisar simultaneamente milhares de 

transcritos qualitativa e quantitativamente, tem possibilitado importante progresso no estudo de 
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diversas doenças.  A aplicação dessa técnica no estudo da LTA pode ser de extrema importância 

para o melhor entendimento dos fatores genéticos do hospedeiro que determinam a resolução da 

doença e a persistência parasitária com o agravamento da leishmaniose.  Através do uso das 

lesões cutâneas primárias de pacientes LCL e de pacientes que evoluiram para LM, o 

microambiente destas lesões poderá ser profundamente detalhado e, desta forma, será possível 

determinar quais vias metabólicas estão envolvidas na susceptibilidade à LM. 



14 

2. OBJETIVOS 

 
O presente estudo teve como objetivos principais avaliar fatores envolvidos na 

cronicidade das lesões cutâneas e na progressão da forma cutânea da leishmaniose para a forma 

mucosa tardia. 

Mais especificamente, propomos: 

1. Correlacionar a falha terapêutica das lesões cutâneas com a atividade de gelatinases 

através da análise in situ da expressão, produção e atividade das gelatinases MMP-2 e 

MMP-9.  

2. Avaliar a presença dos inibidores naturais de MMPs TIMP-1 e TIMP-2 e de algumas 

citocinas importantes tanto para o controle da expressão e ativação das MMPs quanto 

para o combate à infecção causada pela Leishmania. 

3. Correlacionar a atividade de MMP-9 com a progressão para a leishmaniose mucosa 

através da avaliação da expressão, síntese e ativação de MMP-9 nas culturas de 

macrófagos humanos infectados por L. braziliensis. 

4. Estudar o transcriptoma completo das lesões cutâneas primárias obtidas de indivíduos 

que desenvolveram apenas LCL e de indivíduos que após a cura desta lesão evoluiram 

para LM e assim definir quais grupos gênicos estão envolvidas na susceptibilidade à 

leishmaniose mucosa. 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1. Seleção dos pacientes 

Um total de 71 amostras foram incluídas neste estudo. Todos os pacientes selecionados 

tinham diagnóstico positvo para LTA comprovado por pelo menos um de quatro métodos 

diagnósticos utilizados de rotina: impressão em lâmina, histopatologia, cultura em meio NNN ou 

PCR. 

Quarenta e nove fragmentos de lesões cutâneas ativas foram selecionados a partir do 

arquivo de tecidos do Laboratório Interdisciplinar de Pesquisas Médicas/IOC.  Todos os 

fragmentos de tecido obtidos por biópsia da borda da úlcera, sob condições de esterilidade e 

anestesia local e foram realizadas pelo Dr. Manoel Paes Oliveira Neto e pela Dra. Marise Mattos 

do ambulatório de Leishmaniose do Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas (IPEC) – 

FIOCRUZ (RJ).  As amostras obtidas foram incluídas em resina OCT (Tissue-Tek, Sakura 

Finetek, USA) e estocadas em nitrogênio líquido.  

Macrófagos derivados de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram 

isolados a partir de 30 mL de sangue obtidos de 21 indivíduos saudáveis com história prévia de 

LTA.  A coleta do sangue foi realizada parte no hospital do IPEC, sob supervisão do Dr. Manoel 

Paes Oliveira Neto e parte na residência dos voluntários pela Dra. Káris Maria de Pinho 

Rodrigues.  As amostras de sangue foram colhidas em tubos de heparina (Becton Dickinson 

Company, Flanklin Lakes, NJ, EUA) 

O presente estudo foi realizado sob protocolos aprovados tanto pelo Comitê de Ética da 

Fiocruz, Comitê de Ética do IPEC (P#133/01, P#013/08 e P#695/10) e Conselho Nacional de 

Ética em Pesquisa (Protocolo no 15.777)  

 

3.1.1. Critério de inclusão e detalhes sobre amostragem 

Os critérios de seleção usados variaram de acordo com o objetivo da etapa do estudo. 

 

ETAPA 1: Avaliação da participação das gelatinases na falha à resposta ao tratamento.  

Trinta e nove fragmentos de lesão cutânea foram selecionados de acordo com a resposta 

que os pacientes apresentaram à terapia com Glucantime® (Rhodia Laboratories, Antony, 



16 

França) e distribuídos em grupos de boa ou má resposta ao tratamento.  Vinte e quatro indivíduos 

foram enquadrados no grupo de boa resposta, enquanto 15 constituíram o grupo de má resposta.  

A resposta ao tratamento foi considerada boa quando as lesões tratadas mostraram completa 

reepitelização e ausência de eritema, endurecimento ou pápulas até 3 meses depois de finalizado 

o tratamento.  O grupo de má resposta foi definido como lesões que, 3 meses após a conclusão da 

terapia, não apresentaram completa cicatrização ou cujas cicatrizes ainda se apresentavam 

eritematosas.  Além disso, nesse grupo também foram incluídas lesões de indivíduos que 

apresentaram recidivação ou lesões metastáticas secundárias.  De modo geral, ambos os grupos 

apresentavam médias similares de idade (média + desvio padrão; 37 + 18 anos), número de 

lesões (1 + 1,4), área de lesão (boa resposta: 7,8 + 10,6 cm2; má resposta: 8,2 + 10,5 cm2) e 

tempo de evolução da lesão (3,0 + 1,5 meses). 

Para esta etapa do estudo, ainda foram incluídos 5 amostras de pele normal que foram 

usadas como controles para os testes realizados.  Estas amostras foram obtidas de indivíduos 

saudáveis submetidos à cirurgia plástica.   

 

ETAPA 2:  Avaliação do envolvimento de MMP-9 no desenvolvimento da forma mucosa de 

LTA. 

Vinte e um indivíduos com história prévia de leishmaniose tegumentar americana 

tratados com Glucantime® e seguidos até a cura completa no ambulatório de leishmanioses do 

IPEC foram selecionados.  Destes indivíduos, coletou-se sangue, do qual foram isolados 

macrófagos.  No momento da coleta, todos os voluntários apresentavam pelo menos 3 anos de 

cura completa de leishmaniose cutânea localizada (LCL) ou de leishmaniose mucosa (LM), sem 

indícios de recidivação.  O tempo médio decorrido após a cura clínica era similar entre os grupos 

(LCL: 6 + 1,5 anos; LM: 7 + 1,7 anos).  Doze indivíduos foram incluídos no grupo LCL e nove 

indivíduos foram incluídos no grupo LM.  As médias de idade apresentadas divergiram um 

pouco, uma vez que os indivíduos do grupo LCL eram mais jovens (LCL: 41 + 15 anos; LM: 65 

+ 21 anos). 

 

ETAPA 3: Determinação dos complexos gênicos envolvidos na susceptibilidade à LM. 

Nesta etapa, foram incluídos 10 fragmentos de lesão cutânea de leishmaniose.  Os 

critérios de seleção incluíram lesões (i) cutâneas primárias, (ii) recentes, com no máximo 4 

meses de evolução e que (iii) tivessem atingido a cura clínica completa após tratamento com 

Glucantime® ou que (iv) tivessem evoluído para a forma mucosa após a cicatrização da lesão. A 
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partir da seleção, as amostras foram divididas de acordo com o desfecho da LTA em LCL e em 

LM.  Cinco amostras compuseram o primeiro grupo e cinco amostras integraram o segundo.  As 

médias de idade variaram um pouco entre os grupos (LCL 25 + 21 anos; LM 42 + 15 anos) assim 

como o número de lesões apresentadas pelos indivíduos, onde LCL apresentaram somente 1 

lesão e LM apresentaram 1 (3 casos), 6 (1 caso) e 19 (1 caso) lesões.  As médias de tempo de 

evolução da lesão foram semelhantes (LCL: 1,0 + 0,5 meses; LM: 2,0 + 1,3 meses).  Uma 

amostra de pele normal foi usada como controle para os testes realizados.  

 

3.2. Imunohistoquímica 

Esta técnica, previamente estabelecida por Pirmez e colaboradores (1990), foi utilizada 

para detecção das citocinas IFN-γ, IL-10, TGF-β, MMP-2 e MMP-9.  O procedimento se iniciou 

pela fixação de cortes congelados com 3µm de espessura em acetona:metanol:formol tamponado 

(19:19:2) durante 2 min, com posterior hidratação do tecido com tampão Tris salina 1X (TBS: 

Tris-HCl 50mM, NaCl 150mM, pH 7,5) por 10 min. Seguiram-se os bloqueios da peroxidase 

endógena com H2O2 3% em Tris-HCl por 10 min, e de possíveis ligações inespecíficas com BSA 

2% em Tris-HCl por 20 min.  As incubações com os anticorpos primários anti-humano, nas 

concentrações especificadas na tabela abaixo (Tab.3.1) foram realizadas por 12 horas a 4ºC.  

Posteriormente, os cortes foram incubados por 30 min em Envision anti-mouse kit (Dako, 

Glostrup, Denmark), seguida por contracoração com hematoxilina de Mayer (Merck, 

Whitehouse Station, USA) por 30 seg e a montagem efetuada com lamínula em meio aquoso 

gelatina-glicerina.  Entre as incubações citadas, realizaram-se duas lavagens de 5 min com TBS.  

Todo procedimento foi efetuado em câmara úmida. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabela 3.1: Concentração dos anticorpos utilizados nos ensaios de 

imunohistoquímica (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA) 

Anticorpo Anti- Concentração Purificado de 

IFN-γ 17 µg/mL camundongo 

IL-10 10 µg/mL camundongo 

TGF-β 25 µg/mL camundongo 

MMP-2 10 µg/mL camundongo 

MMP-9 10 µg/mL camundongo 
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3.3. Zimografia in situ 

Esta técnica foi utilizada para localizar no tecido a atividade enzimática das gelatinases 

em questão (Kurschat et al., 2002).  Inicialmente, montou-se um gel de poliacrilamida com 

gelatina na concentração final de 15 mg/mL, e de espessura igual a 50 µm em uma lâmina 

comum.  Sobre este gel, colocou-se uma secção com 8 µm de espessura dos tecidos estudados 

criopreservados em O.C.T.  Estas lâminas foram incubadas por 24h em câmara úmida a 37ºC.  

Seguido este período de incubação, os cortes foram corados com Azul de Metileno (0,5% em 

PBS pH 7,4) e fotografados para posterior análise.  As lâminas foram então incubadas em 

solução SDS 5% em PBS pH 7,4 por 30 min a 37ºC e o tecido removido cuidadosamente.  O gel 

remanescente foi corado com solução Coomassie blue (0,1% Coomassie Brilliant Blue – Merck, 

em 50% de metanol e 10% de ácido acético) e fotografado na mesma posição e aumento no qual 

o tecido foi fotografado anteriormente para interposição e comparação das imagens.  As áreas 

mais claras no gel correspondem aos locais de atividade das gelatinases e foram analisadas pelo 

programa Image Pro-Plus versão 4.5.1.29 (Media Cybernetics, Maryland, USA).  Os resultados 

foram expressos como percentagem da área positiva para atividade das gelatinases em 

comparação à área total da secção de tecido analisada. Além disso, cortes sequenciais àqueles 

obtidos para a técnica de zimografia in situ foram corados pela hematoxilina e eosina.  Cortes de 

6 µm obtidos de fragmentos congelados de pele normal e de lesão foram fixados por 10 min com 

acetona (Merck), corados com hematoxilina de Mayer (Merck) por 30 segundos, lavados em 

água corrente por 5 minutos e contracorados em eosina aquosa por 2 minutos.  Estas secções 

foram novamentes lavadas em água corrente e posteriormente montados em meio aquoso 

gelatina-glicerina com lamínula. Essas imagens foram utilizadas como auxílio à localização da 

atividade das gelatinases.  

 

3.4. Cultura de L. braziliensis e purificação das formas metacíclicas 

Para evitar a perda da infectividade, a L. braziliensis usada neste estudo foi passada 

suscessivas vezes em golden hamsters.  As formas promastigotas recentemente isoladas de 

hamsters foram cultivadas em meio Schneider (Gibco/Invitrogen, Carlsbad, USA) completo com 

20% de soro fetal bovino (Gibco), 2% de urina humana e 0,1% de Penicilina/Estreptomicina 

(Sigma, St. Louis, USA) a 27ºC por 5 dias para que atingissem sua fase estacionária de 

crescimento.  
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A purificação das formas promastigotas metacíclicas foi realizada de acordo com 

protocolo estabelecido previamente (Spath e Beverley, 2001) com algumas modificações.  

Solução de 20% de Ficoll tipo 400 (Sigma) foi diluída para a concentração de 10% em meio 

M199 (Sigma) sem soro e pH 7,3 e água estéril.  A solução foi filtrada em filtro de acetato de 

celulose de poros 0,22 µm.  As culturas de L. braziliensis na fase estacionária foram 

centrifugadas a 3200 g por 10 min.  O sedimento foi ressuspendido em 10 mL de meio DMEM 

sem soro.  Em um tubo cônico de 50 mL foram colocados 10 mL de Ficoll 10% e depois os 10 

mL de meio DMEM contendo Leishmania.  A suspensão foi centrifugada por 15 min a 1400 g 

em temperatura ambiente.  Os parasitas foram recuperados coletando 10 mL da interface superior 

com pipeta estéril.  Os parasitas foram lavados duas vezes com PBS gelado. centrifugados a 

3200 g por 10min ressuspensos em meio DMEM sem soro, contados e utilizados para infecção. 

 

3.5. Cultura e infecção de macrófagos humanos  

A partir dos 30 mL de sangue periférico dos pacientes da etapa 2 (LCL: n = 12, LM: n = 

9), macrófagos derivados de monócitos foram obtidos de células mononucleares (PBMC) 

isoladas por gradiente de Ficoll, como descrito anteriormente (Barreto-de-Souza et al., 2006).  

Resumidamente, PBMCs foram separados por gradiente de densidade usando Hystopaque 

(Sigma) em centrifugação por 20 min, 1200 g e temperatura ambiente.  O anel de PBMCs foi 

coletado e lavado em meio RPMI 1640 (Sigma) sem soro e as células centrifugadas a 1340 g por 

10 min.  O sedimento foi ressuspendido em meio DMEM (Sigma) e as células contadas e 

ajustadas para a concentração desejada.  Em placas de 6 poços, 1x107 PBMCs foram plaqueados 

por poço e mantidos em meio DMEM completo (10% de soro humano AB Sigma e 0,1% de 

Penicilina/Estreptomicina, Sigma) por 7 dias a 37ºC/ 5% CO2.  Posteriormente, as células não 

aderentes foram removidas e novo meio adicionado. Estas células foram mantidas por mais 2-3 

dias nas condições anteriores. 

Macrófagos aderentes foram lavados com meio DMEM sem soro antes de serem 

expostos aos parasitas.  Promastigotas metacíclicas foram utilizados na proporção de 3 a 5 

parasitas por macrófagos.  As culturas foram incubadas por 3h a 37ºC/5% CO2 em meio DMEM 

sem soro.  Os parasitas livres no meio foram removidos em 3 lavagens com PBS em temperatura 

ambiente.  As culturas de macrófagos foram então incubadas em meio DMEM completo por 48h 

a 37ºC/5% CO2.  No final do ensaio, os sobrenadantes foram coletados, centrifugados a 3200 g 

para que os possíveis parasitas ou células fossem removidos, transferidos para novo tubo e 



20 

estocados a -20ºC.  As células foram coletadas em 1 mL de Trizol® Reagent (Invitrogen) e 

mantidas a -70ºC até seu uso.  As infecções foram realizadas em triplicatas.  Culturas de 

macrófagos não infectados foram utilizadas como controle e submetidas às mesmas condições de 

cultura das culturas infectadas. 

 

3.6. Zimografia convencional 

Para determinar a atividade gelatinolítica de pro-MMP-9 e MMP-9, o sobrenadante das 

culturas ou de lisado das formas promastigotas de Leishmania braziliensis foram analisadas com 

Novex® 10% Zymogram/Gelatin (Invitrogen) seguindo as instruções do fabricante.  As 

concentrações de proteína total das amostras foram determinadas usando o kit DC Protein Assay 

(Biorad, Hercules, USA).  Para cada ensaio de zimografia foram utilizados 30 µg de proteína de 

cada amostra, as quais foram analisadas duas vezes em géis diferentes.  Resumidamente, depois 

da eletroforese (110volts por 2 h), os géis foram incubados por 1h em tampão renaturante (1x 

Zymogram Renaturation Buffer - Biorad) em temperatura ambiente, por 16h em tampão de 

desenvolvimento (1x Zymogram Development Buffer - Biorad) a 37ºC e corados em Coomassie 

Blue 0.5% por 30 min.  O excesso de corante foi retirado em banhos de 5 a 10 min com solução 

descorante (ácido acético 2% em água).  A imagem do gel foi digitalizada no transiluminador 

Molecular Imager ChemiDoc XRS System (Biorad).  A densidade óptica das bandas indicando a 

atividade de MMP-9 foi medida usando-se o software Image J 1.41 software (NIH, USA). 

 

3.7. Western Blot 

Esta técnica foi usada para a quantificação da proteína MMP-9 em suas formas inativa e 

ativa e de seu inibidor TIMP-1.  Neste ensaio foram usados o anticorpo anti- MMP-9 humana 

recombinante  (R&D Systems, Minneapolis,USA) que reconhece ambas as formas de MMP-9, e 

anticorpo anti-TIMP-1 humana (R&D Systems).  Para a eletroforese, foi utilizado o Ready Gel® 

precast polyacrylamide gel (Biorad) e as instruções do fabricante foram seguidas.  As 

concentrações de proteína total das amostras foram determinadas usando o kit DC Protein Assay 

(Biorad).  Para cada ensaio de zimografia foram utilizados 15 µg de proteína de cada amostra, as 

quais foram analisadas duas vezes em géis diferentes.  Depois da eletroforese, as proteínas foram 

transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Biorad).  A etapa de bloqueio contra ligações 

inespecíficas foi realizada usando solução contendo 5% de leite em pó desnatado diluído em 
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TBS-T (Tris-HCL 50 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0,1%) durante 1h a temperatura ambiente.  

Posteriormente, as membranas foram incubadas por 12h a 4ºC com o anticorpo primário anti-

MMP-9 ou anti-TIMP-1 na concentração de 0,75µg/mL.  Depois de lavadas por 30 min com 

TBS-T, as membranas foram incubadas durante 1h em temperatura ambiente com o anticorpo 

secundário policlonal anti-IgG de camundongo conjugado à peroxidase (ABCam, Cambrindge, 

USA), na concentração de 0,8 µg/mL.  A revelação da reação foi feita usando-se o kit 

SuperSignal
®

 West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, Suwanee, USA) e as 

membranas exposta ao filme de autoradiografia HyBlot CL™ (Denville Scientific, Inc; 

Metuchen, USA).  Depois de revelado, a imagem do filme foi digitalizada e as bandas analisadas 

usando-se o software Image J 1.41 software. 

 

3.8. Imunoprecipitação 

Esta técnica foi utilizada para confirmar se a atividade observada no gel de zimografia era 

realmente devido a atividade de MMP-9.  Seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante, 

Magnetic Dynabeads
®

 protein G (Invitrogen) foram incubadas com 10 µg de anticorpo anti-

MMP-9 humana (R&D Systems, MAB936) e usadas para imunoprecipitar a MMP-9 contida em 

10 µg de proteína total do sobrenadante das culturas de macrófagos.  Um anticorpo de isótopo 

relevante foi usado como controle negativo da reação. A incubação foi realizada por 12h a 4ºC.  

A técnica de eluição escolhida foi a não-desnaturante. 

 

3.9. PCR em tempo real 

 

3.9.1. Isolamento de RNA total e síntese de cDNA 

As amostras que foram submetidas ao PCR em tempo real tiveram seu RNA total 

extraído pelo método do Trizol (Gibco).  Brevemente, após incluídas no Trizol, as amostras 

foram homogeneizadas em vortex por alguns segundos, e acrescentou-se 200 µl de clorofórmio 

(Merck).  A mistura foi centrifugada por 15 min a 15.000 g e a fase aquosa transferida para um 

novo tubo onde foram adicionados 500µl de isopropanol (Merck).  Após homogeneização, as 

amostras foram,  centrifugadas por 10 min a 13.000 rpm, para precipitação do RNA.  O 

sobrenadante foi desprezado e o sedimento lavado cuidadosamente com etanol 70%.  O 
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sedimento final foi ressuspenso em 8 µL de água livre de RNAse (USB, Ohio, EUA), 1 µL de 

tampão para reação de DNAse 10X e 1 µL de DNAse I (1 U/µL) (Boehringer, Manheim, 

Alemanha) e incubado por 10 minutos a temperatura ambiete.  

Para a síntese do cDNA, o kit Superscript II RT (Invitrogen) foi usado com 1 µg de RNA 

total, e o protocolo fornecido pelo fabricante foi seguido. 

 

3.9.2. Reação de PCR 

Cada reação foi realizada em duplicata.  As sequências nucleotídicas dos pares de primers 

específicos para os alvos selecionados neste estudo estão detalhadas na tabela 3.2 (5’-3’).  A 

reação de PCR foi realizada num volume final de 25 µl contendo SYBR Green Master Mix 

(Applied Biosystems, Foster City, USA), 10 pmoles do par de primers (Tab.3.2) e água livre de 

nucleases.  As amplificações foram realizadas no termociclador ABI Prism 7000 Sequence 

Detector (Applied Biosystems), em 40 ciclos que consistiam em: desnaturação a 95ºC por 30 

segundos, anelamento a 59ºC por 1 min e extensão a 72ºC por 1 min.  A curva de dissociação 

(95°C/ 15seg, 60°C/ 20seg, 95°C/ 15seg) para averiguação da especificidade dos produtos 

amplificados foi realizada ao fim dos 40 ciclos.  Uma curva padrão produto-específica foi feita 

para cada primer utilizado.  Os valores obtidos para amplificação dos alvos foram normalizados 

em relação aos valores obtidos para o gene constitutivo escolhido (β-actina) e, desta forma, os 

resultados foram expressos em valores do coeficiente alvo/β-actina. 

 

 

Tabela 3.2: Sequência dos primers utilizados para as reações de PCR em tempo real.  

Alvos Sequência senso Sequência anti-senso 

β-actina TAATGTCACGCACGATTTCCC TCACCGAGCGCGGCT 

MMP-2 TGCTGGAGACAAATTCTGGAGATA ACTTCACGCTCTTCAGACTTTGG 

MMP-9 ACGATGCCTGCAACGTGA ATACAGCTGGTTCCCAATCTCC 

TIMP-1 CCCAGAGAGACACCAGAGAAC CACGAACTTGGCCCTGATGAC 

TIMP-2 GCACATCACCCTCTGTGACTT AGCGCGTGATCTTGCACT 
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Para a análise da expressão gênica de MMP-9 e HPRT1 (gene constitutivo) dos 

macrófagos cultivados utilizou-se Taqman® gene expression assays (Applied Biosystems), cujas 

identificações de primers e sondas no catátologo do fabricante são Hs00957562_m1 (MMP-9) e 

HS99999909_m1 (HPRT1).  Os resultados foram expressos em valores de ∆Ct. 

 

3.10. mRNA-sequencing (RNA-seq) 

 

3.10.1. Isolamento do RNA total  

A extração do RNA total para a técnica de RNA-seq foi realizada pelo método da 

guanidina-fenol-clorofórmio estabelecida anteriormente, porém com algumas modificações 

(Chomczynski e Sacchi, 1987).  Nesta técnica, foram utilizados cerca de 35 cortes de 5 µm de 

tecido congelado, os quais foram coletados em 500 µL do Tampão desnaturante para isolamento 

de RNA (Denaturation solution for the isolation of RNA - Sigma) e homogenizados em vórtex.  

Em seguida, foram adicionados 50 µL de acetato de sódio 2M,  pH 4, 500 µL de fenol saturado 

em água (Invitrogen) e 100 µL de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) (Sigma).  A mistura foi 

centrifugada por 15 min a 15.000 g.  A fase aquosa foi transferida para novo tubo contendo 550 

µL de isopropanol (Sigma) e centrifugada a 15.000 g por 30 min.  O sedimento foi lavado em 

etanol 70%, centrifugado por 5 min a 7.000 g, tratado com DNAse (Qiagen, Valencia, USA) e 

purificado usando Rneasy Micro-kit (Qiagen) seguindo as instruções do fabricante.  No final 

deste procedimento, as amostras foram avaliadas quanto a sua quantidade usando Nano drop 

(Beckman Coulter, Brea, CA, USA) e quanto a sua qualidade por Bioanalyzer (Agilent, Santa 

Clara, CA, USA). 

 

3.10.2. Preparação da biblioteca de cDNA para sequenciamento 

Para este procedimento, o kit mRNA-Seq sample prepreparation kit (Illumina, San Diego, 

USA) foi utilizado e o protocolo foi executado segundo as instruções do fabricante.  A 

purificação do mRNA foi feita pelo uso de contas magnéticas revestidas de oligo-dT.  Depois de 

isolado, o mRNA foi fragmentado por ação enzimática a 94ºC e precipitado usando glicogênio.  

O sedimento resultante foi utilizado como molde para a síntese de cDNA de dupla-fita, usando o 

kit Superscript II (Invitrogen) e primers randômicos para a síntese da primeira fita, e enzima 
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DNA polimerase I e dNTP para a produção da segunda fita.  O reparo das extremidades da dupla 

fita do cDNA utilizou T4 DNA polimerase e Klenow DNA polimerase.  Depois de reparada, 

uma cauda poli-A foi adicionada na extremidade 3’ do DNA polifosforilado e adaptadores foram 

ligados à ambas extremidades.  Para a purificação dos fragmentos de cDNA, os fragmentos de 

200 pb são selecionados através de separação por eletroforese em gel de agarose 2% e isolados 

usando o kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen).  Por fim, este fragmentos foram amplificados 

por PCR e avaliados por Bioanalyzer (Agilent). 

Após realizadas todas as etapas, as amostras foram enviadas para o Genome Center 

Nucleic Acid Core na University of California in Davis, onde as amostras foram sequenciadas 

usando Genome Analyzer II (Illumina). 

 

3.10.3. Análise dos fragmentos de leitura 

Os fragmentos sequenciados foram alinhados com os genomas humano (Homo sapiens – 

hg18) e Leishmania braziliensis (LBRM_V2_OCTOBER) usando o programa Burrows-Wheeler 

Aligner (BWA) (Li e Durbin, 2009) e processados usando os programas SAMtools (Li et al., 

2009) e BEDtools (Quinlan e Hall, 2010).  Com o programa DEGseq do pacote R DEGseq 

(Wang et al., 2010), calculou-se o número de leituras por gene e normalizou-se os valores para 

RPKM (Reads Per Kb per Million reads), que considera a seguinte equação: 

 

RPKM = (1e9 * C) / (N * L) 

 

onde: 

C = números de leituras mapeadas por gene 

N = números total de leituras mapeadas no experimento 

L = comprimento do exon em pares de bases para um dado gene 

 

3.11. Análise Estatística 

Para a maioria das análises realizadas neste estudo, o programa Prism 5.01 (GraphPad 

software Inc., La Jolla, USA) foi usado. O teste t Mann Whitney (não-paramétrico) foi usado 

para comparar dois grupos de amostras independentes.  O teste t Wilcoxon (pareado e não-

paramétrico) foi usado para analisar as amostras do mesmo indivíduo quando submetidas a 
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condições experimentais diferentes.  A regressão linear e a correlação não-paramétrica de 

Spearman foram usadas para avaliar a relação entre dois grupos.  As diferenças e comparações 

foram consideradas estatisticamente significantes quando P < 0,05.  Todos os dados foram 

expressos graficamente usando-se as médias e o erro padrão da média (SEM). 

Para a análise dos dados obtidos por RNA-seq, os dados foram pré-selecionados através 

do teste t simples entre dois grupos, onde apenas genes que apresentaram P < 0,05 foram 

incluidos em uma lista para a análise estatística.  O programa samWrapper do pacote R DEGseq 

(Wang et al., 2010) foi usado para calcular a diferença na expressão gênica entre dois grupos, 

considerando os seguintes parâmetros: fold change mínimo = 2, valor máximo de q = 0,0001, 

número de permutações = 2000.  Os genes considerados como diferentes quanto à expressão 

deveriam possuir q < 0,0001 e fold change > 2. 

 

3.12. Organização dos genes em grupos funcionais e em vias metabólicas 

Para esta finalidade, foi usada a base de dados bioinformáticos DAVID (Database for 

Annotation, Visualization and Integrated Discovery) versão 6.7 (NIAID-NIH).  Este programa é 

utilizado para extrair o significado biológico de uma grande lista de genes de acordo com o 

organismo selecionado, agrupandos-os pela semelhança funcional e atribuindo-lhes termos 

relacionados a processo biológico, função molecular e componente celular.  Além disso, este 

programa, ao utilizar outras fontes que fornecem vias metabólicas, tem a capacidade de localizar 

nestas vias os componentes da lista de genes utilizadas para a análise. Desta forma, torna-se 

possível o conhecimento das vias metabólicas relevantes no modelo estudado. Esta base de dados 

está disponível on line e é atualizada semanalmente (http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp).  

Além disso, DAVID aplica análises estatísticas para classificar a importância de dado grupo 

gênico ou de certa via metabólica pelo teste exato de Fisher modificado (EASE score).  O 

resultado obtido indica se as chances da presença do termo ou grupo gênico é significativamente 

mais importante do que randômica no estudo realizado.  Os valores considerados são menores 

que 0,05.  Já o enrichment score fornece a importância geral (enriquecimento) de certos eventos.  

Para isso, ele utiliza o significado geométrico de todos os EASE scores para cada termo anotado 

associado com os genes componentes do grupo.  Os resultados são dados em –log, e dessa forma 

a significância é considerada a partir de 1,3 (o que corresponde a P < 0,05).  Os módulos 

analíticos de DAVID considerados para este estudo incluiram:  
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A. Classificação funcional do gene: relaciona os genes em grupos de acordo com suas 

funções e, por atribuir valores de importância funcional (enrichment score),  organiza-os 

em categorias. 

B. Agrupamento por anotação funcional: mede a relação entre os termos de anotação 

baseados no grau de sua co-associação com genes da lista usada em grupos relativamente 

heterogêneos, ainda que altamente similares quanto a a anotação funcional.  Isto fornece 

uma visão clara das relações entre categorias de anotação e termos comparados.  Esta 

análise também classifica os resultados baseados no enrichment score.  

C. Gráfico de anotação funcional: identifica os termos mais relevantes associados à lista 

de gene usada.  Neste estudo, consideramos os termos de processos biológicos e sua 

importância foi baseada no P-value e no percentual de genes da lista usada que 

integravam o termo. 
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4. RESULTADOS  

 

4.1. ETAPA 1: Avaliação da participação das gelatinases na falha à resposta 

ao tratamento. 

 

Quando comparadas aos dados obtidos com pele saudável, todas as lesões cutâneas de 

LTA apresentaram diferenças estatisticamente significativas quanto à produção de citocinas, 

expressão de MMPs e TIMPs e atividade das gelatinases. 

 

4.1.1. Lesões de pacientes com má resposta ao tratamento mostraram proporções 

menores de MMP-2:TIMP-2 mRNA e maiores níveis de atividade 

gelatinolítica. 

Para determinar se a atividade de gelatinases corresponde à resposta ao tratamento em 

LTA, a atividade das gelatinases e a expressão gênica de MMPs e TIMPs foram analisadas em 

39 fragmentos de lesões cutâneas resultantes da infecção por L. braziliensis. 

De acordo com os grupos de boa e má resposta, foi possível observar uma transcrição 

significativamente maior de mRNA para MMP-2 em lesões de pacientes que responderam bem 

ao tratamento (P = 0,04; Fig.4.1A). Por outro lado, não foram observadas diferenças na 

expressão de mRNA para MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 em ambos grupos analisados (Fig.4.1A). A 

avaliação da quantidade relativa de mRNA para as gelatinases e seus respectivos inibidores 

mostrou que as proporções entre mRNA de MMP-2 e TIMP-2 se correlacionavam com a 

resposta ao tratamento (Fig.4.1B). Nas lesões do grupo de boa resposta, as razões MMP-2:TIMP-

2 foram elevadas, com mediana igual a 9,7 enquanto o grupo de má resposta teve mediana igual 

a 0,6. Em contrapartida, as proporções obtidas entre os níveis de mRNA para MMP-9 e TIMP-1 

foram similares em ambos os grupos, com razões maiores que 1,0 em todas as amostras 

(Fig.4.1B).  Estes dados sugerem que o equilíbrio da produção de MMP-2 e TIMP-2 contribui 

para o sucesso da cicatrização das lesões cutâneas de LTA. 

Células produzindo MMP-2 e MMP-9 foram localizadas in situ (Fig.4.1C).  Observou-se 

no grupo de boa resposta (n =10) uma tendência à presença de um maior número de células 

produzindo MMP-2 do que MMP-9.  Entretanto, com o pequeno número de amostras analisadas 
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para o grupo de má resposta (n = 5) não se pode observar o mesmo padrão.  Porém, como as 

MMPs são liberadas na forma inativa (zimógenos) e precisam ser clivadas para ter atividade,  a 

detecção da produção proteica não prediz, necessariamente, os níveis de ativação destas enzimas.  

Portanto, a detecção da atividade funcional destas MMPs e o mapeamento de sua presença nas 

lesões foram realizados através da medição da atividade gelatinolítica diretamento no tecido.  A 

análise por zimografia in situ demonstrou níveis significativamente maiores de atividade das 

gelatinases nas lesões do grupo de má resposta (n = 15) comparados ao grupo de boa resposta (n 

=24) (P = 0,04; Fig.4.2A).  Além disso, este mesmo grupo apresentou a atividade gelatinolítica 

mais intensa em lesões de má resposta com diferentes tempos de evolução (não mostrado), 

sugerindo que a idade da úlcera não influencia a magnitude da atividade proteolítica das MMPs 

neste estudo. 

A localização da atividade das gelatinases nas lesões foi possível comparando os 

resultados obtidos pela zimografia in situ com os da técnica H&E usando cortes sequenciais dos 

fragmentos.  A atividade gelatinolítica foi intensa na epiderme associada à úlcera (Fig.4.2B-D) e 

em áreas necrosadas da derme (Fig.4.2E-G).  Em alguns casos, também foi possível perceber 

esta atividade no infiltrado inflamatório e em granulomas (Fig.4.2H-J). 
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Figura 4.1: Detecção da expressão das gelatinases e de TIMPs em lesões cutâneas de LTA. 

Os níveis de mRNA para MMPs e TIMPs foram avaliadas por PCR em tempo real em 39 

fragmentos de lesões cutâneas. (A) Altos níveis de mRNA para MMP-2 foram detectados no 

grupo de boa resposta (n = 24) comparados com o grupo de má resposta à terapia (n = 15).  Por 

outro lado, os níveis de mRNA para MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 foram similares em ambos os 

grupos. Os valores de mRNA para gelatinases e inibidores foram normalizados por β-actina. 

(B) As análise das proporções de MMP:TIMP mostram que altos valores da relação MMP-

2:TIMP-2 foram correlacionados com boa resposta ao tratamento. Em contraste, as razões de 

MMP-9:TIMP-1 foram constantes em ambos os grupos, sugerindo que o balanço na expressão 

de MMP-2 e de seu inibidor participam da boa resolução das lesões cutâneas de LTA. (C) 

Células produzindo MMP-2 e MMP-9 foram detectadas in situ por imunohistoquímica.  Nas 

lesões do grupo de boa resposta (n = 10) pode-se observar uma tendência à presença de um 

maior número de células produzindo MMP-2 comparadas ao número de células produzindo 

MMP-9 (P = 0,06).  O grupo de má resposta não apresenta a mesma tendência (n = 5; P = 0,2). 

*P-value < 0,05. Barras representam o erro padrão (SEM). 
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Figura 4.2: Análise in situ da atividade das gelatinases em lesões cutâneas de LTA. A 

atividade gelatinolítica das MMPs foi medida diretamente no tecido usando a técnica de 

zimografia in situ. (A) A medição demonstrou altos níveis de atividade de gelatinase nas lesões 

de indivíduos que responderam mal ao tratamento (n = 15) comparadas ao grupo de boa 

resposta (n = 24).  Os dados apresentados nos gráficos representam a área tecidual com 

atividade das gelatinases na secção de tecido analisado (correspondendo às áreas claras do gel).  

Os valores foram obtidos por análise densitométrica do gel. (B-D) Áreas úlceradas das secções 

demonstram intensa atividade de gelatinases. (E-G) Áreas com atividade gelatinolítica 

aumentada também podem ser observadas nas áreas de necrose da derme. (H-J) Os granulomas 

e infiltrados inflamatórios também apresentam atividade gelatinolítica (setas vermelhas). 

Painéis B, E, H: coloração por hematoxilina-eosina (H&E). Painéis C, F, I: reação de 

zimografia in situ. Painéis D, G, J: sobreposição das imagens obtidas por H&E e zimografia in 

situ. Aumentos originais: B-J: 40X. *P-value < 0,05. Barras representam o erro padrão (SEM). 
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4.1.2. Lesões do grupo de má resposta apresentam grande número de células 

produzindo IFN-γ, TGF-β e IL-10. 

As citocinas presentes no sítio inflamatório podem direcionar a resposta ao tratamento e 

contribuir para a resolução das lesões de LTA.  A análise in situ da presença de células 

produzindo citocinas importantes para a resposta imunológica contra a infecção por L. 

braziliensis evidenciou que lesões de pacientes que responderam mal à terapia (n = 15) têm 

maior número de células produzindo IFN-γ (P = 0,003), IL-10 (P = 0,02) e TGF-β (P = 0,01)  

(Fig.4.3A).  Adicionalmente, pôde-se observar que, no grupo de má resposta, as áreas das lesões 

com células produzindo TGF-β também apresentavam números elevados de células produzindo 

IL-10 ou IFN-γ.  Os percentuais de correlação foram de 71% para TGF-β e IL-10, e 87% para 

TGF-β e IFN-γ (Tab.4.1). 

Além da resposta à terapia, o tempo de evolução das lesões também se correlacionou com 

a produção de citocinas.  Lesões recentes (< 3 meses) do grupo de má resposta tinham maior 

números de células produzindo as 3 citocinas quando comparadas às lesões recentes do outro 

grupo (IFN-γ: P = 0,006; IL-10: P = 0,03; TGF-β: P = 0,006).  Por outro lado, as lesões antigas 

(> 3 meses) não apresentaram esta diferença (Fig.4.3B-D). 

Finalmente, foi possível determinar que lesões do grupo de má resposta apresentaram 

elevadas proporções de células produzindo citocinas inflamatórias, com a razão IFN-γ:TGF-β 

igual a 2. Interessantemente, em lesões do grupo de boa resposta houve a preponderância de 

citocinas anti-inflamatórias, uma vez que a razão IFN-γ:IL-10 foi 0,5 (Fig.4.3E). 

A atividade das MMPs tem sido correlacionada com o fenótipo imunológico em outros 

modelos. Através da correlação dos resultados obtidos por zimografia in situ e 

imunohistoquímica para citocinas, pode-se notar uma forte e positiva relação entre a atividade 

gelatinolítica e a produção das 3 citocinas analisadas (IFN-γ: P = 0,0002; TGF-β: P < 0,0001; 

IL-10: P = 0,01; Fig.4.3F). 
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Figura 4.3: Análise in situ da produção de citocinas nas lesões cutâneas de LTA. A 

presença de células produzindo IFN-γ, IL-10 e TGF-β foi avaliada pela técnica de 

imunohistoquímica nos 39 fragmentos de lesões. (A) A análise in situ das três citocinas 

indica que todas foram encontradas em padrões semelhantes. O teste de Man-Whitney foi 

usado para comparar os grupos e mostrou que lesões de pacientes com má resposta ao 

tratamento (n = 15) apresentavam maior percentual de células produzindo as citocinas 

estudadas em comparação ao grupo de boa resposta (n = 24). (B-D) Usando a idade da 

úlcera como parâmetro adicional de análise, pode-se observar que as lesões recentes (< 3 

meses) mostraram as diferenças mais importantes no padrão de citocinas produzidas.  

Lesões do grupo de má resposta tiveram os maiores percentuais de células produzindo IFN-

γ, IL-10 e TGF-β.  (E) Comparando as proporções de células produzindo as citocinas 

analisadas, houve uma predominância de células produzindo a citocina pró-inflamatória 

IFN-γ nas lesões do grupo de má resposta, e prevalência de células produzindo a citocina 

anti-inflamatória IL-10 nas lesões do grupo de boa resposta. *P < 0,05. Barras representam 

o erro padrão (SEM).  (F) A correlação não-paramétrica de Spearman mostrou uma forte e 

positiva associação entre a presença de atividade gelatinolítica e a produção das 3 citocinas 

estudadas (IFN-γ: P = 0,0002; IL-10: P = 0,01; TGF-β: P < 0,0001). 

 



36 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabela 4.1: Avaliação da presença de células produtoras das diferentes citocinas na mesma 

secção de tecido. 

Resposta ao tratamento (r2) 
Citocinas 

Boa Má 

IFN-γ x TGF-β 0,2053 0,8774 

IFN-γ x IL-10 0,2395 0,5591 

IL-10 x TGF-β 0,5836 0,7111 

Usando a análise por Regressão Linear, encontrou-se uma relação linear entra os 

números  de células produzindo dois tipos diferentes de citocinas no mesmo fragmento 

de tecido analisado.  Considerando resposta à terapia, pode-se observar uma forte 

correlação (alto valor de r2) entre a presença de células produzindo TGF-β and IL-10 ou 

IFN-γ nas lesões do grupo de má resposta.  Os valores estão expressos em r2 . 
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4.2. ETAPA 2: Avaliação do envolvimento de MMP-9 no desenvolvimento 

da forma mucosa de LTA. 

 

4.2.1. Infecção por L. braziliensis aumenta a ativação de MMP-9 na cultura de 

macrófagos humanos. 

A modulação pelo parasita da atividade de MMP no hospedeiro pode beneficiar a 

sobrevivência parasitária e facilitar sua disseminação para diferentes sítios do organismo. Para 

determinar os efeitos da infecção de L. braziliensis sobre a atividade da MMP-9 secretada, 

macrófagos humanos de indivíduos clinicamente curados (n =21) foram infectados com formas 

metacíclicas de  L. braziliensis e avaliados quanto à produção de MMP-9 nos sobrenadantes após 

48h da infecção (Fig.4.4A).  Em geral, a infecção por L. braziliensis induziu um aumento 

significativo da atividade da MMP-9 secretada para o sobrenadante (P = 0,006, Fig.4.4B).  Por 

imunoprecipitação, pode-se confirmar que a atividade detectada era realmente devido à presença 

de MMP-9 humana (Fig.4.4C), e por Western Blot, pode-se verificar que se tratava da forma 

ativa da proteína, de 82kDa (Fig.4.4A).  A forma inativa de MMP-9 não foi detectada por 

Western Blot. 

Para verificar se a presença de  L. braziliensis no meio extracelular poderia influenciar os 

níveis detectados de MMP-9, tanto proteicos quanto de atividade, 30µg de proteína do lisado das 

formas promastigotas do parasita foram analisadas por zimografia.  Esta análise revelou que os 

promastigotas de  L. braziliensis apresentam pequena atividade gelatinolítica  (Fig.4.4D), a qual, 

porém, não correspondeu ao tamanho da proteína MMP-9 (92kDa – 82kDa) ou MMP-2 (72kDa 

– 62kDa), além de nenhum vestígio da proteína MMP-9 poder ter sido detectado por western blot 

(não mostrado). 
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Figura 4.4: Infecção por Leishmania braziliensis aumenta os níveis de atividade de MMP-9 

nas culturas de macrófagos humanos. (A) Macrófagos humanos de indivíduos clinicamente 

curados de LTA (n = 21) foram infectados por L. braziliensis.  Depois de 48 horas de exposição, 

os sobrenadantes das culturas de macrófagos foram coletadas e analisadas por western blot e 

zimografia.  A atividade gelatinolítica observada corresponde à presença da forma ativa de 

MMP-9 (82kDa), como confirmado pela análise por western blot.  As imagens dos géis de 

zimografia e western blot estão organizados de acordo com a forma clínica de LTA que o 

indivíduo desenvolveu no passado  (B) Atividade de MMP-9 nos sobrenadantes das culturas de 

macrófagos antes e depois da infecção.  (C) O ensaio de imunoprecipitação (IP) confirmou a 

especificidade da atividade observada nos géis de zimografia como sendo devido à presença de 

MMP-9 humana (raia central).  Um isótopo irrelevante foi usado como controle negativo (raia 

direita). A raia da esquerda mostra uma amostra sem ter sido submetida à IP.  (D)  Para 

determinar se a atividade de MMP-9 detectada no sobrenadante das culturas infectadas poderia 

ser alterada pela presença extracelular do parasita, o lisado de formas promastigotas de L. 

braziliensis foi analisado por zimografia.  A primeira raia mostra o sobrenadante de uma cultura 

de macrófagos infectados por  L. braziliensis, enquanto a segunda raia mostra o lisado de  L. 

braziliensis aplicado diretamente no gel.  O lisado de L. braziliensis apresenta pequena 

quantidade de atividade gelatinolítica.  Entretanto, esta atividade não correspondeu ao peso 

molecular de MMP-9.  LCL = Leishmaniose cutânea localizada.  LM = Leishmaniose mucosa.  

SN: sobrenadante; Lbr: L. braziliensis.  D.O.: densidade óptica.  *P-value < 0.05. Barras 

representam o erro padrão (SEM). 
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4.2.2. Atividade de MMP-9 é maior nas culturas do grupo LM. 

Para determinar se a atividade basal de MMP-9 nas culturas de macrófagos humanos está 

associada a uma forma clínica específica de LTA, as amostras foram estratificadas em grupos de 

acordo com o tipo de leishmaniose previamente apresentada pelos indivíduos participantes do 

estudo.  Os doadores foram classificados por grupo LCL (n = 12) ou grupo LM (n = 9), o que 

correspondeu aos históricos clínicos de leishmaniose cutânea localizada e leishmaniose mucosa, 

respectivamente.  Os macrófagos do grupo LM mostraram altos níveis de atividade de MMP-9 

comparado aos do grupo LCL, tanto antes (P = 0,049) quanto depois da infecção por  L. 

braziliensis (P = 0,021; Fig.4.4A e 4.5A).  Estes resultados sugerem que a ativação de MMP-9 

por macrófagos in vitro pode ser correlacionada com a apresentação clínica da doença. 

 

4.2.3. A atividade diferencial de MMP-9 se deve à ativação extracelular de MMP-

9.  

Para verificar em qual nível a atividade de MMP-9 estaria sendo modulada, prodeceu-se à 

investigação dos níveis do transcrito e da proteína MMP-9 e dos níveis proteicos de seu inibidor 

natural, TIMP-1.  Através da técnica de PCR em tempo real, observou-se que as diferenças nos 

níveis de mRNA para MMP-9 entre os grupos não era significativa (não mostrado). Por outro 

lado, os resultados de Western Blot indicaram que os macrófagos do grupo LCL, depois da 

infecção por  L. braziliensis, secretaram níveis significativamente maiores de MMP-9 (P = 

0,039, Fig.4.4B).  Entretanto, esta diferença não se correlaciona com a variação dos níveis de 

atividade de MMP-9 observada neste grupo.   

Os níveis proteicos de TIMP-1 foram medidos nos sobrenadantes das culturas de 

macrófagos e correlacionados com os níveis proteicos de MMP-9.  Nenhuma diferença 

estatística foi observada nos níveis de TIMP-1 secretado por macrófagos em cultura, antes ou 

depois da infecção por  L. braziliensis.  Da mesma forma, nenhuma diferença nos valores da 

razão MMP-9 : TIMP-1 puderam ser observados em ambos os grupos (Fig.4.5C). 
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Figura 4.5: Os níveis de atividade e de proteína de MMP-9 se correlacionam com a 

apresentação clínica de LTA.  Os gráficos representam os valores da análise 

quantitativa, por densitometria óptica (D.O.) do western blot.  (A) A análise por 

zimografia de acordo com as formas clínicas de leishmaniose indicou que os 

sobrenadantes obtidos do grupo LM (n = 9) demonstraram altos níveis de atividade de 

MMP-9 após a infecção por L. braziliensis e quando comparados com o grupo LCL (n = 

12) tanto antes como depois da infecção.  (B) Por western blot, pode-se observar no 

grupo LCL que a infecção por  L. braziliensis aumenta a secreção da proteína MMP-9.  

Nenhuma diferença estatística quanto aos níveis proteicos de MMP-9 foi detectado entre 

os grupos LCL e LM.  (C) As análises das razões entre os níveis proteicos de MMP-9: 

TIMP-1 também não revelaram diferenças entre os grupos.  LCL = Leishmaniose cutânea 

localizada.  LM = Leishmaniose mucosa.  *P-value < 0.05. Barras representam o erro 

padrão (SEM). 
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4.3. ETAPA 3: Estudos do transcriptoma das lesões cutâneas primárias de 

LTA. 

 

4.3.1. A técnica de RNA-seq permite avaliar a presença de transcritos 

pertencentes a diferentes organismos em uma mesma amostra. 

 
Após o sequenciamento, as leituras obtidas das amostras incluídas no estudo foram 

alinhadas com o genoma completo do Homo sapiens (hg18) e com o genoma da L. (Viannia) 

braziliensis (LBRM_V2_OCTOBER).  Os resultados obtidos indicaram que, nas amostras de 

lesões cutâneas de LTA, pôde-se identificar transcritos de ambos os genomas. O número de 

genes possivelmente detectáveis no genoma humano foi de 22.145, enquanto os genes 

codificantes de proteínas atualmente anotados para L. braziliensis  compreendeu a 8.315 genes.   

O percentual de transcritos de L. braziliensis identificados em cada amostra se encontra 

na tabela 4.2.  Em geral, os valores médios do nível de transcritos de L. braziliensis foram de 

0,06% nas amostras do grupo LCL (n = 5) e de 0,15% nas amostras do grupo LM (n = 5).  

Entretanto, esta diferença não é estatisticamente significativa (P = 0,34, Fig.4.6). 
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Figura 4.6: Níveis de trancritos de 

Leishmania braziliensis nas lesões de 

LTA estudadas. É possível observar 

uma diferença na quantidade de 

leituras que foram alinhadas com o 

genoma da L. braziliensis.  Porém esta 

diferença não é estatisticamente 

significativa.  LCL = Leishmaniose 

cutânea localizada.  LM = 

Leishmaniose mucosa.   
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Tabela 4.2: Percentual de leituras alinhadas ou não com o genoma da L. braziliensis em 
cada uma das amostras estudadas. 

Amostras leituras alinhadas (%) leituras não alinhadas (%) 
LCL-01 0.05 99.93 

LCL-02 0.04 99.76 

LCL-03 0.08 99.82 

LCL-04 0.03 99.94 

LCL-05 0.12 99.85 

Média 0.06 99,86 

Mediana 0.05 99,85 
 

LM-01 0.27 99.24 

LM-02 0.42 99.12 

LM-03 0.02 99.95 

LM-04 0.02 99.95 

LM-05 0.02 99.92 

Média 0.15 99,64 

Mediana 0.02 99,92 

LCL = Leishmaniose cutânea localizada.  LM = Leishmaniose mucosa.   
 

 

4.3.2. Genes de L. braziliensis com expressão diferencial nas lesões LTA estavam 

envolvidos em tradução gênica.  

O pequeno número de transcritos de L. braziliensis detectados nos fragmento de lesão 

indica que provavelmente existem poucas amastigotas in situ.  Este fato comprometeu a 

cobertura da análise da expressão gênica deste parasita neste estudo.  A análise usando teste t 

revelou 16 genes com expressão diferencial, com P < 0,05.  Todos os genes foram encontrados 

em maiores níveis nas amostras do grupo LCL.  Dentre eles, 11 genes foram funcionalmente 

classificados como codificantes para proteínas participantes do processo de tradução gênica (em 

sua maioria, proteínas ribosomais), 3 codificam para proteínas hipotéticas, um para uma  proteína 

de resposta a choque térmico e um para uma proteína GP63. 
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4.3.3. Diversos genes envolvidos com a resposta de defesa do organismo são 

ativados pela infecção com L. braziliensis. 

O programa samWrapper do pacote R DEGseq foi utilizado para analisar estatisticamente 

as diferenças entre o transcriptoma do microambiente de lesões cutâneas primárias de LTA (n = 

10) e o de pele saudável (n = 1), a qual forneceu um limiar de expressão normal para os genes 

avaliados.  De modo geral, pôde-se observar uma mudança nos principais grupos gênicos 

expressos, embora a pele normal tenha apresentado a grande maioria de genes com altos níveis 

de transcritos (8585 genes).  As amostras do grupo LCL (n = 5)  apresentaram aumento na 

concentração de transcritos de 1169 genes enquanto o grupo LM (n = 5) apresentou aumento da 

presença de 568 genes. 

As listas de genes formadas a partir das análises estatísticas realizadas foram organizadas 

em grupos gênicos de acordo com sua anotação funcional utilizando a base de dados 

bioinformáticos DAVID vs 6,7.  DAVID fornece diferentes tipos de análises baseadas na 

ontologia gênica (Gene Ontology, GO).  Em nosso estudo, priorizamos a análise por processos 

biológicos, uma vez que para avaliar as vias metabólicas, seria necessário considerar a dinâmica 

e as dependências das interações entre as redes gênicas dos processos biológicos, moleculares e 

celulares.  DAVID classifica os processos biológicos de acordo com sua probabilidade de 

acontecimento real.  Por exemplo, o genoma humano apresenta cerca de 30.000 genes, 40 dos 

quais fazem parte da via de sinalização da proteína p53.  Em uma dada lista composta por 300 

genes, verifica-se que 3 genes pertencem à via de sinalização de p53.  Utilizando o teste exato de 

Fisher, DAVID considera a chance de 3/300 acontecer randomicamente quando comparado a 

40/30.000.  O valore real é P = 0,008.  Quando os valores de P são menores que 0,01, a lista de 

genes fornecida pelo usuário é associada ao processo biológico questionado, ao invés de ser 

considerada uma possibilidade randômica, o que ocorre quando P>0.01.  Entretanto, quando 

trabalhamos com listas contendo poucos genes, é importante considerar processos biológicos 

com valores de P variando entre 0,01 e 0,05.  Por isso, em algumas tabelas apresentadas neste 

estudo, incluimos processos biológicos com estes valores de P.  Assim, destacamos neste estudo 

apenas os primeiros processos biológicos organizados de acordo com o valor de P atribuído por 

DAVID.  Outro termo encontrado nas tabelas é o percentual de genes da lista fornecida que 

fazem parte do processo biológico abordado.   

Os processos biológicos de principal destaque nas lesões de LTA estão na tabela 4.3 e 

exibidas de acordo com os grupos LCL e LM.  Ambos os grupos apresentam processos comuns, 
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como resposta imunológica, inflamatória e ativação de leucócitos, indicando que os processos 

desencadeados pela infecção por L. braziliensis é similar em ambos os grupos.  

Interessantemente, a pele em estado fisiológico normal apresentou, como processos biológicos 

mais importantes, eventos ligados à biosíntese de lipídeos e à morfogênese celular, 

principalmente à neuronal. 

A partir da lista de genes obtidas das lesões em comparação à pele normal, avaliamos 

quais processos biológicos eram específicos para determinada forma clínica de LTA.  Assim, 

comparou-se a lista de genes mais expressos no grupo LCL (1169 genes) com os genes mais 

expressos no grupo LM (568 genes).  Os resultados indicaram que 457 genes são expressos 

comumente por ambas as formas clínicas, enquanto 712 genes foram estimulados unicamente no 

grupo LCL e 111 genes no grupo LM.  Quando analisados quanto à funcionalidade, algumas 

peculiaridades foram observadas, embora ambos os grupos apresentassem eventos relacionados à 

resposta imunológica.  Os transcritos aumentados unicamente no grupo LCL mostram evidente 

envolvimento com processamento e apresentação de antígenos e regulação da resposta imune 

adaptativa (Tabela 4.4).  Os mesmos processos biológicos não foram encontrados no grupo LM.  

Os diversos eventos de quimiotaxia celular encontrados neste grupo também estão presentes na 

lista de processos biológicos do grupo LCL, porém não se encaixaram dentre os primeiros 15 

(Tabela 4.4). 
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Tabela 4.3: Processos biológicos em destaque nos grupos LCL e LM comparados à pele em estado 

fisiológico normal.. 

Grupo LCL (1169 genes) % P 

GO:0006955~Resposta imunológica 15,5 5,00E-067 

GO:0006952~Resposta de defesa 10,2 1,31E-029 

GO:0002684~Regulação positiva do sistema imunológico 5,6 1,84E-024 

GO:0051249~Regulação da ativação de linfócitos 4,3 5,84E-024 

GO:0050865~Regulação da ativação celular 4,5 4,70E-022 

GO:0002694~Regulação da ativação de leucócitos 4,3 1,67E-021 

GO:0050863~Regulação da ativação de células T 3,4 1,53E-018 

GO:0046649~Ativação de linfócitos 4,3 3,83E-017 

GO:0042110~Ativação de células T 3,3 1,78E-016 

GO:0019882~Processamento e apresentação de antígenos 2,7 2,24E-016 
   

Grupo LM (568 genes)   

GO:0006955~Resposta Imunológica 19,2 1,10E-048 

GO:0051249~Regulação da ativação de linfócitos 6,1 2,23E-020 

GO:0002694~ Regulação da ativação de leucócitos 6,1 9,43E-019 

GO:0050865~ Regulação da ativação celular 6,1 5,08E-018 

GO:0050863~ Regulação da ativação de células T 5,0 2,70E-017 

GO:0002684~Regulação positiva do sistema imune 6,8 3,62E-017 

GO:0046649~Ativação de linfócitos 6,1 2,77E-016 

GO:0045321~Ativação de leucócitos 6,6 5,23E-016 

GO:0006952~Resposta de defesa 1,6 1,22E-015 

GO:0001775~Ativação celular 7,0 3,66E-015 
   

Pele normal (8585 genes)   

GO:0008610~Processo biosintético de lipídeos 3,7 3,11E-16 

GO:0048858~Morfogênese de prolongamento celular 2,9 6,85E-14 

GO:0030030~Organização de prolongamento celular  3,9 2,00E-13 

GO:0032990~Morfogênese de partes celulares 2,9 9,50E-13 

GO:0006631~Processo metabólico de ácidos graxos 2,4 1,18E-11 

GO:0000902~Morfogênese celular 3,6 3,13E-11 

GO:0048812~Morfogênese de prolongamento de neurônios 2,5 4,90E-11 

GO:0032989~Morfogênese de componentes celulares 3,8 7,55E-11 

GO:0048667~ Morfogênese celular envolvida em diferenciação de neurônios 2,4 4,63E-10 

GO:0000904~ Morfogênese celular envolvida em diferenciação 2,6 6,54E-10 

Esta tabela mostra os 10 processos biológicos mais importantes nas lesões de LTA e na pele saudável.  De 
acordo o número de genes fornecidos pela lista de cada grupo, podemos observar o percentual (%) de genes 
participantes de cada processo biológico.  Estes processos estão organizados de acordo com o valor de P 
fornecido pelo teste exato de Fisher usado pelo programa DAVID.  GO = ontologia gênica 
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Tabela 4.4: Eventos biológicos estimulados unicamente no grupo LCL e no grupo LM. 

Grupo LCL (712 genes) % P 

GO:0006955~Resposta imunológica 11,7 1,61E-021 

GO:0006952~Resposta de defesa 9,4 5,63E-015 

GO:0019882~Processamento e apresentação de antígenos 2,7 7,87E-010 

GO:0002684~Regulação positiva do sistema imune 4,1 4,45E-008 

GO:0006954~Resposta inflamatória 4,8 1,02E-007 

GO:0002504~ Processamento e apresentação de antígenos via MHC de 
classe II 1,6 1,64E-007 

GO:0009611~Resposta a ferimento 6,4 2,83E-007 

GO:0048002~ Processamento e apresentação de antígenos 1,4 3,92E-007 
GO:0002822~Regulação da resposta immune adaptativa baseada na 
recombinação somática dos receptors imunológicos construídos a partir dos 
domínios da superfamília das imunoglobulinas 

1,7 3,77E-006 

GO:0002819~Regulação da resposta imune adaptativa 1,7 4,54E-006 

GO:0019884~Processamento e apresentação de antígenos exógenos 1,0 5,32E-006 

GO:0050778~Regulação positive da resposta imune 2,7 5,43E-006 

GO:0048584~Regulação positive da resposta à estímulos 3,6 5,61E-006 

GO:0050865~Regulação da ativação celular 3,0 5,95E-006 

GO:0051249~Regulação da ativação de linfócitos 2,7 7,26E-006 
   

Grupo LM (111 genes)   

GO:0006955~Resposta imunológica 10,9 9,87E-004 

GO:0006954~Resposta inflamatória 7,3 0,00167439 

GO:0045321~Ativação de leucócitos 6,4 0,00179669 

GO:0030098~Diferenciação de linfócitos 4,5 0,00219285 

GO:0007610~Resposta comportamental à estímulos 8,2 0,00336584 

GO:0046649~Ativação de linfócitos 5,4 0,00412918 

GO:0001775~Ativação celular 6,4 0,00418769 

GO:0006952~Resposta de defesa 9,1 0,00516057 

GO:0002521~Diferenciação de leucócitos 4,5 0,0051988 

GO:0042330~Taxia 4,5 0,01040075 

GO:0006935~Quimiotaxia 4,5 0,01040075 

GO:0034728~Organização de nucleossomo 3,6 0,01332836 

GO:0030595~Quimiotaxia de leucócitos 2,7 0,01649824 

GO:0060326~Quimiotaxia celular 2,7 0,01823143 

GO:0046651~Proliferação de linfócitos 2,7 0,02096857 

Esta tabela mostra os 15 processos biológicos mais importantes nos grupos LCL e LM baseados na lista de 
genes unicamente estimulados nestes grupos.  De acordo o número de genes fornecidos pela lista de cada 
grupo, podemos observar o percentual (%) de genes participantes de cada processo biológico.  Estes 
processos estão organizados de acordo com o valor de P fornecido pelo teste exato de Fisher usado pelo 
programa DAVID. Embora a maioria dos processos reflitam eventos da resposta imune, alguns processos 
não puderam ser encontrados no grupo LM.  Estes processos estão destacados na lista LCL em negrito.  
GO = ontologia gênica 
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4.3.4. O grupo LCL expressou mais genes envolvidos com a resposta imunológica.  

A comparação direta entre os genes expressos nos grupos LCL (n = 5) e LM (n = 5), sem 

considerar a expressão gênica da pele saudável, revelou que existem 1183 genes 

diferencialmente expressos e todos estão aumentados no grupo LCL.  Os principais processos 

biológicos onde estes genes estão envolvidos encontram-se listados na tabela 4.5.   

O primeiro processo biológico de importância é a resposta imunológica, com 74 genes 

(6,3% de 1183 genes) classificados em diferentes categorias (Tabela 4.6).  Neste grupo, pôde-se 

encontrar transcritos de genes codificadores de citocinas, quimiocinas e respectivos inibidores. 

Além disso, também foram encontrados genes codificantes do complexo principal de 

histocompatibilidade e seus ligantes (receptores LIR), antígenos de superfície marcadores de 

monócitos/macrófagos, de ativação de linfócitos T e de células NK, além de grupos de genes 

envolvidos com transdução intracelular de sinais e ativadores de transcrição (Fig.4.7).
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Tabela 4.5: Processos biológicos cujos genes apresentam expressão diferencial na comparação LCL x LM. 

Todos os genes são mais expressos em LCL. 

Grupo LCL (1183 genes) % P 

GO:0006955~Resposta imunológica 6,3 1,40E-006 

GO:0050865~Regulação da ativação celular 2,2 4,70E-005 

GO:0002694~Regulação da ativação de leucócitos 2,1 5,45E-005 

GO:0051249~ Regulação da ativação de linfócitos 1,8 2,04E-004 

GO:0002684~Regulação positiva do sistema imune 2,5 2,23E-004 

GO:0045321~Ativação de leucócitos 2,5 2,96E-004 

GO:0030036~Organização da actina no citoesqueleto 2,4 4,96E-004 

GO:0002696~Regulação positiva da ativação de leucócitos 1,4 5,67E-004 

GO:0051251~Regulação positiva da ativação de linfócitos 1,3 6,44E-004 

GO:0007155~Adesão celular 5,4 7,89E-004 

GO:0022610~Adesão biológica 5,4 8,34E-004 

GO:0046649~Ativação de linfócitos 2,1 8,72E-004 

GO:0008283~Proliferação celular 3,7 9,30E-004 

GO:0050867~Regulação positiva da ativação celular 1,4 9,48E-004 

GO:0048002~Processamento e apresentação de antígenos 0,6 0,0010729 

Esta tabela mostra os 15 processos biológicos mais importantes nas lesões do grupo LCL cujos genes estão inibidos ou 
com expressão diminuída no grupo LM, sem considerar o limiar oferecido pela pele saudável.  De acordo o número de 
genes fornecidos pela lista de cada grupo, podemos observar o percentual (%) de genes participantes de cada processo 
biológico.  Estes processos estão organizados de acordo com o valor de P fornecido pelo teste exato de Fisher usado 
pelo programa DAVID.  GO = ontologia gênica. 
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Tabela 4.6: Categorias funcionais de genes envolvidos na resposta imunológica expressos 

diferencialmente entre os grupos LCL e LM. 

Gene Produto 
Citocinas e receptores 

IL17B Interleucina-17, beta 

IL27 Interleucina-27 

IL2RA Receptor de Interleucina-2, alfa 

TGFB1 Fator transformador de crescimento beta 1 
 

Quimiocinas e receptores 

CCL17 Quimiocina CC, ligante 17 

CCL18 Quimiocina CC, ligante 18 

CCR7 Quimiocina CC, receptor 7 

CXCL16 Quimiocina CXC, ligante 16 
 

MHC 

CD74 Complexo principal de histocompatibilidade, classe II, cadeia invariante (DR-gama) 

CIITA Complexo principal de histocompatibilidade, classe II, transativador tipo III 

HLA-A Complexo principal de histocompatibilidade, classe I, A 

HLA-C Complexo principal de histocompatibilidade, classe I, C 

HLA-DQA1 Complexo principal de histocompatibilidade, classe II, DQ alfa 1 

HLA-DQB1 Complexo principal de histocompatibilidade, classe II, DQ beta 1 

HLA-DRB1 Complexo principal de histocompatibilidade, classe II, DR beta 1 

HLA-G Complexo principal de histocompatibilidade, classe I, G 

HLA-H Complexo principal de histocompatibilidade, classe I, H 
 

Superfamília de receptores TNF 

CD27 Receptores da superfamília de fator de necrose tumoral, membro 7 

TNFRSF1B Receptores da superfamília de fator de necrose tumoral, membro 1B 

TNFRSF4 Receptores da superfamília de fator de necrose tumoral, membro 4 
 

Antígenos de superfície e ligantes 

CD14 Antígeno de diferenciação de monócitos, CD14 

CD28 Antígeno de superfície de células T, glicoproteína CD28 

CD4 Antígeno de superfície de células T, glicoproteína CD4 

CD40LG Ligante do antígeno CD40 

SPN Sialoglicoproteína de superfície 
  

Inibidores de peptidases 

CST7 Leucocistatina 

SERPING1 Inibidor de serina/cisteína proteinase 
  

Proteínas transmembrana 

CD97 Receptor sete hélices transmembrana 

IFITM2 Proteína transmembrana induzida por interferon 2 

IFITM3 Proteína transmembrana induzida por interferon 3 

TMEM173 Proteína transmembrana 173 
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Fatores (co-)ativadores de transcrição 

BCL3 Co-ativador transcricional  célula B CLL/linfoma 3 

FOXJ1 Fator transcricional forkhead HFH-4 

RELB Fator transcricional RelB 

TFE3 Fator trancricional E3 
  

Componentes do sistema complemento 

C1RL Componente do complemento 1, subcomponente-like 

C2 Componente do complemento 2 
  

Família das Imunoglobulinas (ou Ig-like) 

CD300LB Receptor Ig de ativação não-clássico de células mielódes 

CD96 Antígeno de ativação de célula T, aumento tardio de expressão 

FCGRT Fragmento Fc da IgG 

KIR2DL1 Receptor Ig-like de células NK, 2 domínios, cauda citoplasmática longa, 1 

KIR2DS2 Receptor Ig-like de células NK, 2 domínios, cauda citoplasmática longa, 2 

LAIR1 Receptor 1 Ig-like associado à leucócitos 

LILRA6 Receptor 6 imunoglobulina-like de leucócitos, subfamília A 

LILRB1 Receptor 1 imunoglobulina-like de leucócitos, subfamília B 

LILRB2 Receptor 2 imunoglobulina-like de leucócitos, subfamília B 

LILRB3 Receptor 3 imunoglobulina-like de leucócitos, subfamília B 

LILRB4 Receptor 4 imunoglobulina-like de leucócitos, subfamília B 

LILRB5 Receptor 5 imunoglobulina-like de leucócitos, subfamília B 

SEMA4D Domínio transmembrana da imunoglobulina 
  

Transdução de sinais 

GPSM3 Modulador de sinalização 3 da proteína G 

INPPL1 Inositol fosfato fosfatase-like 1 

LAT Proteína adaptadora fosfo-tirosina de 36kDa 

TICAM1 Molécula adaptadora 1 do receptor Toll-like 

WAS Trombocitopenia 1 
  

Receptores (diversos) 

HRH2 Receptor de histamine H2 

S1PR4 Receptor 4 esfingosina-1-fosfato 
 

Integrinas 

ITGAL Integrina alfa L 
  

Apoptose 

FAIM3 Molécula inibidora de apoptose Fas 3 

NLRP3 Família NLR, com 3 domínios pirina 
 

Proteínas ligantes 

STXBP2 Proteína ligante de sintaxina 2 

TAPBP Tapasina - Proteína ligante de transportador associado com processamento de antígeno 

TBKBP1 Proteína ligante TBK1 
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Outros 

ERAP1 Aminopeptidase do retículo endoplasmático 1 

HAMP Peptídeo antimicrobial hepcidina 

ORAI1 Canal de cálcio 1 ativado pela liberação de cálcio 

PRELID1 Proteína 1 contendo domínio PRELI, mitocôndria 

PRG4 Fator estimulador de megacariócitos, proteoglicano 4 

PTMS Paratimosina 

SBNO2 Homologo 2 de NOTCH strawberry 

SECTM1 Proteína secretada e transmembrana 1 

THBS1 Trombospodina-1 

UNC13D Homólogo D da proteína unc-13 
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Figura 4.7: Grupos gênicos participantes do processo biológico 

GO:0006955~Resposta imunológica.  Os gráficos apresentados ilustram algumas das 

famílias e grupos de genes cujos transcritos foram encontrados em maiores níveis nas 

lesões cutâneas do grupo LCL (n = 5) quando comparados ao grupo LM (n = 5).  Estes 

genes estão agrupados funcionalmente como parte da resposta imunológica de acordo 

com as análises realizadas pela base de dados bioinformáticos DAVID.  É possível 

observar membros das famílias de citocinas, quimiocinas, sistema complemento, 

complexo principal de histocompatibilidade e ligantes.   Além disso, pode-se observar a 

presença de imunoglobulinas (ou Ig-like), receptores TNF e LIR, diversos antígenos de 

superfície, fatores de transcrição, moléculas envolvidas na apoptose, entre outros genes 

que eram os únicos representantes de um grupo funcional (não incluídos nos gráficos 

acima).   LCL = Leishmaniose cutânea localizada.  LM = Leishmaniose mucosa. 
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4.3.5. O grupo LM mostra deficiência em importantes atividades metabólicas. 

A análise dos genes inibidos ou silenciados no grupo LM, tanto em relação ao grupo LCL 

quanto à pele saudável, revelou uma lista de 346 genes. 

A análise de funcionalidade indicou que estes genes são importantes para os eventos de 

fosforilação, regulação negativa de processos biossintéticos, angiogênese e transcrição gênica 

(Tabela 4.7). 

De acordo com a ordem de importância fornecida pela análise através da base de dados 

DAVID, o evento de fosforilação é o primeiro da lista.  Dos 346 genes inibidos no grupo LM, 27 

(7,9%) participam do processo de fosforilação.  Estes genes foram classificados quanto à sua 

funcionalidade como membros das famílias das cinases, fatores de transcrição e componentes da 

fosforilação oxidativa (Tabela 4.8, Fig.4.8).   

Pode-se observar que, embora alguns genes também se encontrem com expressão 

diminuída no grupo LCL em comparação à pele saudável (Fig.4.8), muitos genes apresentam 

expressão similar em ambos os grupos (LCL e pele saudável).  Este fato sugere que o grupo LM 

apresenta deficiência na expressão destes genes e, consequentemente, comprometimento de 

importantes vias de sinalização celular. 
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4.7:Processos biológicos inibidos no grupo LM em comparação ao grupo LCL e à pele saudável. 

Grupo LM (346 genes) % P 

GO:0016310~Fosforilação 7,9 0,00127992 

GO:0006793~Processo metabólico do fósforo 8,8 0,00250024 

GO:0006796~ Processo metabólico do fosfato 8,8 0,00250024 

GO:0006468~Fosforilação dos aminoácidos de proteínas 6,4 0,00531007 

GO:0031327~Regulação celular negativa de processos biosintéticos 5,2 0,01649641 

GO:0009890~ Regulação negativa de processos biosintéticos 5,3 0,01998261 

GO:0010558~ Regulação negativa de processos biosintéticos macromoleculares 5,0 0,02639123 

GO:0016481~Regulação negativa da transcrição 4,4 0,02697725 

GO:0045934~Regulação negative do processo metabólico de nucleobases, 
nucleosídeos e ácidos nucleicos 

4,7 0,03076641 

GO:0007178~Via de sinalização pelo receptor de membrana serina/treonina 1,8 0,03211314 

GO:0051172~Regulação negativa do processo metabólico de componentes de 
nitrogênio 

4,7 0,03402725 

GO:0045449~Regulação da transcrição 16,7 0,03623088 

GO:0002275~Ativação de células mielódes durante a resposta imune 0,9 0,03740829 

GO:0001525~Angiogênese 2,1 0,04221989 

GO:0006350~Transcrição 13,8 0,04495271 

Esta tabela mostra os 15 processos biológicos mais importantes que estão inibidos nas lesões do grupo LM 
tanto em relação ao grupo LCL quanto à pele saudável.  De acordo o número de genes fornecidos pela lista 
de cada grupo, podemos observar o percentual (%) de genes participantes de cada processo biológico.  
Estes processos estão organizados de acordo com o valor de P fornecido pelo teste exato de Fisher usado 
pelo programa DAVID.  GO = ontologia gênica. 

  



58 

 

Tabela 4.8: Categorias funcionais de genes envolvidos com fosforilação e inibidos no grupo  LM. 

Genes Produtos 
Cinases 

ADRBK1 Receptor beta-adrenérgico cinase-1 

ARAF Proteína serina/treonina-cinase A-Raf  

AXL Receptor tirosino-cinase AXL 

CDK11A Cinase dependente de ciclina 11A 

CSNK1G2 Caseína-cinase 1, gama 2 

DYRK1B Cinase regulada por fosforilação de tirosina, duplo específica 1B 

MAP2K2 Proteína cinase cinase ativada por mitógeno 2 

MAP2K7 Proteína cinase cinase ativada por mitógeno 7 

MAP3K10 Proteína cinase cinase cinase ativada por mitógeno 10 

MAP3K11 Proteína cinase cinase cinase ativada por mitógeno 11 

MAP3K14 Proteína cinase cinase cinase ativada por mitógeno 14 

NUAK2 Família NUAK, cinase 2 SNF1-like 

PIM3 Proteína serina/treonina-cinase pim-3 

PNKP Cinase polinucleotídica 3'-fosfatase 

STK32C Proteína serina/treonina-cinase 32C 

TESK1 Cinase testículos-específico 

TIE1 Tirosino-cinase com domínios Ig-like e EGF-like 1 

TNK2 Tirosino-cinase, não-receptora, 2 

TYK2 Tirosino-cinase 2 

RPS6KA4 Proteína ribossomal cinase S6 
  

Transcrição 

HSF1 Fator de transcrição heat shock 1 

PML Fator de transcrição PML 

TRIM28 Fator intermediário de transcrição 1, beta 
  

Fosforilação Oxidativa 

ATP5D ATP sintase transportador de H+, complexo mitocondrial F1, subunidade delta 

ATP6V0E2 ATPase, transportadora de H+ V0 subunidade e2 

C16orf7 ATP sintase, subunidade b-like 

COX10 
Homólogo COX10, proteína de montagem citocromo c oxidase, heme A: 
farnesiltransferase 
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Figura 4.8: Grupos gênicos participantes do processo biológico 

GO:00016310~Fosforilação.  Os gráficos apresentados ilustram a expressão de alguns 

genes inibidos no grupo LM (n = 5) em comparação ao grupo LCL (n = 5) e pele 

fisiologicamente normal (n = 1).  O primeiro evento biológico mais importante de acordo 

com a lista de genes submetida à base de dados DAVID foi o processo de fosforilação.  

Acima, encontram-se as famílias de genes contidas neste processo biológico.  Podemos 

encontrar diversas cinases, fatores de transcrição e diferentes componentes da 

fosforilação oxidativa.  LCL = Leishmaniose cutânea localizada.  LM = Leishmaniose 

mucosa.  PS = Pele saudável. 
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5. DISCUSSÃO 

 
Embora as lesões cutâneas de leishmaniose tegumentar americana (LTA) requeiram até 6 

meses para atingirem a cura completa, o tratamento com antimoniais pentavalentes pode reduzir 

significativamente este tempo de cicatrização.  Os critérios adotados para considerar as lesões 

cutâneas como clinicamente curadas envolvem tanto a reepitelização completa da úlcera como a 

regressão total da infiltração e do eritema em até 3 meses após a conclusão do esquema 

terapêutico (Oliveira-Neto et al., 2000).  O sucesso da cicatrização é, atualmente, relacionado à 

características imunológicas do hospedeiro, as quais devem garantir o controle da infecção por L. 

braziliensis.  Entretanto, o controle da resolução da injúria tecidual é pouco compreendido.  

Muitos autores sugerem que tanto a atividade citotóxica exercida por células NK e CD8+ quanto 

a sensibilidade de linfócitos a antígenos de L. braziliensis podem contribuir para a necrose 

tecidual (Titus et al., 1984; Conceicao-Silva et al., 1990; Machado et al., 2002; Da Cruz et al., 

2005; Da Cruz et al., 2010).  O processo de necrose é um fenômeno comum às lesões de LTA e 

pode ser representado por múltiplos focos ou ser extenso, atingindo grandes áreas, o que resulta 

na formação de uma úlcera rasa ou profunda de bordas salientes e firmes e que não ultrapassa a 

derme (Grevelink e Lerner, 1996).  Um dos objetivos de nosso trabalho foi avaliar a participação 

da atividade das gelatinases, conhecidamente importantes para a degradação de componentes de 

matrix extracelular (MEC), na extensão dos danos teciduais observados nas lesões cutâneas de 

leishmaniose e correlacionar este fato ao sucesso ou fracasso da cicatrização destas lesões.   

Através da técnica de zimografia in situ, foi possível observar uma intensa atividade 

gelatinolítica nas áreas necróticas, na base da úlcera e, em alguns casos, no infiltrado 

inflamatório e granuloma em formação.  Por sua atuação em processos de degradação da MEC, a 

exarcebação da atividade de gelatinases tem sido fortemente correlacionada com a falha na 

cicatrização e cronificação de úlceras de pele (Wysocki et al., 1993; Weckroth et al., 1996).  No 

presente estudo, pôde-se observar que as lesões de indivíduos que responderam mal ao 

tratamento apresentaram intensa atividade de gelatinases, porém, baixos níveis do transcrito para 

MMP-2.  Além disso, observou-se que lesões de pacientes que responderam bem à terapia 

exibiam altos valores da razão MMP-2:TIMP-2, enquanto as proporções entre MMP-9 e TIMP-1 

foram similares em ambos os grupo.  Isso indica que o aumento da atividade de MMP-2 pode ser 

benéfico para a resolução das lesões.  Estes dados corroboram os achados de outros autores, os 

quais demonstraram que, não obstante o excesso de atividade gelatinolítica em lesões ser 
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prejudicial à cicatrização, a presença de níveis aumentados de atividade de MMP-2 e níveis 

latentes de MMP-9 favorecem o sucesso da reepitelização (Agren et al., 2001). 

O controle da atividade destas enzimas depende da atuação tanto dos seus inibidores 

naturais (TIMPs) quanto de outras proteínas, entre elas, as citocinas (Beranger et al., 1994; 

Goetzl et al., 1996).  A influência das citocinas sobre a atividade das gelatinases tem sido 

relatada em outros processos infecciosos, como hanseníase.  Nesta patologia, as lesões 

tuberculóides são associadas a altos níveis de mRNA para TNF-α, IFN-γ, MMP-2 e MMP-9 e a 

uma intensa atividade gelatinolítica, fato não observado nas lesões lepromatosas, resultantes do 

pólo imunológico oposto (Teles et al., 2010). 

Nossos resultados mostram que na leishmaniose cutânea causada por L. braziliensis, as 

citocinas encontradas nas lesões também apresentam correlação com os níveis de atividade 

gelatinolítica e com o êxito da cicatrização.  Sabe-se que in situ, a presença deste parasita induz 

uma resposta inflamatória mediada por citocinas de perfil Th1 para o controle da infecção 

(Pirmez et al., 1993).  Os linfócitos com este perfil atraídos para o sítio de infecção passam a ser, 

juntamente com as células NK presentes, fonte de IFN-γ, citocina considerada crucial para a 

resolução de úlceras cutâneas leishmanióticas (Harms et al., 1989; Heinzel et al., 1991; Da Cruz 

et al., 2010).  Porém, IFN-γ também apresenta atividade “pro-proteolítica” de grande impacto 

(Galboiz et al., 2002), o que corrobora nossos achados, uma vez que lesões do grupo de má 

resposta exibiram tanto um elevado número de células produzindo IFN-γ como altos níveis 

teciduais de atividade das gelatinases.  Em adição, estas mesmas lesões apresentavam altos 

percentuais de células produzindo tanto TGF-β quanto IL-10, citocinas correlacionadas com a 

persistência parasitária e cronicidade de lesões (Barral et al., 1995; Belkaid et al., 2001).  

Igualmente, outros autores observaram um grande número de células produzindo IL-10 e IFN-γ 

em lesões mucosas recorrentes de LTA, o que sugere que a presença destas citocinas contribui 

para a falha terapêutica em lesões de LTA (Tuon et al., 2008).  A comparação das proporções de 

células produzindo as diferentes citocinas estudadas revelou a prevalência da citocina 

inflamatória IFN-γ (IFN-γ: TGF-β = 2,0) nas lesões de má resposta, o que, novamente reforça a 

idéia de que o excesso de IFN-γ pode ter um efeito oposto e prejudicar a cicatrização destas 

lesões (Ishida et al., 2004).  Em contraste, a preponderância de citocinas anti-inflamatórias nas 

lesões de boa resposta (IFN-γ: IL-10 = 0,5) pode ser responsável pelos baixos níveis de atividade 

gelatinolítica observados nestas lesões.  IL-10 parece ser a única dentre as linfocinas com 
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habilidade de suprimir a produção e ativação das MMPs, assim desempenhando importante papel 

de proteção à matriz durante a inflamação (Lacraz et al., 1995; Stearns et al., 2003).  

Além da participação de linfócitos e seus produtos para a resolução da infecção, os 

macrófagos desempenham papel importante conjugando resposta imune inata e adaptativa.  Os 

macrófagos são essenciais não só para o controle efetivo de diversas infecções como também 

para o reparo tecidual durante o processo de cicatrização (Green, 1968; Leibovich e Ross, 1975).  

Uma vez que representam as células hospedeiras preferenciais para a replicação de Leishmania 

spp. (Phillips et al., 2010), os macrófagos podem contribuir de modo determinante para a 

disseminação do parasita para diferentes locais do corpo do hospedeiro vertebrado.  Em casos 

resultantes da infecção por L. braziliensis, a pior consequência da emigração de macrófagos do 

sítio de infecção é o estabelecimento da infecção por L. braziliensis na mucosa oro-nasal, 

resultando na leishmaniose mucosa (LM).   

Os mecanismos de disseminação de L. braziliensis são pouco estudados.  Alguns autores 

já mostraram que fagócitos mononucleares infectados por diferentes espécies de Leishmania 

perdem sua capacidade adesiva à matriz do tecido inflamado logo após a infecção (2h-4h) por 

aumentarem a expressão dos receptores de quimiocinas CCR4 e CCR5 no início da infecção 

(Carvalhal et al., 2004; Pinheiro, Jr. et al., 2006).  CCR5 participa do estímulo à produção de 

MMP-9.  Juntamente com CCR5 e CCL5, MMP-9 mostra-se aumentada em células com 

aumentada atividade migratória, servindo como marcador para células cancerígenas metastáticas 

(Chuang et al., 2009).  Os macrófagos, por sua vez, também dependem de MMP-9 para 

migrarem durante diferentes eventos imunológicos, além de serem capazes de emigrar a partir 

dos sítios inflamatórios via canais linfáticos ou vasos sanguíneos (Gerrity, 1981; Bellingan et al., 

1996; Tomlinson et al., 2008; Gong et al., 2008).  Portanto, o presente trabalho procurou 

determinar o efeito da infecção por L. braziliensis sobre a produção de MMP-9 em macrófagos 

humanos.   

Para explorar os fatores intrínsecos do hospedeiro que influenciariam a disseminação de 

macrófagos infectados por L. braziliensis e resultassem no desenvolvimento das diferentes 

formas clínicas de LTA, selecionamos doadores com histórico clínico prévio de LCL ou LM.  

Todos, porém, deveriam estar curados há pelo menos 3 anos (média =  6 anos) e sem relatos de 

recidivação.  O uso de células provenientes de indivíduos com a doença na fase ativa foi 

desconsiderada a fim de evitar a influência que isso poderia causar na atividade e estado dos 

macrófagos in vitro e, consequentemente, na produção de MMP-9.  
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Nossos resultados demonstraram que a infecção por L. braziliensis aumenta os níveis de 

atividade de MMP-9 no sobrenadante das monoculturas de macrófagos humanos, sugerindo 

novamente que após a infecção por Leishmania, estas células recebem estímulo para migrar.  

Macrófagos infectados ou estimulados por diversos agentes patogênicos também produzem 

MMP-9, o que auxiliaria o funcionamento eficaz do sistema imunológico (Goetzl et al., 1996; 

Rivera-Marrero et al., 2000; Quiding-Jarbrink et al., 2001; Rivera-Marrero et al., 2002).   

Por outro lado, isso inclui os macrófagos como importante fonte de gelatinases no sítio de 

infecção.  E como exposto anteriormente, a presença da atividade destas enzimas contribui para a 

típica injúria tecidual observada nas lesões cutâneas de LTA (Maretti-Mira et al., 2011).  Em 

modelo murino de leishmaniose visceral, já foi observado que os macrófagos também 

representam fonte de MMP-9 quando infectados por L. chagasi.  Desta forma, estas células co-

participariam dos danos causados aos hepatócitos durante a evolução da doença (Costa et al., 

2008) 

A migração de células infectadas por L. braziliensis é relatada como um evento comum a 

todos os indivíduos infectados.  É possível encontrar kDNA de Leishmania (Viannia) spp. tanto 

na mucosa de indivíduos com lesões cutâneas ativas, porém sem sintomas de lesões mucosas, 

quanto no sangue de indivíduos na fase ativa da doença ou já curados  (de Oliveira et al., 2006; 

Figueroa et al., 2009).  Entretanto, nossos achados claramente indicam que macrófagos de 

indivíduos que desenvolveram diferentes formas clínicas de LTA apresentam diferentes padrões 

na produção e ativação de MMP-9 in vitro.  Amostras do grupo LM apresentaram níveis 

aumentados de atividade de MMP-9 no sobrenadante das culturas antes e depois da infecção por 

L. braziliensis quando comparadas às amostras do grupo LCL, indicando que indivíduos do 

grupo LM apresentam, naturalmente, um limiar mais elevado para atividade de MMP-9.  Além 

disso, a ativação de MMP-9 por macrófagos deste grupo parece sofrer maior influência da 

infecção por L. braziliensis, pois LM é o único grupo que apresenta evidente aumento da 

atividade de MMP-9 depois de submetido à infecção.  Embora não testados diretamente, estes 

resultados fortemente sugerem que os macrófagos de indivíduos propensos a desenvolver LM 

têm acentuada capacidade migratória.  Por outro lado, estes resultados também indicam que 

macrófagos de indivíduos que desenvolvem apenas a forma cutânea de LTA, devido aos baixos 

níveis de atividade de MMP-9, limitam a presença de L. braziliensis ao sítio inicial de entrada, 

controlando e efetivamente resolvendo a infecção. 

Embora os ensaios in vitro possam trazer certos esclarecimentos sobre a relação parasita-

hospedeiro, as análises in vivo permitem a consideração da complexidade biológica desta 
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interação.  Na leishmaniose, a lesão cutânea primária é o local onde se estabelece o primeiro 

contato entre parasita e hospedeiro.  Muitos autores concordam com o fato de que no sítio 

primário da infecção são encontrados os fatores que direcionam a evolução da doença, seja para 

a cura espontânea, para uma boa ou má resposta à terapia, seja para formação das lesões mucosas 

(Locksley et al., 1987; Pirmez, 1992; Pirmez et al., 1993; Antonelli et al., 2005; Anderson et al., 

2009).  O estudo do microambiente da lesão cutânea primária pode, desta forma, indicar quais 

interações e produtos celulares estão envolvidos na persistência parasitária e na disseminação de 

células infectadas com amastigotas ainda viáveis para fora do sítio inicial de infecção. 

Diversas ferramentas podem ser usadas para este tipo de análise.  Estudos genéticos vêm 

sendo aplicados com cada vez mais frequência em diversas doenças para que sejam 

determinados polimorfismos de genes importantes na resposta imunológica, ou ainda, qual a 

modulação que a expressão gênica sofre perante a infecção com diferentes agentes patológicos 

que resultem na recuperação completa ou na cronificação da doença. 

O estudo da expressão gênica em larga escala representa uma importante ferramenta para 

a determinação de vias metabólicas relevantes para determinados processos biológicos.  Nos 

últimos anos, a técnica de RNA-sequencing (RNA-seq) tem possibilitado o estudo do 

transcriptoma de diferentes organismos (Mortazavi et al., 2008).  Esta técnica apresenta algumas 

modificações em sua execução de acordo com a plataforma de escolha, as quais podem ser: 454 

(Roche), Solexa (Illumina) e SoliD (Applied Biosystems) (Margulies et al., 2005; Bennett et al., 

2005; Meyer et al., 2008).  

A plataforma utilizada para o presente trabalho é a da Illumina, a qual utiliza um 

sequenciamento paralelo e massivo do tipo Sanger para sequenciar simultaneamente milhões de 

pequenos fragmentos de DNA.  Em cada ciclo, oito bibliotecas de cDNA podem ser 

sequenciadas independentemente em diferentes raias da mesma célula de fluxo, gerando muitos 

milhões de short reads, de 40 pares de base.  Do sequenciamento realizado, são coletadas 

imagens que posteriormente são digitalizadas e transformadas em dados numéricos que indicam 

o número de leituras realizado em cada fragmento do genoma.  Estas leituras são então alinhadas 

com o genoma-alvo e podem ser classificadas em genes utilizando-se diferentes tipos de 

softwares (Marioni et al., 2008; Nagalakshmi et al., 2010).  Desta forma, além de ser possível 

obter a quantificação dos transcritos dos genes anotados, também se pode identificar novos 

transcritos, sendo este um instrumento de grande valia para o conhecimento do transcriptoma 

completo de dado organismo e para a detecção de mutações ou fusões gênicas derivadas de 

diferentes patologias (Levin et al., 2009).  
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A técnica de RNA-seq foi aplicada às lesões cutâneas primárias de indivíduos que 

curaram completamente (LCL) e de indivíduos que, meses ou anos após a cura clínica desta 

lesão cutânea, desenvolveram lesões na região da mucosa oro-nasal (LM).  Os resultados obtidos 

pelo sequenciamento englobaram a análise de 22.145 genes humanos e 8.315 genes de L. 

braziliensis.   

Utilizando esta técnica, pôde-se distinguir os transcritos produzidos pelo hospedeiro e 

pelo parasita.  Infelizmente, as amastigotas de L. braziliensis foram encontradas em pouco 

número nas lesões, o que prejudicou a análise do transcriptoma deste parasita quando em contato 

com o hospedeiro.  A grande maioria dos genes de L. braziliensis que apresentaram diferença 

quanto à expressão gênica, comparando os grupos LCL e LM, estão correlacionados com o 

processo de tradução de proteínas, possívelmente indicando que  o parasita está em plena 

atividade metabólica.  Considerando que estes transcritos foram detectados em maiores níveis no 

grupo LCL, pode-se supor que os parasitas das lesões do grupo LM estão em estado latente, o 

que auxiliaria a persistência parasitária nestas lesões.  

Para as análises dos níveis de transcritos detectados no microambiente das lesões, usamos 

um limiar de expressão gênica normal estabelecido pelo uso de dados obtidos com pele saudável.  

Os dados revelaram que a infecção por L. braziliensis é capaz de estimular a resposta 

imunológica do organismo hospedeiro.  Entretanto, diferenças puderam ser observadas quanto à 

forma clínica de LTA.  Indivíduos que curaram as lesões cutâneas e não reativaram a doença 

apresentam aparentemente uma resposta imunológica mais eficiente do que os indivíduos que 

desenvolveram LM depois da cura da lesão cutânea primária.  Este fato foi evidenciado pelos 

processos biológicos nos quais os genes com maiores níveis de transcritos faziam parte.  O grupo 

LCL apresentou genes envolvidos com o processamento e a apresentação de antígenos, genes 

estes que se encontram inibidos ou são pouco expressos no grupo LM, assim como genes 

responsáveis pela modulação da resposta imunológica adaptativa. 

Uma observação já feita por alguns autores é a presença de células de diferentes perfis 

imunológicos nas lesões cutâneas causadas por L. braziliensis (Pirmez et al., 1993; Salhi et al., 

2008).  O mesmo foi observado em nossas amostras, inclusive nas amostras do grupo LCL, o 

qual apresentou completa resolução da úlcera e, possivelmente, da infecção.  Diferentes fatores 

imunológicos cujos transcritos foram encontrados em maiores níveis no microambiente das 

lesões do grupo LCL indicam que este grupo desenvolve, predominantemente, resposta imune do 

tipo Th1.  O maior indicador é a presença de IL-27.  Esta citocina tem funções ambíguas, pois, 

ao mesmo tempo em que é crucial para o direcionamento de células T CD4+ naïve para o perfil 
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Th1, estimula células T CD4+ a produzir IL-10.  Além disso, IL-27 inibe c-Fos e reduz a 

expressão de NF-Atc1, fator de transcrição de diversas citocinas pro-inflamatórias (Yoshida et 

al., 2009).  Assim, IL-27 atua como iniciador e atenuador da resposta imune, o que garante uma 

resposta eficaz porém, sem danos excessivos.  Alguns autores sugerem que IL-27 seja importante 

para desencadear a resposta Th1 em pacientes infectados com L. braziliensis e que 

desenvolveram a doença (Novoa et al., 2011).  Nossos resultados mostram que, além de serem 

importantes para o direcionamento da resposta imune para o perfil Th1, baixos níveis desta 

citocina contribuem para o desenvolvimento da forma mucosa de LTA.  Além de IL-27, 

CXCL16 também participa da resposta Th1, uma vez que, quando solúvel no meio, atua na 

quimioatração de linfócitos Th1, células T citotóxicas 1, células natural killer (NK), macrófagos 

e neutrófilos para o sítio de inflamação (Kim et al., 2001; Motsinger et al., 2002; Zhang et al., 

2009; Woehrl et al., 2010).  A participação de CD40L também auxilia no estabelecimento de 

resposta imune Th1.  A interação CD40/CD40L é importante na diferenciação de células T, uma 

vez que aumenta a expressão de IL-12 em células apresentadoras de antígenos (APCs), 

direcionando a resposta imune para o perfil Th1, o que auxilia na eliminação intracelular de 

Leishmania (Foy et al., 1996). 

Embora seja possível detectar IL-17B nas lesões LCL, não acreditamos que haja o 

desenvolvimento da resposta imune Th17, uma vez que a simples presença de IL-27 é capaz de 

suprimir a diferenciação deste tipo celular (Yoshida et al., 2009).  Certamente, a presença de IL-

17B está correlacionada com os altos níveis de TGF-β encontradas no mesmo grupo, uma vez 

que este fator de crescimento induz a expressão desta citocina (Moseley et al., 2003).  Alguns 

autores defendem a participação negativa da família IL-17 na patologia da leishmaniose, seja por 

induzir camundongos resistentes à suceptibilidade na infecção por L. major, ou por ser detectada 

em altos níveis em lesões mucosas de LTA (Bacellar et al., 2009; Lopez et al., 2009).  

Entretanto, outros autores sugerem a participação benéfica desta citocina, pois lesões de cura 

espontânea causadas por L. braziliensis em camundongos foram correlacionadas à expansão do 

número de células TCD4+ produzindo IFN-γ e IL-17 (Vargas-Inc et al., 2008).  Em nosso estudo, 

como não foi possível detectar IL-17B nas lesões do grupo LM, sugerimos que esta citocina 

contribua de forma favorável para a resolução da infecção por L. braziliensis, atuando no 

estímulo à produção de outras citocinas pro-inflamatórias como TNF-α e IL-1β e promovendo a 

migração de neutrófilos (Pappu et al., 2010).  
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Os indícios da regulação da resposta imunológica em lesões LCL são evidenciados pelo 

elevado número de transcritos para CD4, CD25 (IL-2RA) e TGF-β1, o que poderia indicar a 

presença de células T regulatórias (Treg) CD4+CD25+ nestas lesões.  A interação IL-2/IL-2R é 

fundamental para o desenvolvimento, homeostase e função de células Treg Foxp3+CD4+CD25+ 

(Wang et al., 2009).  IL-2RA é uma das subunidades do receptor IL-2R e não pode ser detectado 

na maioria das células linfóides.  A expressão de IL-2RA é alta tanto em células T naïve durante 

sua ativação quanto em células Treg Foxp3+CD4+ naturais (Malek, 2008).  A presença de IL-2 

ou de TGF-β1 é requerida para induzir a expressão de IL-2RA em células Treg (Kim et al., 

2005).  A atuação das células T CD4+CD25+ no desenvolvimento de lesões leishmanióticas é 

controversa, pois se por um lado a presença de tais tipos celulares levaria à persistência 

parasitária por serem imunosupressoras, por outro lado beneficiaria o hospedeiro por evitar a 

exarcebação da resposta imune (Belkaid, 2003).  Recentemente foi mostrado que a presença de 

células Treg em lesões causadas por L. braziliensis aumenta concomitantemente com a resolução 

da úlcera (de Campos et al., 2010).  No presente estudo, a presença destas células seria associada 

com a cura satisfatória de lesões, enquanto a ausência deste tipo celular estaria relacionada com a 

evolução para LM.  Além disso, a presença de CCL18 promoveria condições tolerigênicas, 

limitando assim a geração de uma resposta inflamatória descontrolada e atraindo para o local da 

inflamação células T CD4+ naïve e células dendríticas (DCs) imaturas (Vulcano et al., 2003).  

Porém, CCL18 não atua em células não-linfóides, como monócitos e granulócitos (van Lieshout 

et al., 2006).   

A participação de linfócitos Th2 é indicada pela presença de CCL17, TNFRSF4 e 

ITGAL.  CCL-17 é importante para a atração de linfócitos Th2, Treg e de DCs (Sallusto et al., 

1998; Imai et al., 1999; Cavassani et al., 2006).  Já foi observado em hamsters que esta 

quimiocina é modulada pela infecção por L. panamensis, uma vez que maiores níveis de mRNA 

para CCL17 foram detectados tanto na pele infectada quanto nos linfonodos drenantes dos 

animais infectados quando comparados ao grupo controle (Espitia et al., 2010).  A integrina 

ITGAL (CD11a)  é essencial  no direcionamento de células Th2 produtoras de IL-4 para os sítios 

de inflamação (Lee et al., 2008).  A expressão desta integrina foi detectada em células T CD4+ 

com perfil Th2 localizadas no sangue periférico de pacientes no estágio inicial de leishmaniose, 

indicando o direcionamento destas células dos linfonodos locais para o sítio de infecção (Costa et 

al., 2003).  Além de moléculas ligadas à migração, também é possível detectar altos níveis do 

receptor de TNF TNFRSF4 (OX40), o qual é correlacionado com o desenvolvimento da resposta 
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imune Th2.  Estudos em camundongos BALB/c infectados com L. major mostram que, ao ser 

inibido o ligante de OX40, há recuperação parcial das lesões, a qual não é completa por existir 

persistência de parasitas.  Porém, a inibição deste receptor não resulta no desenvolvimento da 

resposta Th1 (Akiba et al., 2000).  

Outros fatores imunológicos também são importantes para a iniciação e estabelecimento 

da resposta imune adaptativa.  CCR7 é altamente expresso por DCs maduras bem como por 

células T naïve, de memória e regulatórias, servindo para orientar e posicionar estas células nos 

órgãos linfóides secundários (Sallusto et al., 1999; Menning et al., 2007; Schneider et al., 2007; 

Hopken et al., 2010).  CCR7, bem como a quimiocina CCL17, participam da migração de DCs 

para órgãos linfóides secundários, tanto em condições inflamatórias quanto em condições 

normais (Xin et al., 2009; Stutte et al., 2010).  Alguns autores já demonstraram que DCs 

infectadas in vitro por L. major exibiram aumento da expressão de CCR7 e aumento da atividade 

migratória em resposta à CCL21, quimiocina ligante de CCR7, o que indica que estas células são 

recrutadas para os órgãos linfóides secundários (Steigerwald e Moll, 2005).  Por outro lado, DCs 

isoladas de baço de camundongos cronicamente infectados com L. donovani diminuem a 

densidade de CCR7 e sua atividade migratória, o que contribui para o desenvolvimento da 

leishmaniose visceral (Ato et al., 2002).  A recirculação de linfócitos e extravasamento de 

leucócitos de sítios inflamatórios depende tanto de CCR7 quanto de ITGAL.  Além disso, 

ITGAL participa da ativação de linfócitos T e da sinapse imunológica (Dustin e Springer, 1989; 

Van Seventer et al., 1990; Grakoui et al., 1999).   

Os receptores de TNF encontrados nas amostras no grupo LCL também participam do 

estabelecimento da resposta imune.  CD27 (TNFRSF7) é muito importante para geração de 

resposta imune baseada em células T e para a formação de memória imunológica (Hendriks et 

al., 2000; Nolte et al., 2009).  A baixa expressão deste receptor é associada à persistência da 

infecção por Mycobacterium tuberculosis, vírus da hepatite C e Trypanosoma cruzi (Jiang et al., 

2010; Mizuochi et al., 2010; Albareda et al., 2010).  O receptor do tipo II de TNF (TNFRSF1B) 

também participa do estabelecimento de uma resposta imune eficaz e é apenas expresso em 

certas subpopulações de células imunológicas e em outros poucos tipos celulares.  TNFRII atua, 

principalmente, na proliferação e sobrevivência de células T por promover a entrada de NF-κB 

no núcleo e expressar genes pró-sobrevivência celular (Faustman e Davis, 2010).  Entretanto, 

alguns trabalhos indicam que este receptor não é necessário para a resolução da infecção por L. 

major (Derouich-Guergour et al., 2001). 
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A apresentação de antígenos parece ser  um processo biológico de grande importância 

nas lesões LCL, uma vez que este grupo apresenta alta expressão de diversos membros do 

complexo principal de histocompatibilidade (MHC) tanto de classe I (MHC-I) quanto de classe 

II (MHC-II).  MHC-I apresenta antígenos externos para células T citotóxicas enquanto MHC-II 

apresenta antígenos externos para células T helper (Kaslow e Shaw, 1981).  Portanto, a presença 

de elevados níveis de transcritos para CD4 conjugada com a grande quantidade de MHC-II 

indica uma resposta imunológica direcionada pela interação entre células T helper e células 

apresentadoras de antigenos (APC) no grupo LCL.  Sabe-se que uma das estratégias que a 

Leishmania spp. usa para escapar do sistema imune é a inibição da expressão de MHC-II nos 

macrófagos que este parasita coloniza (Ho et al., 1994; Lang et al., 2000).  Esta inibição resulta 

em uma resposta imune deficiente, onde a atividade anti-inflamatória é reduzida, não há ativação 

de células T e, consequentemente, não há produção de IFN-γ.  Desta forma, a participação do 

MHC fica evidente na patologia da LTA.   

Embora ambas as classes de MHC sejam encontradas nas amostras, aparentemente, 

somente MHC-II desempenha papel importante no combate à infecção por Leishmania spp.  Em 

modelo murino, já foi visto que camundongos deficientes para β2-microglobulina, os quais não 

expressam MHC-I ou células TCD8+, conseguem controlar perfeitamente a infecção, tal qual os 

camundongos normais.  Entretanto, camundongos deficientes para MHC-II desenvolvem uma 

infecção fatal (Locksley et al., 1995).  Da mesma forma, outros autores sugerem a participação 

de determinados alelos de HLA-DR (MHC-II) no desenvolvimento de resposta imune eficaz 

contra infecção por L. panamensis e na resistência ao desenvolvimento da forma mucosa da LTA 

(Petzl-Erler et al., 1991; Delgado et al., 2003).  Ademais, durante o processo de cura de lesões 

leishmanióticas, o número de células positivas para HLA-DR aumenta expressivamente, tanto in 

situ quanto sistemicamente, indicando, mais uma vez a atuação positiva destes receptores na 

resolução de LTA (Haas et al., 2002).  Entretanto, CD74 (HLA-DG) não apresenta participação 

tão positiva na leishmaniose.  Observou-se que a interação entre a proteína de L. major 

Lm1740MIF, ortóloga ao fator de inibição de migração (MIF), e macrófagos ativa CD74 

(receptor de MIF), protegendo estes fagócitos da apoptose e auxiliando o parasita a evadir o 

sistema imune (Kamir et al., 2008). 

Entre os membros do complexo MHC-I encontrados no grupo LCL, apenas HLA-G já foi 

correlacionado diretamente com leishmaniose.  HLA-G tem efeitos tolerogênicos e seu aumento 
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no plasma de indivíduos com leishmaniose visceral é relacionado com a resistência parasitária 

(Le Friec et al., 2003; Donaghy et al., 2007). 

Além da expressão de MHC-II, foi possível detectar nas amostras transcritos de CIITA, o 

qual pertence a uma família de genes induzidos por IFN-γ e regula a expressão constitutiva e 

induzível de MHC-II.  Muitos estudos indicam que CIITA pode ser inibida ou estimulada 

durante a infecção com determinados agentes patogênicos (Accolla et al., 2001).  Nossos 

resultados sugerem que a expressão de MHC-II nas lesões de LTA correlaciona-se diretamente 

com a expressão de CIITA. 

A presença de CD28 no grupo LCL auxilia o estabelecimento da resposta imune a partir 

da apresentação de antígenos.  CD28 é uma molécula co-estimuladora localizada na superfície de 

células T e que interage com B7-1 e B7-2 na superfície de APCs.  Sua atividade resulta na 

proliferação das células T, produção de IL-2, prevenção de anergia e produção do fator anti-

apoptótico Bcl-xL, além de auxiliar no direcionamento da migração de células T para os sítios 

inflamatórios.  Este antígeno também desempenha importante papel na diferenciação de células 

B e na produção de anticorpos (Bour-Jordan e Blueston, 2002).  A interação CD28/B7 é 

importante para a resistência murina contra infecção por L.major (Corry et al., 1994).  O 

bloqueio desta interação em PBMCs de pacientes com leishmaniose cutânea é capaz de inibir a 

produção das citocinas IFN-γ, TNF-α e IL-10, mostrando que esta interação é importante para a 

resposta imune contra Leishmania (Favali et al., 2005). 

A habilidade para reconhecer MHC não é apenas dos linfócitos T.  As próprias APCs 

respondem às moléculas MHC-I clássicas e à não-clássica HLA-G utilizando membros da 

família de receptores de leucócitos Ig-like (LILR) (Shiroishi et al., 2003).  Estes receptores 

influenciam tanto o sistema imune inato quanto o adaptativo e induzem à imunotolerância.  

LILRs são predominatemente expressos em células mielomonocíticas e em células B, mas, em 

geral, todas as células do sistema imune apresentam pelo menos um membro desta família 

(Brown et al., 2004).  Esta família pode ser dividida em duas subfamílias: LILRA, composta por 

membros com atividade estimulatória; e LILRB, composta por membros com atividade inibitória 

(Nakajima et al., 1999).  Embora os estudos das funções de LILRs estejam muito no início, é 

possível perceber sua importante participação no desenvolvimento de patologias que envolvam 

desde uma atividade excessiva da resposta imunológica até situações em que o sistema imune 

responda de modo ineficiente a diferentes tipos de infecções (Anderson e Allen, 2009).  
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Em nossos resultados, observamos que lesões de pacientes que curaram completamente 

apresentam transcritos para 5 membros da subfamília LILRB e apenas um membro da subfamília 

LILRA.  LILRB tem efeito imunosupressor.  Poucos membros desta subfamília já foram bem 

estudados.  Quando LILRB1 é estimulado, há a inibição da proliferação antígeno-específica de 

células T, aumento da produção de IL-10 e TGF-β e diminuição da produção de IL-2 e IFN-γ 

(Kuroki et al., 2005). LILRB2 tem sido relacionado à disfunção de células dendríticas quando 

altos níveis de HLA-G solúveis estejam presentes (Huang et al., 2010).  ILIRB4, por sua vez, 

mostra-se importante na determinação de qual caminho a resposta imune terá: defesa ou 

tolerância.  Este receptor atua na conversão de DCs e macrófagos de APCs para células 

tolerigênicas (Chang et al., 2002).  Desta forma, a presença de Treg CD8+CD28- não se torna 

necessária para a supressão das células dendríticas.  Além disso, quando células T helper CD4+ 

são estimulados por LILRB4 localizados na superfície de células dendríticas, estes linfócitos se 

diferenciam em Treg CD4+CD25+ (Thomas et al., 2010).  

A presença de transcritos para outros tipos de receptores, no grupo LCL, indica que existe 

também controle sobre a atividade de células NK.  Os receptores de NK Ig-like (KIR) controlam 

positiva (subfamília S) ou negativamente (subfamília L) a citotoxicidade das células NK ao 

interagirem com HLA-A, B ou C (Andersson et al., 2010).  Nossos resultados mostram que 

apenas um membro de cada subfamília foi detectado em elevados níveis no grupo LCL.  

KIR2DL1 tem alta afinidade por HLA-C2, inibindo a atividade citotóxica de NK contra células 

expressando este MHC-I.  Já KIR2DS2 reconhece HLA-C1, ativando a citotoxidade de NK 

contra células expressando este receptor (Purdy e Campbell, 2009).  Além da família KIR, o 

receptor CD96 (TACTILE) também modula a atividade de células NK.  Este receptor, que faz 

parte da superfamília das imunoglobulinas, é um co-estimulante expresso na superfície de 

linfócitos citotóxicos, promovendo a adesão com a célula-alvo (expressando CD155) e 

aumentando a capacidade citolítica das células NK e citotóxicas (Stanietsky e Mandelboim, 

2010).  A participação destes moduladores (LILR, KIR e CD96) ainda não foi descrita na 

leishmaniose, mas reforça a idéia de desenvolvimento de resposta imune eficaz, porém, 

moderada. 

Nas lesões do grupo LCL, o elevado número de transcritos para CD14 indica grande 

número de monócitos no sítio inflamatório, os quais poderão se diferenciar em macrófagos ou 

células dendríticas (Seta e Kuwana, 2010).  A presença de SPN (CD43), por sua vez, é detectada 

em monócitos maduros e é associada com a diferenciação de DCs (Corinti et al., 1999; 
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Sunderkotter et al., 2004).  A presença de transcritos para ambos antígenos sugere a presença de 

DCs em maior número nas lesões de LCL em comparação com o grupo LM.  Além disso, a 

presença de altos níveis de transcritos para RELB pode indicar amadurecimento de células 

dendríticas.  Este processo é marcado pelo translocamento nuclear do fator de transcrição RelB, 

fato evidente em células dendríticas infectadas por L. donovani (Ghosh et al., 2006).  O aumento 

da expressão deste fator de transcrição nas amostras LCL pode ser mais um indicativo da 

diferenciação de monócitos em células dendríticas nestas lesões. 

Desta forma, sugere-se que o grupo LCL apresenta resposta imune predominantemente 

Th1, porém com presença de células Th2 e regulação por diversos fatores, incluindo células 

Treg.  O baixo número de transcritos para os genes envolvidos neste processo no grupo LM 

indica a importância destes genes para a resolução da infecção por L. braziliensis e para a 

manutenção da imunidade contra este parasita, não permitindo o aparecimento de lesões na 

mucosa oro-nasal.   

É evidente a deficiência da expressão de vários grupos gênicos nas lesões cutâneas 

primárias de indivíduos que, após a cicatrização desta lesão, desenvolveram a forma mucosa de 

LTA.  Quando comparados à pele normal, pôde-se observar que este grupo apresentou somente a 

expressão diferencial de 568 genes, enquanto o grupo LCL apresentou o dobro (1169 genes).  

Além disso, o grupo LM apresentou inibição da transcrição de genes importantes para o processo 

de sinalização intracelular, de transcrição gênica e de angiogênese.  Sabe-se que a angiogênese é 

um dos processos cruciais para a regeneração tecidual, uma vez que o oxigênio é requirido para 

quase todas as etapas da cicatrização (Schreml et al., 2010). 

Alguns autores já mostraram que a infecção por Leishmania pode inibir as vias 

fosforilativas de sinalização JAK/STAT e MAPK de macrófagos hospedeiros, alterando assim a 

capacidade de apresentação de antígenos e de produção de citocinas (Gregory e Olivier, 2005; 

Olivier et al., 2005).  Entretanto, nenhuma das cinases inibidas no grupo LM tem sido associada 

à leishmaniose.  Em geral, dentro do grupo das cinases cujos transcritos estavam em baixa 

quantidade, temos algumas que já foram descritas como envolvidas no processo de migração 

(ADRBK1, AXL e DYRK1B), de adesão celular (NUAK2), e de fagocitose (ARAF, AXL e 

MAP2K2)  (Downey et al., 1998; Graham e Clark-Curtiss, 1999; Korshunov et al., 2006; Collins 

et al., 2006; Seitz et al., 2007; Penela et al., 2008; Zagorska et al., 2010).  Também temos 

cinases descritas como envolvidas no processo desencadedor da reação inflamatória (MAP2K7 e 

PIM3) e anti-inflamatória (TNK2, TYK2 e RPS6KA4) (Petit-Bertron et al., 2003; Hughes et al., 

2003; Papa et al., 2004; Ananieva et al., 2008; Liu et al., 2010).  Além disso, a baixa expressão 
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de algumas MAP cinases (MAP3Ks, MAP2K7) necessárias para que a célula responda a 

determinadas citocinas, ao estresse celular e a fatores de crescimento também pode contribuir 

para a deficiência que o grupo LM apresenta nos eventos participantes da resposta imune contra 

a infecção por L. braziliensis (Rincon et al., 2000).  
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6. CONCLUSÕES 

 

6.1. ETAPA 1: Avaliação da participação das gelatinases na falha à resposta 

ao tratamento.  

1. A participação da atividade das gelatinases em danos da pela nas lesões de LTA foi 

sugerida pela detecção de atividade gelatinolítica em áreas necróticas, na base da úlcera e 

no infiltrado inflamatório.  

2. A contribuição das gelatinases na falha da terapia nas lesões cutâneas de LTA foi 

indicada  (i) pela extensa presença de atividade gelatinolítica associada a um elevado 

número de células produzindo IFN-γ, TGF-β e IL-10 nas lesões de má resposta;  (ii) pelo 

aumentado do nível de mRNA para MMP-2 e elevados valores da razão MMP-2:TIMP-2 

observados nas lesões de boa resposta;  (iii) pela preponderância da citocina pró-

proteolítica IFN-γ  nas lesões de má resposta; e  (iv) pela prevalência da citocina anti-

inflamatória IL-10 associada aos baixos níveis de atividade gelatinolítica observada nas 

lesões de boa resposta. 

3. Conclusão:  O perfil imunológico em resposta à LTA é estabelecido logo no início da 

infecção e pode influenciar diretamente os padrões de atividade das gelatinases nas lesões 

cutâneas de LTA.  O balanço entre MMPs e TIMPs resultante do repertório de citocinas 

apresentados no sítio inflamatório pode, por fim, determinar o sucesso ou o fracasso do 

processo de cicatrização durante a terapia com antimoniais para a leishmaniose. 
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6.2. ETAPA 2:  Avaliação do envolvimento de MMP-9 no desenvolvimento 

da forma mucosa de LTA. 

1. A infecção por L. braziliensis induz o aumento de atividade de MMP-9 nos 

sobrenadantes de culturas de macrófagos humanos, indicando que este tipo célular é uma 

das principais fontes de MMP-9 que contribue para os danos teciduais observados nas 

lesões cutâneas de LTA. 

2. A alta capacidade gelatinolítica observada nas amostras do grupo LM, especialmente 

após a infecção, sugere que os macrófagos destes indivíduos teriam maior predisposição 

para emigrar do sítio inicial de infecção.  

3. Conclusão:  Existe uma diferença fundamental na imunidade inata do hospedeiro, onde 

MMP-9 pode desempenhar um fator direcionador do comportamento migratório de 

macrófagos humanos durante um processo infeccioso.  A capacidade intrínseca de cada 

indivíduo para ativação de MMP-9 pode influenciar a intensidade de efluxo de 

macrófagos e disseminação da infecção por L. braziliensis para diferentes sítios 

anatômicos.  Embora outros fatores moduladores da resposta imune certamente 

controlem a progressão para LM, MMP-9 pode representar um biomarcador para 

prognosticar o risco aumentado de disseminação do parasita e desenvolvimento da 

leishmaniose mucosa. 
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6.3. ETAPA 3: Determinação dos complexos gênicos envolvidos na 

susceptibilidade à LM. 

1. Com a técnica de RNA-seq foi possível detectar a presença de L. braziliensis em lesões 

cutâneas primárias de LTA.  Os genes deste parasita com expressão diferencial foram 

detectados em maiores níveis no grupo LCL e encontram-se, basicamente, relacionados 

ao processo de tradução, o que indicaria maior atividade celular parasitária. 

2. A comparação dos transcriptomas obtidos do microambiente da pele em estado 

fisiológico normal e de lesões de LTA indicou que a infecção por L. braziliensis estimula 

a expressão de genes relacionados à resposta de defesa do hopedeiro.  O grupo LCL 

apresenta mais genes envolvidos neste processo do que o grupo LM. 

3. Os indivíduos do grupo LCL apresentam genes envolvidos na resposta imunológica que 

indicam a participação de células Th1, Th2 e Tregs.  Além disso, foi possível detectar 

diversos fatores indicando o processamento e apresentação de antígenos e 

estabelecimento da resposta imune adaptativa.  Estes processos biológicos estão inibidos 

no grupo LM. 

4. Os indivíduos do grupo LM apresentam expressão abaixo do normal de genes envolvidos 

com a fosforilação que podem influenciar o estabelecimento de uma resposta imune 

eficiente. 

5. Conclusão:  Utilizando a técnica de RNA-seq, os fatores inerentes ao hospedeiro tiveram 

mais peso na determinação da forma clínica de LTA do que os fatores do parasita.  

Entretanto, sugere-se que os parasitas encontrados nas lesões do grupo LM, por 

apresentarem menor atividade celular, estejam silenciados, o que pode contribuir para a 

persistência parasitária. Sugerimos que uma atividade imune satisfatória contra L. 

braziliensis deva ter características imunotolerigênicas e envolver a participação de 

células Th1 e Th2.  Também sugerimos que o grupo LM apresenta baixa atividade 

imunológica e que a deficiência de fatores relacionados aos sistemas imune inato e 

adaptativo, detectada neste estudo, pode servir como indicador de futura evolução para a 

forma mucosa de LTA. 
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8. ANEXOS 

 

Em anexo, encontram-se o artigo publicado e o artigo submetido a partir dos dados 

obtidos nesta tese. 


