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I. RESUMO 

 

Avaliação da expressão do Liver X receptor (LXR) na leishmaniose tegumentar. 

Fundamentação teórica: A Leishmaniose Tegumentar é endêmica no Brasil, com cerca 

de 240 mil novos casos nos últimos dez anos. Causada principalmente pela Leishmania 

braziliensis, caracteriza-se por lesões cutânea ou mucosa, com intenso infiltrado 

inflamatório e poucos parasitas, sobretudo, na leishmaniose mucosa. O “Liver X 

receptor” (LXR), membro da superfamília dos receptores nucleares, parece exercer 

função de destaque na regulação dos macrófagos em processos infecciosos. Genes 

inibidos pelo LXR expressam proteínas com efeitos pró-inflamatórios, sugerindo que 

esses receptores poderiam influenciar na resposta imune. Objetivo: avaliar a transcrição 

e a expressão proteica in situ de LXR em diferentes formas da leishmaniose tegumentar. 

Metodologia: Amostras das lesões de pacientes com leishmaniose cutânea localizada 

(LCL), leishmaniose mucosa, amostras de pele normal (PN) e mucosa normal (MN) de 

doadores saudáveis (controles) foram submetidos à extração de RNAm (LCL=43, 

LM=04. PN= 20, MN=05). Em seguida, os transcritos foram analisados por nanostring 

para a expressão de centenas de moléculas envolvidas na resposta imune. As vias 

diferentemente expressas foram identificadas utilizado o software Ingenuity Pathway 

Analysis (IPA). A expressão protéica de LXR foi avaliada por imuno-histoquímica (LCL 

= 06, LM = 03, MN = 02) utilizado o anticorpo primário anti-LXRα. e a área marcada foi 

quantificada utilizando o software ImagePro. Resultados: (1) a expressão de RNAm para 

LXR estava diminuída tanto na LCL como na LM em relação aos controles; (2) houve 

tendência a menor expressão de LXR nas amostras de LCL e LM, quando comparadas às 

sadias; entretanto, não houve diferença estatisticamente significante entre os grupos 

Conclusão: Há redução na transcrição e tradução do LXR in situ na leishmaniose 

tegumentar, que pode estar relacionada a resposta inflamatória exacerbada nessa doença. 

 

Palavras-chave: 1. Leishmaniose Cutânea, 2. Leishmaniose Mucosa; 3. Resposta imune 

inata; 4. Fator de transcrição LXR; 5. Macrófagos; 6. Imuno-histoquímica 
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II. OBJETIVOS 

 

PRIMÁRIO 

Avaliar a transcrição e a expressão in situ de LXR na LM e LCL 

ESPECÍFICOS 

1. Caracterizar a transcrição e a expressão proteica de LXR em lesões de 

pacientes com leishmaniose cutânea localizada e leishmaniose mucosa. 

2. Comparar a transcrição e a expressão de LXR na lesão de pacientes com 

leishmaniose tegumentar e no tecido normal 
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III. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

III.1. LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA 

III.1.1. ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS E CLÍNICOS 

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doença infecciosa, não contagiosa, 

presente em 88 países e endêmica no Brasil. Estima-se a ocorrência de 1 a 1,5 milhões 

novos casos por ano no mundo (1). Nas últimas décadas, observou-se uma expansão 

geográfica da doença no território brasileiro. Enquanto em 1980 apenas 19 unidades da 

federação haviam registrado casos da doença, em 2003 todos os estados brasileiros já 

possuíam registros de casos autóctones (2). Cerca de 240 mil novos pacientes foram 

diagnosticados no Brasil nos últimos 10 anos. No ano de 2015, 19.404 novos casos foram 

registrados no país, com um coeficiente de detecção de 9,5 em 100.000 habitantes, sendo 

que 2.175 (11,21%) desses casos ocorreram no estado da Bahia (3,4). O agente etiológico 

responsável pela doença é o protozoário do gênero Leishmania. Sete espécies diferentes 

já foram identificadas no Brasil, sendo as três principais a Leishmania (Leishmania) 

amazonenses, Leishmania (Viannia) guyanensi, Leishmania (Viannia) braziliensis (2,5). 

Na Bahia, a LTA é causada principalmente pela L. braziliensis. O contágio dá-se pela 

inoculação do parasita pela fêmea do inseto vetor, o flebotomíneo do gênero Lutzomyia, 

conhecido popularmente como mosquito-palha (2,5). 

A LTA apresenta ampla diversidade de aspectos clinico-morfológicos, com 

comprometimento cutâneo e mucoso. A reação inflamatória desencadeada pela presença 

do patógeno, apesar de ser um mecanismo de defesa do organismo, pode causar lesão 

tecidual que se reflete nas diferenças clínicas dos subtipos da LTA (2). No pólo anérgico 

da resposta imune está a leishmaniose cutânea difusa (LCD), com lesões nodulares, com 

grande número de parasita, pouco infiltrado celular e sem formação de granulomas na 

histopatologia. A reação de hipersensibilidade tardia –reação intradermica de Montenegro 

(IDRM)- ao antígeno de leishmania costuma ser negativa na LCD (2,6).  No pólo 

hiperérgico está a leishmaniose Mucosa (LM), caracterizada por lesões destrutivas de 

mucosa nasal, faringe e laringe, com escassez de parasitas associado a uma intensa 

resposta imune celular e formação de granulomas.    A IDRM costuma ser positiva na 

LM. (2,6,7). Nesse cenário, a leishmaniose cutânea localizada (LCL), a forma clínica 

mais prevalente no Brasil, exibe um perfil inflamatório intermediário, com ulceras de 
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bordas elevadas e bem delimitadas, poucos parasitárias, formação de granuloma, e área 

restrita de destruição tecidual (2,8,9). Enquanto a LCL caracteriza-se por  úlceras  

cutâneas com tendência  à  cura  espontânea,  a  LCD  e  LM  são  formas  mais graves  

da  doença, com  baixa  resposta  ao  tratamento  e  falência  terapêutica  freqüente (2,5,8). 

 

III.1.2.IMUNOPATOGÊNESE 

Ao picar um hospedeiro infectado, a fêmea do flebotomíneo adquire a forma amastigota 

do protozoário, que no intestino do vetor evolui na forma promastigota. Durante o repasto 

sanguíneo do vetor, as formas promastigotas são injetadas no hospedeiro, interagirem 

com o sistema fagocítico mononuclear e se multiplicam no interior das células, 

novamente como amastigotas (2). Da interação entre o patógeno e a resposta imune do 

hospedeiro resulta a expressão clínica da leishmaniose (10). Inicialmente no local da 

inoculação ocorre uma resposta inflamatória aguda inespecífica, na qual participam 

células natural killer, polimorfonucleares (eosinófilos, neutrófilos), macrófagos e o 

sistema complemento, destruindo a maioria das amastigotas do ambiente extracelular. Na 

medida em que o parasita é fagocitado uma série de processos oxidativos são deflagrados, 

numa tentativa de eliminar os agentes invasores (7,10). Com a ativação da resposta 

imunológica do hospedeiro, há uma expansão de vários tipos celulares, sobretudo 

linfócitos TCD4+, expressando citocinas do tipo Th1 e Th17 (7). A expressão de IL-17, 

bem como das citocinas indutoras da sua síntese (IL-1 β, IL-23, IL-6 e TGF-β), foram 

detectadas na lesão de pacientes de LM. A resposta Th17 parece induzir dano tecidual 

pelo recrutamento de neutrófilos e liberação de proteinases. A hiperresponsividade ao  

parasita,  com  exacerbação  da  resposta  Th1  e Th17,  e  desregulação  dessa  resposta 

parecem favorecer a  persistência da lesão na  LM (7,11). Pacientes com doença mucosa 

apresentam maior capacidade de produção de interferon gama (IFN-γ) e fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α) pelas células mononucleares do sangue periférico, além da 

diminuição da secreção de IL-10, em comparação com a pacientes com LCL (7,10,12). 

Esses achados indicam que uma resposta das células T pouco regulada em pacientes com 

LM parece ser induzida pela produção de níveis elevados de citocinas pró-inflamatórias, 

tais como IFN-γ e TNF-α, bem como uma diminuição na capacidade de IL-10 e TGF-β 

de modular essa resposta. Tais alterações podem ser a base para os achados patológicos 

observadas nesta doença (7,11,13).  
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III.1.3. DIAGNÓSTICO E TRATAMENTO 

Para o diagnóstico da LTA são consideradas as características clínicas e epidemiológicas, 

além do diagnóstico laboratorial. Diversas são as possibilidades diagnosticas no âmbito 

da pesquisa clínica (2)Dentre os exames parasitológicos estão a pesquisa de amastigota 

em esfregaço de lesão, cultura do parasita em meios artificiais, ou isolamento por 

inoculação em animais. O parasita pode ser identificado por histopatologia com imuno-

histoquímica (IHQ) ou por reação de polimerase em cadeia (PCR) da amostra. Esse 

último constitui o padrão ouro para o diagnostico, apresentando maior sensibilidade que 

a avalição histopatológica, já que pode haver pequena quantidade de parasita na LCL e 

LM (5). Outros métodos diagnósticos são os exames que avaliam a resposta imune ao 

parasita: a IDRM (o signifaco em ingles) (resposta celular) e a sorologia por 

imunofluorescência indireta ou Elisa (resposta humoral) (2,9). 

No Brasil, o tratamento padronizado e disponibilizado gratuitamente pelo Ministério da 

Saúde é o antimoniato de N-metil-glucamina (Glucantime), sob o esquema terapêutico 

preconizado pela Organização Mundial de Saúde: LCL: 10-20 mg/Sb+5/kg/dia durante 20 

dias; LCD: 20 mg/Sb+5/kg/dia durante 20 dias; LM: 20 mg/Sb+5/kg/dia durante 30 dias 

(2). Nos pacientes em que o Glucantime não é tolerado, devido aos seus efeitos adversos 

(toxicidade cardíaca, hepática, pancreática e renal) e em gestante, é preconizado o uso da 

anfotericina B (2,9). 

 

III.2. LIVER X RECEPTOR 

O “Liver X receptor” (LXR) é um fator de transcrição ativado por ligantes, membro da 

superfamília dos receptores nucleares, assim como o Peroxisome proliferator-activated 

recepto (PPAR), o Farnesoid X receptor (FXR) e o Retinoid X receptors (RXR), 

receptores relacionados ao metabolismo lipídico (14–16). Os LXRs formam 

heterodímeros obrigatórios com os receptores de retinóide X (RXRs) (16). Duas 

isoformas, codificadas por genes distintos, já foram identificadas, LXRα e LXRβ (16). O 

LXRα tem sua expressão restrita ao fígado, rim, intestino, tecido adiposo, pulmão, baço 

e macrófagos, enquanto a isoforma β é expressa em quase todos os tecidos do corpo (17). 

O heterodímero LXR/RXR é ativado tanto por agonitas do LXR (oxiesteróis), quanto por 

agonistas do RXR (cis-acido retinóico). Como os metabólitos do colesterol funcionam 

como ligantes naturais do LXR/RXR, esse heterodímero funciona como um “sensor” dos 
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níveis de colesterol celular, desempenhando um papel importante na homeostase lipídica: 

regulando o transporte de colesterol, induzindo a transcrição de insulina, promovendo a 

expressão de genes envolvidos no efluxo/absorção de colesterol, na sua conversão em 

ácidos biliares e na lipogênese (15,18,19). O LXR também exerce um importante papel 

da resposta imune, ao inibir a via do NF-kB (18–20). Muitos dos genes regulados 

negativamente pelo LXRs trazem sequências de proteínas com efeitos pró-inflamatórios, 

como óxido nítrico sintase (iNOS), ciclo-oxigenase-2 (COX-2), as interleucinas IL-6 e 

IL-1b, a metaloproteinase de matriz (MMP)-9 e proteína quimiotática de monócitos 

(MCP) -1 e -3, proteína de macrófagos inflamatórios -1b (MIP-1b) e interferon (18). Além 

disso, a ativação do LXR está relacionada à maior sobrevida de macrófagos, na medida 

em que sua ação inibe eventos apoptóticos por ativar genes como: Bcl-xL (B-cell 

lymphoma-extra large), Bircla/NAIP (proteína inibitória de apoptose neural), e AIM 

(inibidor de fator apoptotico secretado por macrófagos) (18). Esta dupla capacidade para 

promover o efluxo de colesterol e inibir a inflamação repercute em uma função protetora 

para os LXRs contra doenças como a aterosclerose.    

O tratamento com agonistas de LXR reduz a incidência de aterosclerose em modelos 

animais. Por outro lado, animais deficientes em LXR desenvolvem fígados aumentados, 

colesterol elevado no sangue e são altamente propensos a aterosclerose (20). Sabendo-se 

que macrófagos naturalmente expressam LXR e que desempenham um papel 

fundamental na resolução de inflamações e infecções, além de serem as células 

hospedeira da infecção por leishmania, procuramos avaliar o papel do receptor nuclear 

LXR na patogênese da LCL e LM. 
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IV. METODOLOGIA 

 

O trabalho foi desenvolvido sob os critérios da Regulamentação da  Bioética  no  Brasil,  

Resolução  466/96 e  resoluções complementares  do  Conselho  Nacional  de  Saúde,  que  

determinam  as  diretrizes  a  serem adotadas  nas  pesquisas  que  envolvem  seres  

humanos,  atendendo  desta  forma  às  exigências  éticas  e  científica fundamentais. 

Trata-se de um estudo experimental para análise da transcrição e expressão in situ do 

LXR na leishmaniose tegumentar. O estudo foi submetido a provação pelo comitê  de  

ética  da  Fiocruz  (parecer número 1.437.205) e  o  consentimento  informado  foi  obtido  

de  todos  os pacientes  ou  responsáveis  legais.  

 

IV.1. DEFINIÇÃO DAS AMOSTRAS  

As amostras de lesões foram obtidas em uma área endêmica para LTA, no município de 

Mutuípe (Bahia, Brasil). Nesse local são atendidos cerca de 10 casos novos de LCL por 

mês e 5 casos novos de LM por ano.  

Para o diagnóstico da LCL e da LM foram considerados critérios clínico-epidemiológico, 

IDRM e a positividade em pelo menos um dos seguintes testes:  sorologia anti-leishmania, 

PCR, histopatologia com IHQ. Como critério clínico para LCL foi considerada a presença 

de lesões ulceradas, única ou múltiplas, com bordos bem delimitados e fundo granuloso. 

A suspeita de LM foi estabelecida a partir da avaliação por médico otorrinolaringologista, 

que considerou a presença de edema, erosão, perfuração do septo e/ou aspecto 

granulomatoso, identificados em rinoscopia anterior e/ou fibronasolaringofaringoscopia. 

Mucosa normal (MN) e pele normal (PN) foram obtidas de doadores saudáveis 

recrutados, respectivamente, no ambulatório de otorrinolaringologia do Hospital Santa 

Izabel e de cirurgias plásticas. Foram convidados a participar apenas indivíduos maiores 

de 18 anos, com indicação de cirurgia nasal ou mamoplastia. Não houve nenhuma 

modificação no procedimento cirúrgico proposto e a amostra foi obtida a partir do 

material retirado rotineiramente no procedimento de rinosseptoplastia/mamoplastia.  
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IV.2. NANOSTRING (EXPRESSÃO DE RNAm) 

Para a análise da expressão de RNAm foram utilizadas 60 amostras (LCL=33, PN=18, 

MN=5, LM=4). As amostras foram analisadas em 03 grupos diferentes: LCL1, LCL2, 

LM (quadro I). No grupo LCL1 os pacientes foram divididos pelo tempo da lesão (lesão 

precoce e lesão tardia). No grupo LCL 2 não houve separação por tempo de lesão.  

A metodologia nCounter (Nanostring) utiliza sondas específicas com “código de barra” 

fluorescente para quantificar RNAs em multiplex (100-500 genes selecionados pelo 

pesquisador) por hibridização, sem reação enzimática intermediária, resultando numa 

sensibilidade maior que microarranjos e equivalente ao PCR em tempo real. Foram 

analisados, simultaneamente, os RNAm  para 500 moléculas  diferentes.  Em seguida foi 

utilizado um software de análise de  dados,  o  Ingenuity Pathway Analysis  (IPA),  para  

analisar  as  vias  e  genes  diferentemente expressos  nas  lesões  em  comparação  com  

o  tecido  normal.   

 

Quadro 1. População estudada por Nanostring. Foram realizados dois ensaios para leishmaniose cutânea 

e um para leishmaniose mucosa. No LCL 1 os pacientes foram separados pelo tempo de lesão (lesão precoce 

e lesão tardia). No LCL 2 e no LM não houve separação pelo tempo de lesão. 

Grupo Número (n) 

total de 

casos 

População estudada/n 

LCL 1 35 

PN = 10 

LCL = 25 Lesão precoce = 8 

Lesão tardia = 17 

LCL 2 16 

PN = 8 

LCL =8 

LM 9 

MN = 5 

LM = 4 
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IV.3. IMUNO-HISTOQUÍMICA  

A IHQ foi utilizada para validação das proteínas  identificadas  na  etapa anterior.  Foram 

utilizadas amostras de 06 pacientes LCL, 03 LM e 02 MN. Secções em parafina foram 

fixadas em lâminas ImunoSlide. Os cortes foram desparafinizados em xilol e acetona e 

posteriormente hidratados gradualmente em álcool (100%, 70%, 50%, 30%) e água 

destilada. A recuperação antigênica foi realizada durante 35 minutos em incubadora à 

95ºC (calor úmido) com Tampão Dako Target Retrieval, diluído 10 vezes (pH 9). A 

peroxidase endógena foi bloqueada nos tecidos com 20 minutos de H2O2, seguida de 

bloqueio com leite desnatado a 3%. O anticorpo primário (Anti-LXR alpha antibody - 

ab41902 - 20 µg/ml), diluído em PBS-tween foi colocado sobre os tecidos a serem 

testados, que permaneceram incubados overnight à 4°C. Os tecidos controle foram 

incubados com isotipo (IgG - Anti-coelho -  20 µg/ml). Após lavagem em PBS-tween (pH 

7,4) os fragmentos de tecidos foram expostos a DAKO Advanced HRP LINK (K 4068), 

por 40 minutos. Após nova lavagem, foi adicionado Advance HRP enzyme- DAKO (K 

4068) por 40 minutos seguido de mais uma lavagem e revelação da marcação com DAB 

no escuro. As lâminas foram contra-coradas com hematoxilina. As imagens digitais foram 

obtidas utilizando o microscópio  Nikon  E600, câmara  digital  Q-Color  1  Olympus e o  

software  Image-Pro  Plus  (Media  Cybernetics). Para a quantificação, foram obtidas 

imagens de 06 campos contínuos fotografados em cada lâmina, utilizando-se um aumento 

de 400X. A análise dos dados obtidos foi feita no programa GraphPad Prism 6. Para 

comparação dos grupos foi utilizado o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis. 

 

 

 

 

 

 

 

 



21 
 

VII. RESULTADOS 

Através do Nanostring, foram avaliadas diversas vias canônicas associadas à 

leishmaniose tegumentar. Dezenas de vias se mostraram ativadas nas amostras de 

leishmaniose (LCL e LM), tanto na lesão precoce como na lesão tardia. As vias do 

LXR/RXR e do PPAR estavam inibidas nas amostras estudadas, em comparação com os 

controles sadios (figura 1). 

 

Figura 1.  Vias canônicas associadas à Leishmaniose Tegumentar Humana. Avaliação da ativação de vias relacionadas 

à resposta imune na leishmaniose tegumentar humana (LC e LM) em comparação com tecidos sadios, através de 

Nanostring. Vias ativadas estão representados em vermelho. Em azul estão representadas as vias cuja expressão foi 

diminuída em relação ao tecido sadio. A amplitude desse ativação/inativação é mostrado através da variação na escala de 

cores, com tom intenso representando maior variação e tons mais claros representando menor variação. 
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Para avaliar a expressão de LXR nas lesões LXR, foi feita a análise por 

microscopia óptica das amostras dos tecidos marcados por IHQ. (Figura 2 e 3). 

 

 Figura 2. Expressão de LXR em amostras de Leishmaniose Mucosa, Leishmaniose Cutânea e 

mucosa normal (aumento 200X e 400X). Imuno-histoquímica para LXR em amostras de pele 

humana. A-B: Leishmaniose Mucosa, sem marcação positiva. C-D: Leishmaniose cutânea, poucas 

células marcadas. E-F: mucosa normal, maior número de células marcadas. A, C e E estão 

aumentadas 200X. B, D e F estão aumentadas 400X 
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Houve uma maior quantidade de células marcadas para LXR, por área, em indivíduos 

saudáveis (Figuras 2E, 2F, 3E e 3F). As amostras de LM apresentaram redução ou 

ausência de células positivas para LXR (Figuras 2A, 2B, 3A e 3B).  

As expressão do LXR em amostras de LCL apresentou um padrão intermediário (Figuras 

2C, 2D, 3C e 3D). 

 
Figura 3. Expressão de LXR em amostras de Leishmaniose Mucosa, Leishmaniose 

Cutânea e mucosa normal (aumento 1000X). Macrófagos marcados para LXR. A-B: 

Leishmaniose Mucosa (LM). C-D: Leishmaniose cutânea localizada (LCL). E-F: Mucosa 

Normal (MN).  Imagens aumentadas 1000x. 

 



24 
 

Houve uma tendência a menor expressão de LXR nas amostras de LCL e LM, quando 

comparadas às sadias; entretanto, não houve diferença estatisticamente significante entre a 

quantificação de células marcadas nos diferentes grupos (P= 0,067 ) (Tabela 2, Figura 4). 

Tabela 1. Quantificação de células marcadas para LXR nas amostras de leishmaniose tegumentar e controle sadio. 

Tecido 

 QUANTIFICAÇÃO 

 Células marcadas Área em mm² cel/área em mm² 

LCL     

LCL 1  4 0,5766 6,93721817551162 

LCL 2  0 0,684 0 

LCL 3  0 0,2796 0 

LCL 4  0 0,140970 0 

LCL 5  4 0,5792 6,906077348066297 

LCL 6  0 0,6498175 0 

LM     

LM 1  0 0,76488 0 

LM 2  1 0,696085 1,436606161603827 

LM 3  0 0,730978 0 

MN     

MN 1  11 0,39569957 27,798867711683386 

MN 2  12 0,5481828 21,89050805680149 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Analise da quantificação das células marcadas para LXR por área de tecido na 

leishmaniose Cutânea, leishmaniose Mucosa e na Mucosa normal. Análise estatística foi feita 

com o teste não paramétrico de Kruskal-Wallistest (P=0,067). 
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V. DISCUSSÃO 

Os dados encontrados nesse trabalho demonstram uma redução da transcrição e sugerem 

sub-expressão de LXR nos pacientes com LCL e LM, em comparação com os doadores 

sadios. Já é sabido que o LXR tem um importante papel na resposta imune inata, 

sobretudo, no que se refere às respostas inflamatórias, inibindo a via do NF-kB (18–20). 

Apesar dos mecanismos específicos ainda serem pouco conhecidos, a ativação do LXR é 

capaz de inibir a síntese de diversos genes pró-inflamatórios como óxido nítrico sintase 

(iNOS), ciclo-oxigenase-2 (COX-2), interleucinas IL-6 e IL-1b, metaloproteinase de 

matriz (MMP)-9, proteína quimiotática de monócitos (MCP) e proteína de macrófagos 

inflamatórios-1b (MIP-1b) (18). Trabalhos anteriores já haviam demonstrado que 

agonistas do LXR são capazes de inibir uma série de eventos transcricionais inflamatórios 

relacionados à infeccção bacteriana em macrófagos (21,22). Outros estudos 

demonstraram a capacidade que agonistas do LXR tem de reduzir in vivo a inflamação 

em modelos animais de dermatite de contato e de aterosclerose (23,24). A sub-expressão 

do LXR identificada nesse trabalho pode estar relacionada a uma desregulação na 

modulação da resposta Th1 e Th17, com  consequente exacerbação da resposta 

inflamatória nas lesões e destruição tecidual encontrada nessas lesões (7).  

A regulação da atividade e sobrevida dos macrófagos é outro fator importante na duração, 

magnitude e características das respostas imunes. A morte programada das células limita 

a amplitude da inflamação e facilita sua resolução (18,25). A ativação do LXR está 

relacionada com uma maior sobrevida dos macrófagos e sua inibição está relacionada 

com mais eventos apoptóticos, considerando que a via ativa genes com efeitos inibidores 

da apoptose como: Bcl-xL, Bircla/NAIP (proteína inibitória de apoptose neural), e AIM 

(inibidor de fator apoptotico secretado por macrófagos) (18). A inibição apoptótica 

através da ativação do LXR já foi demonstrada nas infecções pelos seguintes patógenos: 

Bacillus anthracis, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes 

(26,27). Considerando que na LM, ocorrem mais eventos apoptóticos, pela supressão do 

LXR, em relação aos outros grupos, é possível que esses eventos estejam relacionados à 

maior amplitude da inflamação e maior dificuldade na resolução da lesão. 

Diferentemente do que foi encontrado na infecção por L. brasilienses, nesse trabalho e do 

que já foi demonstrado para infecções bacterianas, em que a deficiência do LXR é um 

fator complicador das infeccções, Bruhn e colaboradores ao analisarem a relação entre o 
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LXR e a infecção por Leishmania chagasi/infantum, na leishmaniose visceral, 

encontraram resultados opostos. Camundongos deficiente em LXR apresentavam melhor 

resposta frente à infecção por L. chagasi/infantum do que os camundongos selvagens, já 

que os macrófagos LXR-deficiente eliminaram parasitas mais eficientemente do que os 

do tipo selvagem, além de produzem mais NO e Interleucina-1B (IL-1B) (28). Cabe 

ressaltar que as leishmanioses tegumentar e visceral tem mecanismos completamente 

diferentes, o que pode explicar essa discordancia de resultados frente à presença do LXR. 

Enquanto na leishmaniose visceral é possivel encontrar muitos parasitas no hospedeiro, 

nas leishmanioses tegumentar a resposta imune tem maior destaque no desenvolvimento 

das lesões, que possuem pouquissimos parasitas, portanto uma exacerbação na resposta 

inflamatória é benefica na eliminação de parasitas na leishmaniose visceral e prejudicial 

na resolução da lesão na leishmaniose tegumentar. 

Apesar dos resultados encontrados nesse trabalho serem congruentes com diversos outros 

estudos anteriormente publicados, é preciso ressaltar que o número de casos estudados, 

sobretudo na etapa das imuno-histoquímicas, foi pequeno. Além disso, não foram 

analisadas amostras de pele normal por imuno-histoquímica, o que impediu uma 

comparação pareada dos grupos estudados. 

Nas próximas etapas desse trabalho, novas análises por imuno-histoquímica serão feitas, 

uniformizando os grupos estudados. Ensaios pilotos in vitro também já foram iniciados, 

onde macrófagos humanos infectados por leishmania foram expostos à agonistas do LXR 

para que seja observado a evolução da infecção e a variação no perfil de citocinas, com e 

sem estimulo à via do LXR. 
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VI. CONCLUSÃO 

 

1. Houve menor transcrição de RNAm para LXR nos pacientes portadores de LCL 

e LM, em relação às amostras sadias. 

2. Houve tendência a menor expressão de LXR na LCL e na LM, em relação aos 

tecidos sadios na imuno-histoquímica, entretanto não houve diferença 

estatisticamente significante entre os grupos. 
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VII. SUMMARY 

Evaluation of liver X receptor (LXR) expression in cutaneous leishmaniasis. 

Background: cutaneous Leishmaniasis is endemic in Brazil, with about 240,000 new 

cases in the last ten years. Mostly caused by Leishmania braziliensis, it is characterized 

by cutaneous or mucous lesions, with intense inflammatory infiltrate and few parasites, 

especially in mucous leishmaniasis. The "liver X receptor" (LXR), a member of the 

nuclear receptor supefamily , seens to have a prominent role in the regulation of 

macrophages in infectious processes. Genes inhibited by LXR express proteins with 

proinflammatory effects, suggesting that these receptors influence the immune response. 

Objective: evaluate a transcription and an in situ protein expression of LXR in different 

forms of cutaneous leishmaniasis. Methodology: Samples of lesions from patients with 

localized cutaneous leishmaniasis (LCL), mucos leishmaniasis (LM), normal skin 

samples (PN) and normal mucosa (MN) of healthy donors (control) where submitted to a 

RNAm extraction (LCL = 43, LM = 04. PN = 20, MN = 05). Then the transcripts were 

analyzed by nanostring for an expression of the hundreds of molecules involved in the 

immune response. The differently pathways expressed were identified by Ingenuity 

Pathway Analysis (IPA) software. Protein expression of LXR was evaluated by 

immunohistochemistry (LCL = 06, LM = 03, MN = 02) using anti-LXRα primary 

antibody and the marked area was quantified using ImagePro software. Results: (1) the 

expression of mRNA for LXR was decreased in both LCL and LM compared to controls; 

(2) there was a trend to lower LXR expression in LCL and LM samples when compared 

to healthy ones; however, there was no significant statistical difference between the 

groups. Conclusion: There is a reduction in transcription and translation of LXR in situ 

in cutaneous leishmaniasis, which may be related to an exacerbated inflammatory 

response in this disease.  

Key words: 1. Cutaneous Leishmaniasis, 2. Mucous Leishmaniasis; 3. Innate immune 

response; 4. LXR transcription factor; 5. Macrophages; 6. Immunohistochemistry  
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ANEXO 1 

Parecer Consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisas – Centro de Pesquisas Gonçalo 

Moniz- FIOCRUZ 
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  ANEXO 2 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Pacientes com Leishmaniose Mucosa e 

Leishmaniose Cutânea 
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ANEXO 3 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Doadores de Pele e Mucosa Normal 
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ANEXO 4 

Folha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos 

 


