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RESUMO 

A Leishmaniose Cutânea Difusa (LCD) é uma forma rara de manifestação da Leishmaniose 

Tegumentar Americana (LTA), porém de grande gravidade, devido a sua natureza crônica e 

maciço comprometimento dérmico. No Brasil, essa forma clínica é causada exclusivamente 

por Leishmania (L.) amazonensis. Imunologicamente, caracteriza-se por um predomínio de 

resposta com perfil Th2, com presença de inúmeros macrófagos vacuolizados intensamente 

parasitados. Alguns estudos mostram que eicosanóides podem desempenhar um papel crucial 

na infecção experimental por Leishmania. Entretanto, pouco se sabe da participação desses 

mediadores inflamatórios na patogênese da LCD. Nesse trabalho investigamos o perfil de 

eicosanóides, enzimas e citocinas associadas à resposta inflamatória em pacientes com LCD 

através de imunohistoquímica e dosagens sorológicas. Nossos resultados imunohistoquímicos 

evidenciaram uma maior expressão de COX-2, 5-LO e arginase na lesão de paciente com 

LCD, os quais reduziram após tratamento, assemelhando-se à expressão encontrada na lesão 

de paciente com Leishmaniose Cutânea Localizada (LCL). A nível sistêmico, observou-se 

baixa produção de citocinas do perfil Th1 (TNF-α, IFN-γ e IL-12) e concentração elevada de 

TGF-β e arginase no soro de pacientes com LCD, quando comparados a pacientes com LCL e 

com controles endêmicos. A razão entre PGE₂ /LTB4 também se mostrou significativamente 

elevada nesses pacientes. Nossos achados sugerem que os eicosanóides podem estar 

envolvidos no estabelecimento de uma resposta imune anti-inflamatória, com desvio do 

metabolismo da L-arginina para a via da arginase em pacientes com LCD. Esses resultados 

fornecem uma perspectiva de novos alvos terapêuticos no controle da doença. 
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INTRODUÇÃO 

Aspectos Gerais da Leishmaniose 

A leishmaniose é uma doença parasitária de transmissão vetorial que possui como 

agente etiológico protozoários do gênero Leishmania. Estima-se que 350 milhões de pessoas 

estejam em risco de contrair a doença, e cerca de 2 milhões de novos casos ocorram 

anualmente (WHO, 2010). Sua relevância reside não somente na sua alta incidência e ampla 

distribuição geográfica, mas também na possibilidade de assumir formas que podem 

determinar lesões destrutivas, desfigurantes e incapacitantes, com graves repercussões na vida 

do indivíduo (Gontijo et al, 2003). 

As leishmanias apresentam um ciclo de vida digenético: no estágio extracelular, as 

promastigotas se multiplicam e se desenvolvem dentro do trato digestivo dos insetos vetores, 

os flebotomíneos, enquanto as amastigotas, formas intracelulares, residem e se multiplicam 

nos vacúolos fagolisossomais de macrófagos de mamíferos (revisado em Mougneau et al, 

2011). A transmissão da leishmania para hospedeiros vertebrados ocorre durante o repasto 

sanguíneo quando a fêmea do flebótomo infectada com o parasita inocula na pele formas 

promastigotas metacíclicas. Dentro das células do sistema fagocitário, essas promatigotas se 

transformam em amastigotas, se multiplicam, rompem essas células e infectam novos 

macrófagos. Ao picar um hospedeiro vertebrado contaminado, os flebótomos ingerem sangue 

infectado por células contendo amastigotas. No intestino do inseto, as amastigotas se 

diferenciam em promastigotas e migram para a probóscide, sendo transmitida para um novo 

hospedeiro no momento da picada (Fig.1). 

A leishmaniose pode se manifestar basicamente em duas formas clínicas: 

Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e a Leishmaniose Visceral (LV). Essa diferença 

na apresentação depende da espécie de leishmania envolvida e da relação do parasita com seu 

hospedeiro (Gontijo et al, 2003). 

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma endemia mundialmente 

negligenciada e constitui-se um importante problema de Saúde Pública atingindo 88 países. 

Em sete deles concentram-se 90% dos casos: Afeganistão, Argélia, Brasil, Irã, Peru, Arábia 

Saudita e Síria (Desjeux, 2004). No Brasil, no período de 1988 a 2009, a LTA apresentou 

média anual de 26.021 casos registrados e coeficiente de detecção médio de 14,1 casos por 
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100.000 habitantes. Ao longo desse período, observou-se uma tendência de crescimento dessa 

endemia. (Ministério da Saúde – Portal da Saúde, acessado em março de 2012)  

As três principais espécies de Leishmania responsáveis pela LTA em humanos no 

Brasil são a Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis e 

Leishmania (Leishmania) amazonensis (Ministério da Saúde, 2007). Apresentam como 

vetores insetos hematófagos da subfamília Phlebotominae, gênero Lutzomyia, conhecidos 

como flebótomos (Gil et al, 2003). 

 

 

Figura 1. Ciclo de Vida de Leishmania sp 

Fonte: Adaptada (CHAPPUIS, 2007). 

 

A LTA pode se apresentar como Leishmaniose Cutânea Localizada (LCL), 

Leishmaniose Cutânea Mucosa (LCM) e Leishmaniose Cutânea Difusa (LCD). No centro do 

espectro clínico-imunológico da LTA, a LCL é a forma mais freqüente e pode ser causada por 
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L. braziliensis, L. amazonensis e L. guyanesnsis. É constituída por uma ou mais lesões 

cutâneas ulceradas, mantidas por uma eficiente resposta de células T, que geralmente favorece 

uma boa reação à terapia antimonial tradicional. A LCM, o polo hiperérgico da doença, é 

caracterizada imunologicamente pelo exagero das respostas celulares anti-Leishmania e pela 

escassez de parasitas nas lesões da mucosa (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007). Já na forma 

clínica anérgica, a LCD, as lesões de pele nodulares disseminadas em todo corpo são 

marcadas por uma elevada produção de IL-4, resultando em um fraco controle imune da 

infecção pelas células T e uma resolução inadequada ao tratamento tradicional por 

antimoniato pentavelente (Silveira et al, 2009). 

 

Leishmaniose Cutânea Difusa 

A LCD representa uma forma rara da LTA. Entretanto, por causa das consequências 

estigmatizantes para o paciente, é reconhecida como um importante problema de saúde 

pública (Desjeux, 2004). No Brasil é causada exclusivamente pela L. amazonensis (Ministério 

da Saúde, 2007). 

A doença geralmente inicia-se com uma lesão primária e única que em seguida 

dissemina-se envolvendo outras áreas do corpo (Grevelink et al,1996). As lesões apresentam-

se como eritemas, pápulas, tubérculos, nódulos, infiltrações difusas e aspecto tumoral (Costa 

et al, 2009). Suas lesões nodulares e infiltrações cutâneas pronunciadas simulam quadro de 

hanseníase virchowiana (Pearson et al, 1996). Uma característica marcante na LCD é o teste 

de Intradermo Reação de Montenegro (IDRM) negativo. 

A LCD progride lentamente e pode persistir por décadas (Pearson et al, 1996). As 

lesões em geral não cicatrizam de forma espontânea e são classicamente resistentes ao 

tratamento medicamentoso (Gontijo et al, 2003). Após vários esquemas terapêuticos anti-

Leishmania, os pacientes com LCD apresentam respostas clínicas caracterizadas 

por significativa redução de lesões cutâneas, mas praticamente todos têm recidiva alguns 

meses após a terapia (Costa et al. 1992). 

Alguns trabalhos têm mostrado que na LCD predomina uma resposta imunológica do 

tipo Th2. Silveira e cols. (2004) evidenciaram baixa expressão de IFN-γ contrastando com a 

elevada quantidade de mRNA de IL-4 nas mesmas amostras de lesões cutâneas de pacientes 

com LCD. Bomfim e cols. (1996) demonstraram que durante a doença ativa, células do 
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sangue periférico de pacientes com LCD não expressam mRNA para IFN-γ, contudo possuem 

altos níveis de mRNA para IL-2, IL-4 e IL-10.  Entretanto observou-se que após indução da 

cicatrização das lesões cutâneas pós-tratamento, ocorre uma expressão de IFN-γ e diminuição 

de IL-10. Outras citocinas também estão envolvidas no estado anérgico da LCD. O TNF-α, 

um importante potencializador do IFN-γ, encontra-se reduzido no soro de pacientes com LCD 

quando comparados com pacientes com LCM (Castes et al, 1993).  

No modelo experimental, Barral-Netto e cols.(1992) demonstraram um aumento na 

produção de TGF-β  por macrófagos peritoneais e em tecidos da pata de camundongos 

infectados por L. amazonensis , assim como um aumento das lesões de camundongos onde foi 

administrado TGF-β exógeno (revisado em Barral et al, 2009) 

O estudo microscópico revela nas lesões ativas da LCD um quadro monótono 

constituído por macrófagos vacuolados e repletos de parasitas, obscurecendo estruturas da 

derme e da hipoderme (Convit et al, 1972). Nas lesões que involuem espontaneamente ou por 

ação de tratamento, observa-se acentuação do infiltrado linfoplasmocitário e áreas de fibrose e 

necrose (Bittencourt, 2009). 

 

Resposta macrofágica à infecção por Leishmania 

Os macrófagos são as principais células parasitadas durante a infecção por 

Leishmania. A sobrevivência desse parasita dentro dos macrófagos depende de diversos 

fatores, dentre os quais se destaca a L-arginina, substrato de duas enzimas que desempenham 

papéis opostos: a óxido nítrico sintase (iNOS) e a arginase. A iNOS é induzida por citocinas 

Th1 e oxida a L-arginina em óxido nítrico, responsável pela morte do parasita dentro da 

célula. As citocinas do perfil Th2 induzem a expressão de arginase, que ao degradar a L-

arginina, leva a produção de poliaminas necessárias à sobrevivência das amastigotas dentro 

dos macrófagos. Dessa forma, esta enzima possui um papel importante na manutenção da 

infecção por Leishmania (revisado em Das et al, 2010; Wanasen et al, 2008).  

 

Eicosanóides 

Eicosanóides são mediadores lipídicos derivados do metabolismo do ácido 

araquidônico liberado de fosfolipídios da membrana celular (Park et al., 2006) após ativação 
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por trauma, citocinas específicas, complexos imunes e outros mediadores (Funk, 2001). O 

ácido araquidônico liberado pode ser metabolizado por diversas vias dando origem às 

prostaglandinas (PGs), tromboxanos, lipoxinas e aos leucotrienos (LTB) (Peters-Golden, 

2007). As principais enzimas envolvidas nesse processo são as cicloxigenases (COX) e as 

lipoxigenases (LO).  

O ácido araquidônico é convertido a prostaglandina intermediária PGH2 pela ação da 

prostaglandina sintase, mais comumente conhecida como cicloxigenase (COX) (revisado em 

Harris et al, 2002). Essa enzima pode se apresentar em duas formas: COX-1, expressa 

constitutivamente, e COX-2, com expressão induzível em processos inflamatórios (Funk, 

2001). O produto da ação da COX-2, a PGH2, pode ser convertido em diversos tipos de 

prostanóides, sendo a PGE₂ o mais abundante no corpo humano. Esta, dependendo do 

contexto, pode exercer um papel homeostático, pró-inflamatório ou anti-inflamatório (Park et 

al, 2006). No tocante à infecção com microorganismos, a produção de prostaglandina E2 tem 

sido associada ao aumento da produção de cAMP, supressão da resposta imune do hospedeiro 

com a inibição da produção citocinas pró-inflamatórias, tais como: IFN-γ, TNF-α, IL-12, IL-2 

e IL-1β. Em contrapartida, a PGE₂ é capaz de induzir a produção de citocinas de perfil Th2, 

bem como IL-10, IL-4 e imunoglobulinas do tipo IgE e IgG1 (revisado em Harris et al., 

2002). 

Mediadores lipídicos desempenham um papel crucial na infecção por Leishmania. A 

interação in vitro entre macrófagos infectados e neutrófilos apoptóticos no modelo 

experimental murino (Ribeiro-Gomes et al., 2005) e em células humanas (Afonso et al., 2008) 

resultou no sucesso da infecção por Leishmania e aumento da carga parasitária por um 

mecanismo de supressão da resposta imune dependente da produção de PGE2 e TGF-β. PGE₂ 

exógeno também foi capaz de aumentar a carga parasitária em macrófagos de BALB/c 

infectados com  L. amazonensis (Pinheiro et al, 2009). 

Além do metabolismo da COX, o ácido araquidônico também pode ser metabolizado 

pela via da 5-lipoxigenase, resultando na produção de leucotrienos e lipoxinas. Os 

leucotrienos possuem um papel tipicamente pró-inflamatório, com o potencial de quimioatrair  

leucócitos e fagócitos e aumentar a capacidade microbicida dos mesmos (revisado por Peters-

Golden, 2005). Em contrapartida, as lipoxinas atuam inibindo a migração de neutrófilos e 

estimulando a quimiotaxia de macrófagos que, no entanto não geram ânions superóxidos nem 

degranulam na presença desse mediador (Lawrence, 2002). A presença de pequenas doses de 



10 
 

 

LTB4 levou à redução da carga parasitária durante a infecção por Leishmania amazonensis em 

macrófagos peritoniais murinos, em um mecanismo associado ao aumento da produção de 

óxido nítrico (Serezani et al., 2006).  

Embora hajam evidências na literatura da importância de eicosanóides e da enzima 

arginase na infecção experimental por Leishmania (Millano et al, 1996), pouco se sabe da 

participação desses mediadores na patogênese da LCD. Nesse trabalho buscaremos investigar 

o perfil de eicosanóides, citocinas e enzimas associadas à resposta inflamatória em pacientes 

com LCD. 
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HIPÓTESE 

Os eicosanóides e enzimas associadas na sua produção participam da patogênese da 

Leishmaniose Cutânea Difusa. 

 

OBJETIVOS 

1- Imunolocalizar as enzimas COX-2, 5-LO e Arginase em cortes histológicos de 

amostras de lesões de pacientes com LCD e LCL. 

2- Avaliar a produção de PGE2, LTB4 e Arginase no soro de pacientes com LCD, LCL e 

controle da área endêmica 

3- Averiguar o perfil de citocinas no soro de pacientes com LCD, LCL e controle da área 

endêmica. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

Pacientes 

Foram analisados 12 soros e 2 amostras de lesões de pacientes com LCD, provenientes 

do Maranhão, e 30 soros e 1 amostra de lesão de pacientes com LCL, provenientes do Vale de 

Jiquiriçá (Ba). As amostras de lesões de LCD são de um mesmo paciente, sendo uma de lesão 

ativa e a outra de lesão em remissão. A avaliação clínica dos pacientes foi feita nos postos de 

saúde do município onde os mesmos residem, por uma equipe de médicos coordenada por Dr. 

Jackson Costa e Dra. Aldina Barral. Também foi analisado o soro de 49 parentes dos 

pacientes com Leishmaniose Cutânea Difusa, constituindo o controle da área endêmica. 

Foram realizadas coleta de sangue periférico e de amostras das lesões, após assinatura do 

termo de consentimento livre e esclarecido pelos pacientes ou pelos seus tutores e todos os 

procedimentos foram aprovados pela Comitê de Ética de Pesquisa do Centro de Pesquisa 

Gonçalo Moniz licenciado sob número 136/2007. 

 

Imunohistoquímica 

 A análise imunohistoquímica foi utilizada para detecção de arginase e enzimas chaves 

na produção de eicosanóides nas amostras de lesão de pacientes com Leishmaniose Cutânea 

Difusa (LCD) e Leishmaniose Cutânea Localizada (LCL). Secções em parafina foram obtidas 

em lâminas ImunoSlide, sendo em seguida realizada desparafinização, que consiste em: 3 

lavagens em xilol e 2 em acetona;  reidratação gradual, com lavagens em álcool (100%, 

70%,50% e 30%), água corrente e água destilada; e recuperação antigênica com incubação em 

tampão citrato à 100°C por 30 min. Depois de esfriar em temperatura ambiente no tampão 

citrato, as lâminas foram incubadas em peróxido de hidrogênio à 3% por 20 minutos, para 

bloqueio da peroxidade endógena. Em seguida, foram lavadas com PBS 1X, sendo 

posteriormente incubadas em leite desnatado à 3%por 60 min para bloqueio de sítios de 

ligações inespecíficos. As lâminas foram então lavadas com PBS 1X e incubadas overnight à 

4°C com anticorpos primários contra Arginase I ( 2 ug/ml) - Santa Cruz Biotechnology, INC; 

COX-2 (2 ug/ml)  e 5-LO (4 ug/ml) – ambos provenientes da Cayman Chemical, Ann Arbor, 

MI. IgG de camundongo não imunizado serviu como controle negativo. Após 20 minutos em 

temperatura ambiente, as amostras foram lavadas com tampão e incubadas com anticorpo 

secundário biotinilado Advance HRP-Link (DAKO, Cambridge, UK) por 30 minutos, seguido 
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de incubação com Advance HRP-Enzyme por mais 30 minutos. Foi realizada revelação com 

3,30-diaminobenzidine (DAKO, Cambridge, UK) e contracoloração com Hematoxilina.   

Foram obtidas imagens digitais das seções em 5 campos no aumento de 400x, 

capturadas utilizando microscópio Nikon E600 e câmara digital Q-Color 1 Olympus. 

Posteriormente foi quantificada a área marcada utilizando o software Image-Pro Plus (Media 

Cybernetics, Silver Spring, MD) e o resultado foi expresso em média da % área 

marcada/campo ± desvio padrão. 

 

Dosagens sorológicas 

A dosagem de PGE₂, LTB4, Arginase, TGF-β, TNF-α, IL-12, INF-γ foi realizada no 

soro de pacientes com LCL, pacientes com LCD e controles da área endêmica. Foi utilizada a 

técnica de ELISA para a dosagem sérica de PGE2, LTB4, Arginase e TGF-β de acordo com as 

instruções do fabricante (PGE₂ e LTB4 - Cayman Chemical, Ann Arbor, MI; Arginase – 

Hycult biotech, Netherland; TGF-β - R&D Systems, Minneapolis, MN). Os níveis séricos de 

TNF-α, IL-12 e INF-γ foram mensurados utilizando kit Inflamatório Humano Cytometric 

Bead Array (CBA) de acordo com o protocolo do fabricante (BD Biosciences, California, 

USA). A concentração foi determinada pela comparação com a curva padrão gerada de cada 

citocina. 

 

Análise estatística 

Os dados da dosagem sorológica são reportados como mediana e intervalo interquartil 

de experimentos representativos. O resultado da quantificação da porcentagem da área 

marcada é expresso como média ± desvio padrão.  Ambos os resultados foram analisados 

utilizando GraphPad Prism 5.0. As diferenças entre os grupos foram calculadas usando teste 

Mann-Whitney não-paramétrico ou  teste de Wilcoxon.  A diferença foi considerada 

estatisticamente significante com p < 0.05. 
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RESULTADOS 

Expressão in situ da COX-2, 5-LO e Arginase em pacientes com LCD 

A participação dos eicosanóides na patogênese da Leishmaniose Cutânea Difusa foi 

investigada in situ através da realização de imunohistoquímica para as enzimas COX-2 e 5-

LO em seções de pele e pacientes com LCL e com LCD (pré-tratamento e pós-tratamento) 

(Fig. 2, 3 e 4). 

Na figura 2 é possível observar que a lesão ativa do paciente com LCD apresentou 

uma expressão mais elevada de COX-2 em comparação com a lesão do paciente com LCL. 

Mesmo após o tratamento, a quantidade dessa enzima se mantém maior nos pacientes com 

LCD. Quando se analisou a expressão de 5-LO, foi observada maior expressão em paciente 

com LCD em comparação ao paciente com LCL (Fig.3). 

Também foi avaliada a expressão da arginase, uma enzima associada à sobrevivência 

das amastigotas dentro dos macrófagos infectados por Leishmania (Fig.4). Foi observada uma 

maior porcentagem de área marcada expressando essa enzima em pacientes com LCD quando 

comparados com pacientes com LCL, que possuem uma melhor resposta à presença do 

parasita. Após o tratamento do paciente com LCD, não houve diminuição da significante da 

quantidade da enzima expressa no tecido, sugerindo que a presença da mesma na lesão pode 

ser importante para a manutenção da doença. 
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Figura 2. Expressão de COX- 2 em pacientes com LCD e LCL 
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Figura 2. Imunolocalização da enzima COX-2 em paciente com LCD pré-tratamento (A) e pós-tratamento (B) e em 

paciente com LCL (C). Seções de pele obtida de amostra de lesões de pacientes com LCL e com LCD pré- e pós- tratamento 

foram preservadas em parafina, e a expressão de COX-2 foi investigada por imunohistoquímica. As lâminas foram reveladas 

com diaminobenzidina (DAB) e contrastadas com hematoxilina. A coloração marrom mostra a expressão dessas enzimas. 

Aumento: 400x. O gráfico (D) representa o percentual de área marcada por campo, realizada utilizando o software Image-

Pro Plus e o GraphPad Prism 5.0. As diferenças entre os grupos foram calculadas usando teste Mann-Whitney não-

paramétrico ou  teste de Wilcoxon, com p < 0.05 considerado significante. 
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Figura 3. Expressão de 5-LO em pacientes com LCD e LCL 
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Figura 3. Imunolocalização da enzima 5-LO em paciente com LCD pré-tratamento (A) e pós-tratamento (B) e em paciente 

com LCL (C). Seções de pele obtida de amostra de lesões de pacientes com LCL e com LCD pré- e pós- tratamento foram 

preservadas em parafina, e a expressão de COX-2 foi investigada por imunohistoquímica. As lâminas foram reveladas com 

diaminobenzidina (DAB) e contrastadas com hematoxilina. A coloração marrom mostra a expressão dessas enzimas. 

Aumento: 400x. O gráfico (D) representa o percentual de área marcada por campo, realizada utilizando o software Image-

Pro Plus e o GraphPad Prism 5.0. As diferenças entre os grupos foram calculadas usando teste Mann-Whitney não-

paramétrico ou  teste de Wilcoxon, com p < 0.05 considerado significante. 
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Figura 4. Expressão de Arginase em pacientes com LCD e LCL  
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Figura 4. Imunolocalização da enzima Arginase em paciente com LCD pré-tratamento (A) e pós-tratamento (B) e em 

paciente com LCL (C). Seções de pele obtida de amostra de lesões de pacientes com LCL e com LCD pré- e pós- tratamento 

foram preservadas em parafina, e a expressão de COX-2 foi investigada por imunohistoquímica. As lâminas foram reveladas 

com diaminobenzidina (DAB) e contrastadas com hematoxilina. A coloração marrom mostra a expressão dessas enzimas. 

Aumento: 400x. O gráfico (D) representa o percentual de área marcada por campo, realizada utilizando o software Image-

Pro Plus e o GraphPad Prism 5.0. As diferenças entre os grupos foram calculadas usando teste Mann-Whitney não-

paramétrico ou  teste de Wilcoxon, com p < 0.05 considerado significante. 
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Dosagem no soro de mediadores lipídicos e citocinas 

Para avaliar a presença sistêmica dos eicosanóides na LCD, foi feita a dosagem de 

dois produtos do metabolismo do ácido araquidônico, PGE₂ e LTB4, no soro dos pacientes 

com leishmaniose e nos controles da área endêmica. A PGE2 mostrou-se elevada no soro de 

pacientes com LCD quando comparados aos controles saudáveis da área endêmica (p=0,003) 

(Fig.5.1-B). Entretanto, não houve diferença significante na quantidade em pacientes com 

LCD em relação aos pacientes com LCL (Fig.5.2-B). Quanto ao produto da via da 5-LO, não 

houve diferença estatisticamente significante na proporção de LTB4 no soro de pacientes com 

LCD confrontada aos outros dois grupos (Fig. 5.1-C e 5.2-C). A razão entre PGE₂ e LTB4 

sérico, por sua vez, apresentou-se maior em pacientes com LCD do que nos outros dois 

grupos (p=0,0001) (Fig. 5.1-D e 5.2-D).  

Na infecção por Leishmania, a arginase desempenha um papel essencial na 

sobrevivência e multiplicação desses protozoários dentro dos macrófagos humanos. Por esse 

motivo, essa enzima foi determinada no soro dos indivíduos de cada grupo. Observou-se uma 

proporção mais pronunciada de arginase nos pacientes com LCD quando comparados aos 

controles da área endêmica (p< 0,0001) (Fig. 5.1-A) ou com pacientes com LCL (p=0,006) 

(Fig. 5.2-A) 

Com o objetivo de analisar sistemicamente o perfil de citocinas na LCD, foi realizada 

dosagem de citocinas chaves no estabelecimento de uma resposta imunológica contra a 

infecção por Leishmania no soro de pacientes com LCL, LCD e parentes saudáveis destes 

últimos. Pode-se observar na figura 3 que os pacientes com LCD apresentam baixa 

concentração de IFN-γ, TNF-α e IL-12, citocinas do perfil de resposta Th1, quando 

comparados com pacientes com LCL (P< 0,001) (Fig. 5.2- F, G e H). A quantidade de TNF-α 

e IFN-γ dos pacientes com LCD se assemelha a dos controles saudáveis, não havendo 

diferença estatística entre eles. Entretanto, a IL-12 mostrou-se significativamente mais 

elevada no grupo controle (p=0,001) (Fig, 5.1-H). No que se refere à TGF-β, uma citocina 

tipicamente regulatória, esta se encontra elevada em pacientes com LCD comparados com os 

seus parentes e com os pacientes com LCL (p<0,0001) (Fig. 5.1-E e 5.2-E). 
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Figura 5. Dosagem no soro de mediadores lipídicos e citocinas  

Figura 5.1 

 

Figura 5.2 

 

Figura 5. Concentração plasmática de mediadores lipídicos, arginase e citocinas em pacientes com LCD comparados a 

controle da área endêmica (3.1) e pacientes com LCL (3.2). Níves plasmáticos de Arginase I (A), PGE₂ (B), LTB4 (C), 

TGF-β (E), TNF-α (F), IFN-γ (G) e IL-12 (H) foram mensurados por ELISA em controles área endêmica (CE) e pacientes 

com LCL e LCD. A diferença entre os dois grupos foi calculada usando Mann-Whitney test e p<0.05 foi considerado 

estatisticamente significante. 
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DISCUSSÃO 

A LCD é uma patologia rara, entretanto, por ser uma doença com potencial de 

cronificar e causar grandes deformidades nos seus portadores, a investigação de seus  

mecanismos imunopatogênicos é de grande relevância. Diante disso, os eicosanóides 

representam um alvo importante de estudo, tendo em vista o seu papel no estabelecimento e 

manutenção da resposta inflamatória, que pode estar interferindo na infecção pela 

Leishmania. Assim, nesse trabalho foi investigada a presença de eicosanóides e de enzimas 

chave na resposta inflamatória à infecção por esse parasita tanto na lesão quanto 

sistemicamente.  

Nossos resultados revelaram que na lesão ativa do paciente com LCD há uma 

expressão significativamente mais elevada da COX-2 em comparação com pacientes com 

LCL. Sabe-se que a COX-2 é uma enzima essencial na produção de PGE₂, um mediador 

lipídico que alguns estudos têm mostrado desempenhar um papel importante na infecção por 

Leishmania. Já foi observado que o bloqueio da produção de PGE₂ pela indometacina foi 

capaz de diminuir a parasitemia em camundongos infectados com L. amazonensis (Lonardoni 

et al, 2000; Guimarães et al, 2006), inibidor das enzimas COX-1 e COX2, também é capaz de 

induzir a expressão de IL-12 em macrófagos infectados com L. mexicana (Shweash et al, 

2011). Portanto, nossos achados corroboram a idéia que a COX-2 e o seu produto podem estar 

relacionados com a persistência da infecção. 

Mesmo sem diferença estatística entre os grupos,observou-se uma presença acentuada 

de 5-LO nos pacientes com LCD, o que parece contraditório, visto que já foi mostrado tanto 

na leishmaniose (Serezani et al, 2006) como em outros modelos de infecção parasitária 

(Talvani et al, 2002), que os leucotrienos, os produtos mais estudados dessa via, agem no 

controle da infecção por um mecanismo dependente de óxido nítrico. Entretanto, vale 

ressaltar que a 5-LO também é responsável pela síntese de lipoxinas, eicosanóides com 

propriedades predominantemente anti-inflamatórias (Serhan et al, 2008). Ainda não se sabe 

como as lipoxinas atuam na leishmaniose, mas a alta expressão de 5-LO em lesões ativas de 

pacientes com LCD observada em nossos resultados associada à produção não significante de 

LTB4 pode ser um indício de que esteja ocorrendo um desvio da via da 5-LO favorável à 

produção de lipoxinas ao invés de LTB4. 

De forma semelhante ao padrão observado nos eicosanóides, a arginase também 

mostrou uma expressão maior na lesão ativa de LCD, reduzindo após o tratamento. Modollel 
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e cols (2009) mostrarm resultado análogo em seu experimento com camundongos infectados 

com L. major. Nesse estudo, a arginase I é altamente expressa no local da lesão causada por L. 

major, interferindo na capacidade das células T de produzirem IFN-g. A inibição da arginase 

com Nv-hydroxy-nor-L-arginine (nor-NOHA) reverteu a supressão das células T e resultou no 

controle da infecção do parasita. Dessa forma, nossos resultados corroboram os achados na 

literatura de que a presença da arginase, no contexto da infecção por Leishmania, é deletéria 

para o hospedeiro. 

No soro, a razão entre PGE₂ e LTB4 encontra-se significativamente mais elevada em 

pacientes com LCD, evidenciando um desvio a nível sistêmico do metabolismo do ácido 

araquidônico para a via da COX. Em modelos experimentais, alguns estudos demonstram que 

a produção acentuada de PGE favorece a persistência e progressão da infecção por L. 

amazonensis (Matte et al, 2001). 

Nossos resultados também evidenciaram uma concentração maior de arginase no soro 

dos pacientes com LCD em relação aos demais grupos. O desvio da utilização da L-arginina  

para a via da arginase sofre influência da resposta Th2 (Iniesta et al, 2005). Em consonância 

com a literatura, observa-se neste trabalho que a expressão sistêmica acentuada de arginase 

em pacientes com LCD ocorreu simultaneamente a uma baixa expressão de citocinas da 

resposta Th1 e aumento da quantidade de TGF-β, citocina do perfil anti-inflamatório.  

Com relação às citocinas, nossos dados revelaram menores níveis sorológicos de TNF-

α, IFN-γ e IL-12 em pacientes com LCD comparados a pacientes com LCL. Além disso, 

pacientes com LCD, as concentrações de TNF-α e IFN-γ, citocinas conhecidas por seu papel 

pró-inflamatório na doença, assemelharam-se a dos controles endêmicos sem infecção.  A IL-

12 apresentou uma concentração significativamente menor em pacientes com LCD em 

comparação com os controles saudáveis. Estudos têm demonstrado que esta citocina 

desempenha um papel importante na resistência contra Leishmania e no direcionamento para 

o polo Th1 em modelo murino (Mattner et al, 1997). Por outro lado, o TGF-β, citocina 

comumente associada a uma resposta anti-inflamatória, encontrava-se acentuadamente mais 

elevada nos pacientes com LCD em relação aos demais grupos. Esses resultados apontam 

para uma ineficiência sistêmica em montar uma resposta Th1 contra a infecção por L. 

amazonensis. 
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CONCLUSÃO 

Em conjunto, esses resultados contribuem para o entendimento do papel 

desempenhado pelos mediadores lipídicos e enzimas chave da resposta inflamatória na 

patogênese da LCD tanto a nível local quanto sistêmico. Nossos dados sugerem que a enzima 

COX-2 e o seu principal produto (PGE2) estão envolvidos no estabelecimento de uma 

resposta anti-inflamatória, com desvio do metabolismo da L-arginina para a via da arginase. 

Dessa forma esse estudo levanta perspectivas para investigação de mecanismos que 

correlacionem esses achados em estudos com PBMC , o que pode possibilitar a descoberta de 

novos alvos terapêuticos para controlar a disseminação ou até mesmo promover a regressão 

de lesões ativas. 
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SUMMARY 

Diffuse Cutaneous Leishmaniasis (LCD) is a rare manifestation of American Tegumentary 

Leishmaniasis, but high severity, because of its chronic nature and massive dermal 

involvement. In Brazil, this clinical form is exclusively caused by Leishmania (L.) 

amazonensis. Immunologically characterized by a predominance of response 

with Th2 profile, with presence of numerous vacuolated macrophages heavily parasitized. 

Studies show that eicosanoids may play a key role in experimental infection by Leishmania. 

However, little is known about the involvement of these inflammatory mediators in 

the LCD's pathogenesis. In this work we investigated the profile of eicosanoids, enzymes 

and cytokines associated to inflammatory response in LCD's patients by 

immunohistochemistry and serum dosages. Our immunohistochemical results showed a 

higher expression of COX-2, 5-LO and arginase in LCD's patient's lesion, which decreased 

after treatment, resembling to the expression found in the patient's lesion, 

with LocalizedCutaneous Leishmaniasis (LCL). In systemic level, there was low production 

of Th1's profile's cytokine (TNF-α, IFN-γ and IL-12) and high concentration of TGF-β and 

arginase inLCD's patient's serum, when compared to LCL's patients and endemic controls. 

The ratio between PGE₂/LTB4 was also significantly elevated in these patients. Our findings 

suggest that eicosanoids may be involved in establishing an antiinflammatory immune 

response, with deviation of metabolism of L-arginine to the way of arginase in LCD's 

patients. These results provide an overview of new therapeutic targets for disease control. 
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ANEXOS 

Anexo I. Cópia do parecer do Comitê de Ética em Pesquisa 
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Anexo II. Declaração 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


