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RESUMO 

 

As células dendríticas (DCs) são potentes células apresentadoras de antígeno envolvidas 

principalmente na iniciação da resposta imune primária. As DCs podem ser isoladas a partir do 

cultivo de monócitos do sangue periférico humano realizado na presença de GM-CSF e IL-4. 

Protozoários do gênero Leishmania são parasitas intracelulares obrigatórios de células do Sistema 

Fagocítico Mononuclear como os macrófagos e as DCs. A L. amazonensis, espécie utilizada em 

nossos estudos, causa principalmente lesões cutâneas que podem se cronificar resultando num 

processo infeccioso com conseqüente hipóxia tecidual.  

 Neste trabalho avaliamos o papel deletério/terapêutico da hipóxia em modelo in vitro de 

uma infecção intracelular, a leishmaniose, através da análise dos parâmetros comentados na 

seqüência. Culturas de DCs humanas infectadas com amastigotas de L. amazonensis foram 

expostas à hipóxia de 6% de oxigênio. A avaliação fenotípica das culturas indicou que a hipóxia, 

apesar de não afetar a viabilidade das células, reduziu a expressão dos marcadores de superfície 

celular CD80, CD86 e CD1a. A hipóxia não afetou a entrada do parasita nas DCs, mas modulou a 

atividade funcional das DCs, com diminuição da infecção em cerca de 30%. Na presença de 

ativadores como LPS e INF-γ, as DCs foram capazes de reduzir a porcentagem de infecção em 

normóxia, sendo que a hipóxia não potencializou este efeito estimulador. No entanto, essas 

mesmas culturas ativadas e infectadas em hipóxia produziram menos IL-12 que as culturas 

controle em normóxia. 

 O efeito da hipóxia sobre drogas leishmanicidas Anfotericina B, Glucantime e Miltefosine 

foram também avaliados. As curvas dose-resposta e análise das IC50s de Anfotericina B e 

Glucantime sugeriram que a hipóxia anulou ou diminuiu a ação das drogas nas culturas de DCs 
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infectadas durante 48 horas de tratamento, quando comparados ao controle em normóxia. Já o 

Miltefosine agiu de forma semelhante tanto em normóxia como em hipóxia. 

Por fim, analisamos o processo de interação Leishmania-DC utilizando amastigotas 

isolados de lesões de camundongos C3H/nude (os quais não apresentam anticorpos na 

superfície). A porcentagem de infecção das DCs com amastigotas “nude” foi de 36%. A 

opsonização destes parasitas com soro humano elevou a porcentagem de infecção em torno de 

40%. A inativação e a depleção de anticorpos destes soros diminuiu marcadamente a 

porcentagem de infecção proporcionada pela opsonização, indicando o envolvimento de 

receptores para Fc (FcR) e para Complemento (CRs) na fagocitose dos parasitas. A infecção das 

DCs também foi inibida em 50% após tratamento dos amastigotas com heparina. Nós não 

relacionamos os receptores de manose fucose com a entrada do amastigotas nas DCs. Nossos 

dados sugerem que o processo de infecção das DCs envolve a participação de pelo menos três 

interações receptor/ligante (FcR/anticorpos, CRs/complemento e proteoglicanas/proteína 

“ligadora” de heparina). 
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ABSTRACT 

 

Dendritic cells (DCs) are antigen-presenting cells involved in the initiation of primary 

immune response. Human DC were obtained from peripheral blood monocytes after culturing 

with GM-CSF and IL-4. Leishmania parasites are intracellular protozoan that replicate in 

Mononuclear Phagocytic System cells, mainly macrophages and DCs. Leishmania amazonensis, 

a species used in our studies is associated with cutaneous infection that can become chronical 

lesions with a inflammatory process and small regions of hypoxia. 

 In this work we evaluated the role of hypoxia in a in vitro model of intracellular infection, 

leishmaniasis. Human DCs infection with infected by L. amazonensis amastigotes were 

performed under normoxic (21% O2) and hypoxic (6% O2) conditions. The phenotypic analysis 

of DC cultured under hypoxic condition showed a reduced expression of CD80, CD86 and CD1a 

compared with normoxic control. In these cell cultures, viability was not affected. Hypoxia did 

not affect the amastigote entrance into DCs although it modulated their functional activity 

reducing 30% the percentage of infected DCs. Furthermore, hypoxia did not act synergistically 

with IFN-γ plus LPS in DCs to induce killing of parasites. DCs activated and infected with 

amastigotes under hypoxic condition produced low levels of IL-12 compared with normoxic 

control. Moreover, in the abscence of stimulation, infected DCs did not produce IL-12.  

 We also evaluated the leishmanicidal activity of Amphotericin-B, Glucantime and 

Miltefosine under normoxic and hypoxic conditions during 48 h. Under hypoxic condition, 

Amphotericin-B and Glucantime were less efective in L. amazonensis infected DCs. None effect 

of hypoxia was observed in Miltefosine was observed against L. amazonensis infected DC. 
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 Finally, we investigated in vitro mechanisms of entry into human DCs of L. amazonensis 

amastigotes isolated from lesions in nude mice (Am nude). The DC infection rate with Am nude 

was approximately 36%, while opsonization of Am nude with normal human serum and infected 

human serum increased the DC infection rates to 60% and 62%, respectively. Heat inactivation 

and depletion of antibodies in sera brought the DC infection rate down to 40%. The DC infection 

rate was inhibited after pre-treatment of Am nude with heparin. We were unable to implicate 

mannose-fucose receptors in the uptake of Am nude by DCs. Our data suggest that the ability of 

L. amazonensis amastigotes to infect human DCs involves the participation of at least three 

multiple receptor-ligand interactions, antibodies/FcR, complement components/CR and 

proteoglycans/heparin-binding protein. 
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 1.1 As células dendríticas. 

As células dendríticas (DCs) foram originalmente descritas em 1973 (STEINMAN & 

COHN, 1973) e representam uma população de células raras no sangue periférico humano 

(JERAS et al., 2005). 

As DCs são potentes células apresentadoras de antígenos (APC) para linfócitos T, tanto in 

vivo como in vitro. Ao saírem da medula óssea, as DCs migram para o sangue e tecidos 

periféricos, onde residem em estado imaturo, associado com a alta capacidade fagocítica 

(fagocitose, endocitose e pinocitose). Em contato com antígenos (componentes microbianos) e 

sinais estimuladores (citocinas), adquirem um fenótipo maduro e migram para os linfonodos 

regionais iniciando a apresentação antigênica (JERAS et al., 2005; MALDONADO-LÓPEZ & 

MOSER, 2001; REIS e SOUSA et al., 1999). Embora as DCs estejam presentes na maioria dos 

tecidos, seu número absoluto é relativamente pequeno. Dentre as células mononucleares do 

sangue periférico, as DCs perfazem menos de 1% deste total (ELJAAFARI et al., 1998; JERAS 

et al., 2005), podendo ser isoladas em pequenas quantidades. O isolamento de DCs depende de 

suas características físicas, tais como baixa densidade celular e morfologia dendrítica, e não 

apenas da expressão de marcadores específicos da linhagem celular (THOMAS et al., 1993). As 

DCs geradas a partir de precursores do sangue periférico e cultivadas em meio com IL4 e GM-

CSF foram primeiramente descritas por Sallusto & Lanzavecchia (1994) e têm se tornado um 

modelo amplamente usado para estudo das DCs humanas (JERAS et al., 2005; PICKL et al., 

1996; RUTAULT et al., 1999). Após 3 a 5 dias de cultura na presença de GM-CSF e IL-4, os 

monócitos se diferenciam em DCs imaturas. Fatores de maturação podem ser empregados para 

mimetizar in vivo infecções ou processos inflamatórios. Compostos microbianos, como LPS, 
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compostos sintéticos análogos ao RNA viral, como poli I:C e citocinas como TNF-α, são 

exemplos de potentes estímulos de maturação das DCs (JERAS et al., 2005). 

As características morfológicas das DCs cultivadas podem ser averiguadas por 

microscopia óptica: as células aderidas apresentam prolongamentos citoplasmáticos finos e 

longos e núcleo excêntrico. O fenótipo das DCs, durante o processo de diferenciação in vitro, 

pode ser determinado por citometria de fluxo (JERAS et al., 2005). DCs expressam altos níveis 

de moléculas do MHC de classe I e II, além de moléculas de adesão e co-estimulação como 

CD1a, CD11c, CD40, CD29, CD58, CD80 e CD86 e marcadores seletivos para a linhagem de 

DCs, como o CD83 e CD209 (ABBAS, 2003; BANCHEREAU & STEINMAN, 1998; JERAS et 

al., 2005; THOMAS et al., 1993; ZHOU & TEDDER, 1996). Assim como os linfócitos B, T, 

macrófagos e células NK (natural killer) ativados, as DCs expressam receptores para IL-2 e 

membros da família de receptores recentemente identificados como Toll-like (TLR) (revisto por 

MOLL, 2003). Foram observadas diferenças biológicas distintas entre DCs e monócitos; por 

exemplo, seu fenótipo de superfície, a potente capacidade de apresentar antígenos e a reduzida 

atividade fagocitária, indicando assim que as DCs são funcionalmente distintas dos monócitos 

(THOMAS et al., 1993). Todas estas observações sugerem que DCs e monócitos apresentam 

origem mielóide mas caminhos alternativos de diferenciação.  

 

1.2 A leishmaniose. 

A doença é conhecida desde a Antiguidade, particularmente pelos médicos árabes. 

Mohammad e Muna Al-Taqui citam a ocorrência da úlcera oriental por volta do século X. Mais 

tarde, missionários espanhóis, no século XVI, escreveram sobre o “mal do nariz” que acometia os 

povos situados no Peru (MEDEIROS & ROSELINO, 1999). A importância desta doença era 
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tamanha, que as deformações provocadas chegaram a ser registradas em peças cerâmicas por 

artistas da época (RATH et al., 2003). Em outros países a doença também era conhecida e recebia 

denominações conforme a região, por exemplo, na Síria, a leishmaniose ficou conhecida como 

botão d’Állepo e na Índia, a leishmaniose visceral era chamada de Kala-azar (calazar).  

Cunningham, em 1885, foi quem primeiro observou os parasitas pertencentes ao gênero 

Leishmania em casos de calazar na Índia. Posteriormente, em 1898, Borovisky descreveu esses 

parasitas em casos de leishmaniose cutânea, sem, contudo, tê-los nomeado. A descrição “oficial” 

do parasita é atribuída a James Homer Wright que, em 1903, isolou o parasita de amostras 

retiradas das úlceras de uma criança armênia. Ainda em 1903, o pesquisador Willian Leishman 

reconheceu a semelhança do parasita com a forma arredondada observada nas infecções pelo 

Trypanosoma, e no mesmo ano o pesquisador Charles Donovan descreveu o parasita no calazar. 

É criado o nome Leishmania, por Ronald Ross em 1903, recebendo a denominação de 

Leishmania donovani o parasita causador do calazar, em homenagem aos estudos realizados por 

Leishman e Donovan. No Brasil, os primeiros relatos são de Moreira e Cerqueira, que, em 1885, 

descreveram lesões cutâneas idênticas ao botão do oriente em um foco endêmico. Em 1909, 

Lindenberg descreveu os primeiros casos de leishmaniose cutânea em pacientes de Bauru/SP e 

em 1910, Miranda descreveu o primeiro caso da forma mucosa, também no estado de São Paulo. 

E em 1911, Gaspar Vianna, estudando as características morfológicas do parasita, descobriu que 

os parasitas encontrados na América do Sul diferiam daqueles da África e Índia e descreveu uma 

nova espécie, a Leishmania braziliensis (MEDEIROS & ROSELINO, 1999). 

Os protozoários do gênero Leishmania apresentam duas formas em seu ciclo de vida: 

promastigotas, que se desenvolvem no hospedeiro invertebrado, e amastigotas que vivem em 

fagolisossomos de fagócitos do hospedeiro vertebrado, os mamíferos. Todas as espécies do 

gênero são transmitidas pela picada de fêmeas infectadas de dípteros da família Psychodidae, 
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subfamília Phlebotominae, pertencentes aos gêneros Lutzomyia – no Novo Mundo, e 

Phlebotomus – no Velho Mundo.  

No flebotomíneo, os protozoários vivem no meio extracelular sob a forma flagelada 

(promastigota) e são inoculados na pele do hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguíneo. 

No hospedeiro vertebrado, os promastigotas são prontamente fagocitados por células do sistema 

fagocítico mononuclear (SFM) como os macrófagos e as DCs. No interior da célula, o parasita se 

diferencia na forma amastigota que se reproduze por divisão binária até o rompimento celular, 

infectando novas células. Durante o repasto sanguíneo o inseto vetor pode ingerir células 

infectadas com amastigotas, que no seu intestino vão se transformar em formas promastigotas 

fechando o ciclo de vida da Leishmania (HANDMAN, 2001). Há aproximadamente 21 espécies 

de Leishmania patogênicas para os humanos, transmitidas por cerca de 30 espécies de dípteros 

(DESJEUX, 2001). 

As leishmanioses são caracterizadas por um amplo espectro de manifestações clínicas 

sendo que estas variações dependem grandemente da espécie infectante e do estado imune do 

hospedeiro (HERWALDT, 1999; MELBY, 2002). No homem, a doença apresenta-se, pelo 

menos, com quatro manifestações clínicas: lesões cutâneas limitadas, lesões cutâneas difusas, 

lesões mucocutâneas e lesões viscerais que se não tratadas são fatais (DESJEUX, 2004). A 

Leishmania amazonensis, espécie utilizada em nossos estudos, causa geralmente lesões cutâneas 

que respondem bem ao tratamento e podem curar espontaneamente (WEIGLE & SARAVIA, 

1996). No entanto esta espécie também pode provocar a forma cutânea difusa da doença 

caracterizada por lesões nodulares disseminadas nos membros e no rosto (GRIMALDI & TESH, 

1993). O curso clínico da leishmaniose cutânea é complexo devido à variabilidade do período de 

incubação, da infecção subclínica, cura espontânea, propagação metastática, reativação, 

reinfecções e lesões crônicas (WEIGLE & SARAVIA, 1996). A L. amazonensis foi recentemente 
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isolada de pacientes com diversas formas de leishmanioses incluindo cutânea, mucosa, difusa e 

visceral (BARRAL et al., 1991; BARRAL et al., 1986; SAMPAIO et al., 1985). 

A leishmaniose humana está distribuída no mundo todo, mas principalmente nas regiões 

dos trópicos e subtrópicos com uma prevalência de doze milhões de casos e uma incidência de 

aproximadamente meio milhão de casos de leishmaniose visceral e um milhão e meio de casos de 

leishmaniose cutânea (World Health Organization). É importante enfatizar que a leishmaniose 

prevalece nos quatro continentes, sendo considerada endêmica em 88 países, dos quais 72 são 

países considerados em desenvolvimento (RATH et al., 2003). No Brasil, a leishmaniose é 

doença de notificação compulsória e 24.291 casos de leishmaniose tegumentar americana e 3.203 

casos de leishmaniose visceral foram relatados em 2005. Entre 2004 e 2005, foram informadas 

525 mortes (Ministério da Saúde). 

Apesar do uso medicinal de compostos de antimônio já ser conhecido desde a 

Antiguidade para fins terapêuticos, somente em 1912, Gaspar Vianna observou que os 

antimoniais trivalentes eram eficazes na terapêutica da leishmaniose tegumentar americana. 

Atualmente, o medicamento utilizado como primeira escolha na terapêutica da leishmaniose são 

os antimoniais pentavalentes, como o Glucantime (antimoniato de metilglucamina) (RATH et al., 

2003). Devido às baixas dosagens e tratamentos descontínuos, começaram a ocorrer falhas na 

terapia e conseqüente aumento das formas resistentes de parasitas. A Organização Mundial da 

Saúde preconiza que as doses dos antimoniais não devem ultrapassar 20 mg/kg/dia, devido à sua 

elevada toxicidade. Mialgias, dores abdominais, alterações hepáticas e distúrbios cardiológicos 

são efeitos colaterais freqüentemente associados ao uso destas drogas (BALAÑA-FOUCE et al., 

1998; RATH et al., 2003). Além dos antimoniais, outras drogas, têm sido empregadas no 

tratamento das diversas formas de leishmaniose, entre as quais se destacam a Anfotericina B, 

pentamidina, paromicina e o Miltefosine (CROFT & COOMBS, 2003). 
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O controle das leishmanioses esbarra no fato da doença ser uma zoonose, sendo os 

animais silvestres e domésticos potenciais reservatórios do parasita. O crescimento urbano 

desordenado tem gerado muitas dificuldades no combate aos flebotomíneos (HANDMAN, 1999). 

A resistência às drogas utilizadas tradicionalmente no tratamento, aliada aos efeitos colaterais 

destes compostos, fazem com que alternativas ao tratamento sejam estudadas (HERWALDT, 

1999). Para isso, tanto o modelo in vitro (células cultivadas e infectadas com as formas 

amastigotas ou promastigotas) como o sistema in vivo (linhagens murinas isogências) têm se 

mostrado ferramentas úteis para estudos imunológicos, patológicos e bioquímicos 

(ALEXANDER et al., 1999; HANDMAN, 1999 e SOLBACH & LASKAY, 2000).  

 

1.3 Aspectos da patogenia das lesões cutâneas. 

A patogenia inicial de qualquer das leishmanioses humanas é sempre representada por um 

quadro inflamatório, com comprometimento de células do Sistema Monocítico Fagocitário, 

formando um nódulo na porta de entrada do parasita (NEVES, 2003). Os promastigotas 

inoculados são fagocitados por macrófagos teciduais (histiócitos) e se diferenciam em 

amastigotas que se multiplicam no interior do vacúolo parasitóforo, culminando na primeira 

manifestação clínica, o nódulo papular (WEIGLE & SARAVIA, 1996). Este nódulo é produzido 

por uma massa dérmica contendo macrófagos parasitados e infiltrado linfocítico (GHERSETICH 

et al., 1999). Esse nódulo pode regredir e curar-se dentro de poucos dias, permanecer estacionário 

por semanas ou evoluir rapidamente para úlceras. Essas variações dependem de fatores 

imunológicos, genéticos e da espécie de Leishmania envolvida (MURRAY et al., 2005; NEVES, 

2003). Na incapacidade da célula hospedeira destruir os amastigotas, a infecção tende a se 

cronificar e devido à persistência e aumento da carga parasitária, o infiltrado linfocítico inicial é 

substituído por um denso infiltrado de macrófagos altamente parasitados levando a formação de 
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um granuloma macrofágico (MORAES & SILVEIRA, 1994). As lesões ulceradas geralmente se 

curam espontaneamente e são suscetíveis ao tratamento, como é caso das lesões provocadas por 

L. amazonensis.  

Nas lesões cutâneas difusas provocadas por L. amazonensis, caracterizadas pelo 

aparecimento de nódulos, pápulas e tubérculos no rosto e membros e que raramente ulceram, 

também se observa abundância de macrófagos infectados, raros linfócitos e aspecto de granuloma 

macrofágico (GHERSETICH et al., 1999; GRIMALDI & TESH, 1993; WEIGLE & SARAVIA, 

1996). Em lesões crônicas de cura mais lenta, macrófagos contendo amastigotas e o infiltrado 

inflamatório levam à formação de nódulos dérmicos com manifestações clínicas diversas 

facilmente confundidas com doenças crônicas de pele como a psoríase, varicela e carcinomas de 

pele (SILVEIRA et al., 2004; WEIGLE & SARAVIA, 1996). 

O processo de infecção e multiplicação intracelular do parasita, frente à incapacidade do 

hospedeiro em diminuir a carga parasitária, pode levar à formação de um infiltrado de células 

mononucleares e à formação de granuloma. Este processo infeccioso deve resultar em áreas de 

perfusão inadequada e conseqüente hipóxia tecidual. 

 

1.4 Resposta imune do hospedeiro. 

 Como Leishmania é um parasita intracelular obrigatório, não é surpresa que o controle da 

infecção dependa de mecanismos efetores promovidos pelos fagócitos para matar o parasita 

(ALEXANDER & RUSSEL, 1992). 

 Imediatamente após a inoculação dos parasitas no hospedeiro vertebrado, um processo 

inflamatório local é iniciado, envolvendo acúmulo local de células para impedir o dano tecidual e 

cura da lesão. Inicialmente, a lesão é infiltrada por granulócitos (neutrófilos e eosinófilos), 

seguido por macrófagos inflamatórios (AWASTHI et al., 2004). 
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 Os linfócitos T “helper” (Th) têm um importante papel na resposta imune. Duas 

subpopulações funcionalmente distintas de linfócitos T CD4+, Th1 e Th2, têm sido identificadas 

baseado no perfil de citocinas promovido pelo próprio estímulo antigênico. A presença de IL-12 

promove a diferenciação de linfócitos Th em Th1, os quais produzem grandes quantidades de 

IFN-γ e IL-2, e estão associadas à resposta imune mediada por células conferindo proteção 

durante a infecção por Leishmania (GHERSETICH et al., 1999). A IL-12 é uma citocina pró-

inflamatória produzida por fagócitos e células apresentadoras de antígeno (monócitos, 

macrófagos, neutrófilos, microglias e DCs) (TRINCHIERI, 2003).  Por outro lado, a presença de 

IL-4 e IL-10, regula a diferenciação de linfócitos Th2, que por sua vez, produzem IL-4, IL-5 e IL-

10 e que associadas com a imunidade humoral conferem susceptibilidade a Leishmania através da 

inibição da produção de IL-12 e de IFN-γ pelas DCs e linfócitos, respectivamente 

(CUNNINGHAM, 2002; GHERSETICH et al., 1999). Os dois mediadores mais bem descritos e 

envolvidos na morte do parasita por macrófagos ativados com IFN-γ e TNF-α são os 

intermediários reativos de nitrogênio como o óxido nítrico e o peroxinitrito (KANE & MOSSER, 

2000; LINARES et al., 2001). Nos modelos experimentais de leishmaniose cutânea, linhagens de 

camundongos BALB/c são susceptíveis à infecção por L. amazonensis desenvolvendo resposta de 

tipo Th2 e alta produção de IL-10 e IL-4 enquanto a linhagem resistente C3H/HeJ apresenta 

resposta Th2 muito reduzida (QI et al., 2001). 

Vários estudos avaliaram o papel das DCs no desencadeamento da resposta imune a 

protozoários intracelulares, como Leishmania e Toxoplasma (SCOTT & HUNTER, 2002). DCs 

esplênicas murinas e DCs derivadas de monócitos humanos produzem IL-12 após infecção com 

Leishmania (GHOSH & BANDYOPADHYAY, 2004). Complementando tais observações, foi 

verificado in vitro que DCs de linhagens resistentes C57BL/6 (e que apresentam resposta do tipo 
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Th1) infectadas com L. major liberam grandes quantidades de IL-12, levando à conclusão de que 

esta citocina deve ter um papel importante na cura da doença (HENRI et al., 2002). Em contraste, 

macrófagos murinos (tanto de linhagens resistentes como susceptíveis) que fagocitaram 

promastigotas ou amastigotas de Leishmania não produziram IL-12 em resposta a estímulos pró-

inflamatórios (CARRERA et al., 1996), concluindo-se que esta citocina é produzida pelas DCs 

durante a resposta imune às infecções. Porém, há uma certa ligação dessa produção de IL-12 com 

a espécie de Leishmania em questão. DCs humanas produziram IL-12 após infecção com L. 

major e co-estimulação com ligante de CD40 (CD40L),  mas não se verificou presença de IL-12 

com L. tropica e L. donovani (McDOWELL et al., 2002). De forma semelhante, L. mexicana 

também não induziu produção de IL-12 por DCs murinas (BENNETT et al., 2001). Por outro 

lado, infecção de DCs murinas com L. amazonensis co-estimuladas com CD40L induziram 

produção de IL-12 (QI et al., 2001). Esses estudos sugeriram que a produção de IL-12 requer dois 

sinais, um de origem microbiana e outro vindo do hospedeiro. Em alguns casos requer citocinas 

que trabalham em conjunto ao CD40L, como o IFN-γ. A necessidade de um sinal microbiano 

garante um controle da produção de IL-12 pelas DCs apenas no momento apropriado (GHOSH & 

BANDYOPADHYAY, 2004). Estes estudos indicam que há um comportamento diferente das 

DCs frente a espécies diferentes de Leishmania. Dados comparativos como estes inexistem para 

DCs humanas e L. amazonensis. 

 

1.5 A interação Leishmania-fagócitos mononucleares. 

 

 Leishmania-macrófagos  
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 Sabe-se que promastigotas de Leishmania podem infectar macrófagos via receptor para 

domínio Fc de imunoglobulinas (FcR), para o Complemento (CR) e receptor de manose-fucose 

(MFRs) (BLACKWELL et al., 1985; CHAKRABORTY et al., 2001; MOSSER & EDELSON, 

1985; WILSON & PERSON, 1986). Pouco se sabe sobre as moléculas que participam da entrada 

de amastigotas na célula hospedeira. Os receptores de macrófagos sugeridos são FcRs, CRs e 

proteoglicanas ricas em sulfato de heparana (GUY & BELOSEVIC, 1993; KIMA et al., 2000; 

LOVE et al., 1993; PETERS et al., 1995). Assim, a entrada de Leishmania no macrófago envolve 

a deposição de componentes do Complemento e anticorpos e a presença de manose e proteínas 

ligadoras de heparina na superfície do parasita (BLACKWELL et al., 1985; GUY & 

BELOSEVIC, 1993; KIMA et al., 2000; LOVE et al., 1993; PETERS et al., 1995). 

 

 Leishmania-DC 

Embora macrófagos sejam os principais alvos de todas as espécies de Leishmania, 

inúmeros estudos demonstraram a infecção de DCs por este parasita (AWASTHI et al., 2004; 

BRANDONISIO et al., 2004; GHOSH & BANDYOPADHYAY, 2004; SCOTT & HUNTER, 

2002). Como comentado anteriormente, a interação entre as DCs e os linfócitos T é essencial para 

a geração de imunidade mediada por célula e assim as DCs desempenham um papel importante 

na iniciação desta resposta imune contra Leishmania. Recentemente, as opsoninas requeridas para 

a fagocitose da Leishmania pelas DCs têm sido estudadas. Embora Blank et al. (1993) tenham 

sugerido que a fagocitose de L. major por células de Langerhans murinas ocorra através de 

receptores para o Complemento, estudos mais recentes indicam que a infecção das DCs murinas 

ocorre predominantemente via FcRs (WOELBING et al., 2006). Colmenares et al. (2004) 

demonstrou que a lectina tipo C (DC-SIGN) é o receptor em DCs humanas para promastigotas e 

amastigotas de L. infantum e L. pifanoi, mas não para L. major (CAPARRÓS et al., 2005; 
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WOELBING et al., 2006). Além disso, amastigotas de L. pifanoi opsonizados com soro de 

pacientes com leishmaniose apresentaram baixa capacidade de se ligar às DCs (COLMENARES 

et al., 2004). No caso de L. amazonensis, apenas um estudo foi realizado e mostrou que a 

opsonização de amastigotas retirados de lesões de camundongos “nude” com soro imune 

aumentaram a taxa de infecção de DCs murinas (PRINA et al., 2004). Estes dados aparentemente 

conflitantes sugerem que a interação entre DCs e Leishmania é espécie-específica e que a 

infecção da célula hospedeira pela Leishmania envolve a participação de vários sistemas 

receptor-ligante. 

 

1.6 Relevância fisiopatológica da hipóxia. 

Em condições fisiológicas as células em organismos pluricelulares necessitam de oxigênio 

para obtenção de energia. Em tecidos normais, a tensão de oxigênio (ou pressão parcial de 

oxigênio, pO2) varia de 20 a 70 mmHg (2,5% a 9% de O2). Em tecido cutâneo, por exemplo, a 

pO2 é de 50-60 mmHg, no fígado a pO2 venosa está entre 30-35 mmHg e em tecido muscular é 

aproximadamente 25 mmHg (LEWIS et al., 1999; ZHOU et al., 2000). Diante desta ampla faixa 

de tensão de oxigênio em tecidos saudáveis, torna-se difícil estabelecer um valor universal que 

defina a hipóxia. Assim, uma definição mais funcional incluiria o conceito de que a hipóxia 

ocorre quando o fornecimento de oxigênio é insuficiente para a demanda do tecido, ou ainda, a 

hipóxia é uma diminuição local na tensão de oxigênio (PAPANDREOU et al., 2005; QU et al., 

2005). Enfim, a hipóxia celular pode surgir de circunstâncias fisiológicas tais como exercícios 

físicos ou viagens para locais mais elevados, bem como de condições patofisiológicas. A 

diferença é que enquanto as circunstâncias fisiológicas resultam freqüentemente em uma hipóxia 

branda e transitória, a condição patológica resulta num déficit de oxigênio mais severo e por um 

longo período de tempo (PAPANDREOU et al., 2005). 
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Em várias patologias observam-se períodos prolongados de reduzido fluxo sanguíneo, 

vasoconstrição e proliferação celular, resultando em queda acentuada de pO2 tecidual. A perfusão 

deficiente causa a formação de microambientes hipóxicos, característicos de neoplasias, 

arteriosclerose, fraturas ósseas, artrite reumatóide e reações inflamatórias em geral (HUNT, 1984; 

LEWIS et al., 1999; NIINIKOSKI & HUNT, 1972). Em tecido dérmico lesado 

experimentalmente, a pO2 apresentou-se entre 5-28 mmHg com a área central da lesão composta 

de fibrina, plasma, infiltrado leucocitário e tecido conectivo apresentando os níveis mais baixos 

de pO2 (REMENSNYDER & MAJNO, 1968). A presença da hipóxia nessas lesões tem sido 

relacionada à indução de citocinas angiogênicas e a síntese de proteínas da matriz extracelular 

(SHWEIKI et al., 1992). Recentemente Lokmic et al. (2006), utilizando um modelo de lesão 

cutânea induzida em ratos, mostrou que hipóxia tem papel importante no processo de formação 

de tecido de granulação, crescimento vascular e tecidual, remodelamento e cicatrização da lesão. 

De maneira similar, em condições patológicas crônicas, a insuficiência no suprimento de 

oxigênio tissular, freqüentemente devido à obstrução vascular (trombos), compressão vascular 

por elevação da pressão hidrostática ou aumento da densidade celular tecidual (granulomas e 

tumores), leva à alteração do perfil fenotípico das células (IKEDA, 2005). Desse modo, o tecido 

hipóxico tem um papel importante no curso clínico de diversas doenças. A contribuição do 

microambiente tissular na progressão da doença é freqüentemente mediada pelo remodelamento 

vascular (angiogênese) e pela perda de estruturas vasculares específicas (IKEDA, 2005).  

Sabe-se, ainda, que a hipóxia, verificada numa série de tumores malignos, pode limitar a 

ação de drogas quimioterápicas favorecendo assim a sobrevivência de tumores. Koch et al. 

(2003) investigaram a eficiência de agentes quimioterápicos com diferentes mecanismos de ação 

em linhagem de células tumorais TGCT. Os resultados mostraram que, sob condições hipóxicas 

(1% de O2) todas as drogas foram menos efetivas. No entanto, o impacto da hipóxia na 
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quimiosensibilidade depende fortemente da linhagem celular estudada. Exemplos de classes de 

drogas funcionalmente afetadas pela hipóxia incluem os agentes alquilantes tais como melfalan e 

antibióticos como a bleomicina (YUN et al., 2004). A hipóxia também afeta a eficiência de 

drogas cuja ação depende do dano oxidativo, como por exemplo, a Anfotericina B. Segundo 

Sokol-Anderson et al. (1986) a evidência para este papel do oxigênio na toxicidade da 

Anfotericina B foi comprovada pela drástica redução na lise de protoplastos de Candida albicans 

vista sob condições de hipóxia. Os efeitos da hipóxia nas drogas e conseqüentemente na 

progressão de tumores fizeram com que testes in vitro fossem desenvolvidos para predizer as 

concentrações terapêuticas dos agentes quimioterápicos em condições de hipóxia fisiológica 

(GRIGORYAN et al., 2005). 

Apesar da hipóxia ter sido, por muito tempo, relacionada a efeitos deletérios como 

inibição da proliferação e morte celular (JACOBSON & RAFF, 1995; YUN et al., 1997a), vários 

estudos recentes sugerem que as alterações na pO2 são fisiologicamente importantes. Alterações 

na pO2 levam o organismo a um processo adaptativo circunstancial, pelo aumento do volume 

respiratório, do débito cardíaco ou da hematopoise e da glicólise anaeróbica, com a finalidade de 

restaurar os níveis fisiológicos de oxigênio. As respostas celulares a hipóxia variam de mudança 

no fluxo de íons na membrana plasmática e alterações na proliferação a indução de genes 

específicos e apoptose (HELFMAN & FALANGA, 1993; LEWIS et al., 1999; YUN et al., 

1997a). A produção de TGF-
β

 (transforming growth factor-beta), bFGF (basic fibroblast growth 

factor) e VEGF (vascular endothelial cell growth factor) por células expostas à hipóxia estão 

relacionadas ao processo de angiogênese durante o desenvolvimento de tumores e a cura de 

lesões teciduais (FALANGA et al., 1991; YUN et al., 1997a). 

Muitos genes que são regulados e/ou transcritos durante a hipóxia devem estar envolvidos 

no processo de adaptação celular a este microambiente. A hipóxa pode influenciar a expressão 
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gênica de aproximadamente 1% dos genes num genoma (PAPANDREOU et al., 2005). 

Mudanças ocorrem na expressão de uma variedade de citocinas, fatores de crescimento como o 

hormônio eritropoietina (EPO) e o já citado VEGF, além de enzimas glicolíticas e os reguladores 

do estado redox celular como o NADPH. Mudanças ocorrem também na expressão de vários 

fatores de transcrição como AP-1 (activator-protein 1), NF-κB (nucelar factor-κB) e HIF-1 

(hypoxia-inducible factor 1) (SEMENZA & WANG, 1992). O HIF-1 é o fator de transcrição 

mais bem estudado na resposta a hipóxia, já que ele é o mediador da ativação transcricional de 

genes induzidos por hipóxia em tumores (YUN et al., 2004).  

Vários estudos demonstraram a ativação do HIF-1, em resposta a um estresse hipóxico, 

em doenças crônicas. Por exemplo, Schultz et al. (2006), demonstraram ativação de HIF-1 em 

células musculares lisas em condições hipóxicas durante a evolução de doenças vasculares 

(obstrução vascular). Outros trabalhos mostraram que o HIF-1 tem papel central na progressão de 

tumores sólidos (ZAGZAG et al., 2000; YUN et al., 2004). E mais recentemente, nosso grupo 

verificou a presença de HIF-1 em processos inflamatórios durante a leishmaniose murina 

(ARRAIS-SILVA et al., 2005). A expressão de HIF-1 foi avaliada em lesões cutâneas de 

camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis. Análises por imunohistoquímica das 

lesões evidenciaram pela primeira vez que macrófagos no microambiente lesional causado por 

um parasita produzem HIF, sugerindo a presença de hipóxia nas lesões. 

 

1.7 A hipóxia e seus efeitos em células fagocíticas. 

Em reações inflamatórias observa-se o acúmulo de células com capacidade fagocítica 

como os neutrófilos, os macrófagos e as DCs. Nesses focos teciduais a pO2 é reduzida devido ao 
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rompimento de vasos sanguíneos, perfusão deficiente e proliferação celular (LEWIS et al., 1999; 

SHWEIKI et al., 1992). 

 

Neutrófilos 

Os neutrófilos são células pré-adaptadas a hipóxia porque possuem um número reduzido 

de mitocôndrias e grande parte de sua energia é obtida por anaerobiose (BABIOR, 1984). Além 

disso, observou-se que em cultura, neutrófilos mantidos em hipóxia sobrevivem por mais tempo 

que as mesmas células em normóxia (LEWIS et al., 1999). 

 

Macrófagos 

Os macrófagos, dependendo do estado de ativação e da sua localização, apresentam 

antígenos, secretam uma variedade de fatores regulatórios, enzimas e citocinas, e tem atividades 

anti-tumoral e microbicida (AYALA et al., 1996; McCORMICK et al., 2000). Estas células que 

se acumulam no centro ou nas adjacências de áreas hipóxicas e pouco vascularizadas de tecidos 

lesados (LEWIS et al., 1999), são capazes de funcionar sob condições de hipóxia. Há vários 

efeitos da hipóxia no fenótipo e nas funções de macrófagos. Experimentos com células murinas 

da linhagem RAW 264.7 ou com macrófagos humanos expostos a baixas concentrações de 

oxigênio mostraram que estas células sobrevivem e se adaptam quando expostas a hipóxia in 

vitro (TSUKAMOTO et al., 1996; YUN et al., 1997b). A exposição de macrófagos alveolares a 

um período crônico de hipóxia (96 horas), por exemplo, reduziu a atividade da citocromo 

oxidase, uma enzima envolvida na fosforilação oxidativa, e aumentou a atividade da piruvato 

quinase e de outras enzimas glicolíticas (BUTTERICK et al., 1981). Estas observações sugerem 

que os macrófagos se adaptam à falta de oxigênio, alterando seu metabolismo para vias 

glicolíticas anaeróbias para produção de ATP, semelhantes às células tumorais sob condições de 
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pO2 reduzida (LEWIS et al., 1999). Apesar dos macrófagos se adaptarem a hipóxia obtendo 

energia para algumas funções, estas células necessitam de oxigênio para o “burst” respiratório e 

para a regulação do pH intravacuolar a níveis ótimos para a atividade das enzimas lisossomais 

(BABIOR, 1984; DU et al., 1998). Assim, a falta de oxigênio para a realização destas atividades 

pode explicar, em parte, os estudos relacionando hipóxia à inibição de fagocitose. Além disso, 

vários autores sugerem que os efeitos dos baixos níveis de pO2 são os responsáveis pela exocitose 

que ocorre durante a hipóxia (CHAUDRY, 1983; CHEUNG et al., 1986; LEEPER-WOODFORD 

et al., 1993).  

A resposta de macrófagos a pO2 reduzida também envolve a produção de várias citocinas 

pró-inflamatórias e de fatores quimiotáticos, como IL1, TNF, IL6, IL8 e MIP (macrophage 

inflammatory protein 1 alpha). Os dados foram obtidos com culturas primárias de monócitos 

humanos, macrófagos murinos e linhagens celulares (THP-1, RAW264.7, J774, P388D), na 

maioria pré ou pós-tratadas com LPS (ALBINA et al., 1995; LEEPER-WOODFORD & 

DETMER, 1999; SCANELL et al., 1993; VANOTTEREN et al., 1995; WEST et al., 1994).  

A atividade fagocítica dos macrófagos também pode ser alterada sob baixas 

concentrações de oxigênio. Leeper-Woodford & Mills (1992) mostraram que a hipóxia aguda 

(1,7% de O2) diminuiu a entrada de hemácias em macrófagos alveolares de coelho, sem alterar a 

viabilidade e a aderência destas células. Porém os primeiros trabalhos mostrando os efeitos in 

vitro da hipóxia durante infecções provêm do nosso grupo, nos quais avaliamos o efeito da 

hipóxia (6% de O2) em culturas de macrófagos infectados com L. amazonensis. Nosso grupo 

observou que nestas culturas mantidas em hipóxia por 24 horas houve redução significativa na 

porcentagem de células infectadas, bem como no número de amastigotas intracelulares, quando 

comparado à normóxia (COLHONE et al., 2004). Em outro estudo, a baixa tensão de oxigênio 

diminuiu em 50% a expressão de HSP70 (heat shock protein 70 kDa) em culturas de macrófagos 
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expostas a hipóxia quando comparadas com a expressão desta proteína em condições normóxicas 

(DEGROSSOLI et al., 2004). Seqüencialmente, surgiram trabalhos mostrando os efeitos da 

hipóxia no processo infeccioso por outros patógenos intracelulares. Peyssonnaux et al. (2005) 

demonstraram expressão aumentada de HIF-1α por macrófagos murinos infectados em normóxia 

com bactérias piogências tais como Streptococcus do grupo A, Staphilococcus aureus e 

Pseudomonas aeruginosa. Tais bactérias são causadoras de infecções invasivas com conseqüente 

isquemia tecidual e queda da pO2. O HIF produzido regulou a capacidade bactericida destes 

macrófagos. A incubação dos macrófagos com a bactéria viva ou inativada em normóxia 

estimulou a transcrição gênica de HIF a níveis comparáveis ou maiores que os níveis vistos no 

controle hipóxico. Spear et al. (2006) também mostraram que a expressão de HIF pode ser 

ativada pelo protozoário intracelular Toxoplasma gondii que requer a presença deste fator para 

seu crescimento e sobrevivência a concentrações de 3% de O2. 

 

Células dendríticas 

São escassos os dados da literatura sobre o comportamento das DCs em ambiente 

hipóxico. Murata et al., (2002) verificaram que DCs e M∅s murinos produziram mais IFN-γ sob 

hipóxia e na presença de IL-18. Segundo estes autores, o ambiente hipóxico ajudaria a modificar 

a resposta de M∅s e DCs em tecidos inflamados e assim modular as funções destas células 

durante a resposta imune/inflamatória através do perfil de citocinas produzido, especialmente 

IFN-γ. Considerando a produção aumentada de IFN-γ pelas APCs (M∅s e DCs) sob hipóxia, esta 

condição funcionaria como um “co-fator” na ativação de APCs em tecidos inflamados 

(MURATA et al., 2002). Sabe-se ainda que a hipóxia é um estímulo capaz de modular a 

expressão de genes específicos envolvidos no recrutamento leucocitário, como genes para 



 

 

19

 

metaloproteinases de matriz (MMP) e seus inibidores teciduais (TIMP) (QU et al., 2005). Neste 

contexto, Qu et al. (2005) mostraram que DCs humanas derivadas de monócitos sob condições 

hipóxicas (1% de O2) tiveram a capacidade migratória reduzida quando comparada com o 

controle em normóxia. Além disso, o grupo verificou mudanças fenotípicas moderadas nestas 

culturas expostas a hipóxia, como a diminuição nos níveis de expressão de HLA-DR e moderado 

aumento de CD83. Já Goth et al. (2006) adaptaram o protocolo de obtenção de DCs murinas 

derivadas da medula óssea para um ambiente de baixa tensão de oxigênio (2%, 5% e 10% de O2). 

Estes pesquisadores observaram que culturas a 5% ou 10% de oxigênio geraram uma 

porcentagem maior de DCs maduras e imaturas e que estas células eram fenotipicamente e 

funcionalmente equivalentes àquelas geradas em condições convencionais usando oxigênio 

ambiente. Concluiu-se desse modo, que a tensão de oxigênio in vitro pode influenciar 

significativamente o processo de maturação das DCs. 

*** 

Os dados aqui resumidos permitem concluir que a hipóxia é uma situação a que os 

macrófagos e DCs se adaptam alterando o seu metabolismo, funções e fenótipo. Sendo assim, a 

análise do comportamento de DCs e macrófagos à hipóxia durante infecções é importante para 

avaliar a relevância dos mecanismos aqui discutidos na progressão de patologias e no 

desenvolvimento de terapias.  
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 Os objetivos deste trabalho relacionam-se à compreensão do papel deletério e/ou 

terapêutico da hipóxia em modelos in vitro de uma infecção intracelular, como a leishmaniose e à 

análise da ligação Leishmania-célula dendrítica. Especificamente, nossos objetivos foram: 

• Avaliar mudanças fenotípicas e funcionais de DCs humanas submetidas a ambiente com 

reduzida pO2 tais como: resistência/susceptibilidade a infecção com L. amazonensis, 

resposta a LPS e a citocina IFN-γ, produção de citocina IL-12. 

• Analisar o efeito de drogas leishmanicidas em culturas de DCs humanas infectadas com 

L. amazonensis e mantidas sob condições de hipóxia e normóxia. 

• Investigar o processo de infecção, ou seja, os ligantes necessários para a infecção de DCs 

por L. amazonensis.  

  



 

 

22

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MMAATTEERRIIAAIISS  EE  MMÉÉTTOODDOOSS  



 

 

23

 

Lista de compostos utilizados e procedências: 

Anfotericina B Sigma1 

Anti-IgG humana conjugada com FITC Sigma 

Azul de Evans Allkimia2 

Bicarbonato de sódio  Sigma 

GM-CSF recombinante humano  Sigma 

Gentamicina  Sigma 

Giemsa Sigma 

Glucantime Aventis3 

Heparina  Cristália4 

Hepes (Ácido hidroeti lpiperazina etanosulfúrico)  Sigma 

Histopaque Sigma 

IFN-γ recombinante humano R&Dsystems5 

IL4 recombinante humana Sigma 

Lipopolissacarídeo de E. coli Sigma 

Manana Sigma 

Meio ISCOVE’S  Sigma 

Meio RPMI 1640  Nutricell6 

Miltefosine Cayman7 

Soro fetal bovino  Nutricell 

Tampão de dissociação Sigma 

Tripan Blue Sigma 
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1 Sigma Chemical Co, St Louis, Missouri, USA. 

2 Allkimia, Campinas, São Paulo, Brasil. 

3 Sanofi-Aventis, São Paulo, São Paulo, Brasil. 

4 Lab. Cristália, Campinas, São Paulo, Brasil. 

5 R&D Systems Inc., Minneapolis, Minnesota, USA. 

6 Nutricell, Campinas, São Paulo, Brasil. 

7 Cayman, Ann Arbor, Michigan, USA. 
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3.1 Obtenção e manutenção do parasita. 

 O parasita utilizado em nosso trabalho foi a Leishmania amazonensis 

(MHOM/BR/73/M2269). Formas amastigotas foram mantidas em camundongos BALB/c através 

da inoculação subcutânea de 2x106 parasitas no coxim plantar da pata do animal. Os amastigotas 

foram retirados de lesões desenvolvidas nas patas, através de raspagem com bisturi estéril em 

solução salina contendo Gentamicina (25 mg/l). A suspensão obtida foi filtrada em gaze estéril 

para a retirada de resíduos teciduais (CANTOS et al., 1993). O mesmo procedimento foi utilizado 

para a retirada de amastigotas das lesões de camundongos C3H/nude. O número de amastigotas 

foi contado em câmara de Neubauer. Para a diferenciação em promastigotas, frascos de cultura 

com amastigotas foram mantidos em meio RPMI 1640 (suplementado com 10% de soro fetal 

bovino, 10mM de HEPES e 25 mg/l Gentamicina) em estufa seca a temperatura de 26°C a 28°C. 

Foram utilizados camundongos isogênicos das linhagens BALB/c e C3H/nude com 4 

semanas. Os animais foram fornecidos pelo Centro Multi-Institucional de Bioterismo – 

CEMIB/UNICAMP sob condição SPF (Specific Patogen Free) e mantidos sob as mesmas 

condições no Biotério do Departamento de Parasitologia do Instituto de Biologia – UNICAMP 

(trabalho autorizado pela Comissão de Ética em Experimentação Animal do Istituto de 

Biologia/UNICAMP, protocolo nº 770-1, de 17 de fevereiro de 2005. 

 

3.2 Obtenção e cultivo de fagócitos.  

 

3.2.1 Obtenção e cultivo de macrófagos e DCs humanas a partir de monócitos do sangue 

periférico. 

Tanto para as culturas de DCs como para macrófagos, sangue periférico de voluntários 

saudáveis foi coletado em tubos a vácuo contendo heparina sódica como anticoagulante 
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(Vacuette). As alíquotas foram diluídas em solução salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,5 

para a separação da camada de células brancas por gradiente de Histopaque, segundo protocolo 

do fabricante. A camada de leucócitos coletada (na qual se encontram também os monócitos) foi 

lavada em PBS e ressuspensas em meio ISCOVE’S suplementado com 10% de soro fetal bovino 

inativado a 56°C por 1 hora, 20 mM de Bicarbonato de sódio e 25 µg/ml de Gentamicina. O 

número de células e viabilidade foram determinados por Tripan Blue em câmara de Neubauer. O 

cálculo do número de monócitos foi feito multiplicando-se o número total de células pela 

porcentagem de monócitos e pela diluição. Para posterior análise microscópica, utilizamos 0,5 x 

106 monócitos por lamínula de 13 mm de diâmetro colocadas em placa de 24 poços (TRP) ou 0,1 

x 106 monócitos/poço em lâminas de culturas (Nunc). Para as análises fenotípicas, utilizou-se 

garrafas de cultura (TRP) de 25 cm2 contendo 0,5 x 106 células/ml.  

O cultivo de macrófagos humanos já havia sido padronizado em nosso laboratório 

(protocolo adaptado de BOSQUE et al., 1998 e DORTA, 1997). A diferenciação ocorreu ao 

longo de 7 dias de cultura em estufa incubadora (37°C, 21% O2, 5% CO2). A troca de meio 

ISCOVE’S nas culturas contendo células aderentes foi realizada às 24 horas e 96 horas do início 

do cultivo (BOSQUE et al., 1998; DORTA, 1997).  

Para as DCs, os monócitos distribuídos em placas, lâminas ou garrafas de cultura foram 

incubados a 37°C, 21% O2, 5% CO2 por 2 horas para aderência. Após este período, as culturas 

foram lavadas e as células aderentes cultivadas em meio ISCOVE’S suplementado com 10% de 

soro fetal bovino, GM-CSF e IL-4 durante 7 ou 10 dias  (NAIR et al., 1998), não havendo mais 

troca de meio de cultura. Durante a padronização de nosso protocolo foram utilizados GM-CSF e 

IL-4 recombinante humanos e sobrenadantes de culturas celulares humanas produtoras de tais 
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citocinas: H28 (produção de IL-4 – ATCC: HTB9) e 5637 (produção de GM-CSF – ATCC: 

CCL-2). As condições testadas estão descritas no item Resultados (Tabela 1).  

Após o período de cultura, os sobrenadantes foram colhidos e armazenados a –70°C e as 

lamínulas com as células foram fixadas em Metanol P.A. (15 minutos) e coradas com Giemsa por 

10 minutos (GIORGIO et al., 1998). A análise morfológica das culturas e a contagem de células 

foram realizadas em microscópio óptico (Nikon modelo 50i, Melville, New York, USA) e 

fotografadas através do sistema Image Pro Plus 2000 (Media Cybernetics, Silver Spring, 

Maryland, USA). As imagens confirmaram a morfologia condizente a macrófagos e DCs 

humanas.  

 

3.2.2 Obtenção e cultivo de macrófagos peritoniais murinos e linhagem celular murina 

J774. 

 Camundongos BALB/c foram sacrificados por deslocamento cervical e com o auxílio de 

seringa estéril, injetou-se 15 ml de solução salina estéril acrescida de Gentamicina no peritônio 

do animal. O abdômen foi massageado cuidadosamente e a pele rebatida; novamente introduziu-

se a seringa na cavidade peritonial para a retirada do exsudato, armazenando-o em frasco imerso 

em banho de gelo. O número de células foi contado em câmara de Neubauer, considerando que 

50% a 60% das células obtidas constituíam-se de macrófagos (BARBIERI et al., 1993). As 

células foram então distribuídas em placas de 24 poços contendo lamínulas de 13 mm de 

diâmetro a uma concentração de 5 x 105 macrófagos/lamínula e deixadas por 2 horas à 

temperatura ambiente para aderência dos mesmos. Após a adesão, as células não aderentes foram 

retiradas e adicionou-se meio RPMI 1640. A cultura foi mantida em estufa incubadora a 37°C, 

5% CO2, O2 atmosférico durante 24 horas. 
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 Os macrófagos da linhagem J774 foram obtidos da American Type Culture Collection – 

ATCC (Rockville, Maryland, USA) e mantidos em nosso laboratório nas condições descritas por 

Linares et al. (2000). As células foram cultivadas em meio RPMI suplementado 10% de soro fetal 

bovino em garrafas de cultura plásticas de 25 cm2 e mantidas em estufa incubadora a 37°C, 5% 

CO2, O2 atmosférico e repicadas a cada 7 dias. 

 

3.3 Imunofenotipagem das culturas de DCs através de citometria de fluxo. 

A análise morfológica das culturas foi complementada através de ensaio por 

imunofenotipagem das culturas por citometria de fluxo para um grupo pré-determinado de 

marcadores de superfície celular (MAROVICH et al., 2000; McDOWELL et al., 2002; PICKL et 

al., 1996; THOMAS et al., 1993). Para a análise fenotípica, as DCs foram cultivadas em garrafas 

de 25 cm2 segundo metodologia descrita no subitem 3.2 de Materiais e Métodos. A análise das 

DCs foi gentilmente realizada pela Fundação Hemocentro de Ribeirão Preto, com colaboração 

dos Drs. Dimas T. Covas e Patrícia Palma. As células foram coletadas através do Tampão de 

Dissociação (Sigma), lavadas em meio ISCOVE’S e incubadas por 20 minutos à temperatura 

ambiente com os seguintes anticorpos marcados com fluorocromos Ficoeritrina (PE) ou 

Isotiocianato de fluoresceína (FITC) ou ainda Proteína clorofila peridinina (PerCP) (BD 

Biosciences, San Jose, California, USA): anti-HLA-DR, anti-CD40, anti-CD80, anti-CD123, 

anti-CD86, anti-CD83, anti-CD1a, anti-CD11c, anti-CD14, anti-CD3, anti-CD19, anti-CD16, 

anti-CD56. Os últimos quatro anticorpos foram agrupados na análise e descritos como “Lineage”. 

Os isotipos utilizados foram IgG2a+PE ou PerCP e IgG1+FITC. Foi utilizado aparelho FACsort 

Cytometer (BD Biosciences) e os resultados analisados pelo programa CellQuest Software (BD 

Biosciences). Os resultados foram avaliados quanto à porcentagem de células positivas para tais 
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marcadores de superfície e apresentados em forma de número (porcentagem) e histogramas 

(intensidade média de fluorescência emitida para cada marcador). 

 

 3.4 Infecção das culturas celulares com L. amazonensis. 

Os protocolos para infecção das linhagens humanas foram baseados nos trabalhos de 

Marovich et al. (2000), McDowell et al. (2002) e Norsworthy et al. (2004). 

DCs humanas foram infectadas com L. amazonensis no dia 7 de cultura e mantidos em 

condições de normóxia (estufa incubadora a 37°C, 21% O2, 5% CO2) por 24, 48 ou 72 horas ou 

em condições de hipóxia (descrição no subitem 3.6 de Materiais e Métodos). As DCs foram 

infectadas com formas amastigotas e promastigotas na proporção de 3 parasitas e 10 parasitas 

para cada célula, respectivamente. Foram utilizados também promastigotas opsonizados com 5% 

de soro normal humano (MAROVICH et al., 2000).  

A infecção de macrófagos humanos com amastigotas de L. amazonensis retirados de 

camundongos BALB/c já havia sido padronizada em nosso laboratório (ALBUQUERQUE, 

2005).  

Macrófagos peritoniais murinos e a linhagem murina de macrófagos J774 também foram 

infectados com objetivo comparativo (proporção de 3 e 10 amastigotas para cada macrófago 

peritonial e macrófago J774, respectivamente, durante 24 horas). Foram utilizados também 

amastigotas retirados de camundongos C3H/nude para os ensaios de opsonização dos parasitas e 

bloqueio da infecção das DCs (descrito no subitem 3.10 de Materiais e Métodos). 

Para avaliar o número de células, de parasitas e a porcentagem de infecção as lamínulas 

com células aderidas foram coradas por Giemsa, como descrito no subitem 3.2 de Materiais e 

Métodos, e avaliados em microscopia óptica. Os sobrenadantes das culturas infectadas também 

foram colhidos e armazenados a –70°C. 
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3.5 Protocolo de ativação das culturas de DCs com LPS e IFN-γγγγ. 

Inicialmente foram testados alguns períodos de ativação baseados em dados já publicados 

(McDOWELL et al., 2002; MOSCA et al., 2000; SNIJDERS et al., 1998). No dia 6 de cultura, as 

DCs (5 x 105 celulas/ml) foram incubadas com a linfocina recombinante humana IFN-γ a 10 

ng/ml e LPS a 100 ng/ml durante 8 ou 24 horas antes da  infecção ou ainda junto com o parasita, 

ou seja, no momento da infecção. Esta padronização foi realizada apenas em condições 

normóxicas. Com os resultados obtidos, os experimentos foram repetidos e padronizados com 

LPS e IFN-γ ambos a 100 ng/ml por um período de 24 horas. Em seguida as culturas foram 

infectadas com amastigotas de BALB/c e submetidas ao microambiente hipóxico (subitem 3.6 de 

Materiais e Métodos). Os sobrenadantes destas culturas foram colhidos e armazenados a –70°C. 

 

3.6 O microambiente hipóxico e o cultivo das culturas de DCs humanas em hipóxia. 

Para estabelecer o ambiente hipóxico utilizou-se uma câmara incubadora modular 

(Billups-Rothenberg, modelo MIC 101, Del Mar, California, USA). A câmara foi preenchida 

durante 15 minutos com uma mistura gasosa contendo 2% de O2, 5% de CO2, balanceada com 

Nitrogênio (N2) (White-Martins, Campinas, SP, Brasil). Em seguida, as mangueiras de entrada e 

saída de gás foram fechadas e a câmara contendo as placas de cultura foi mantida em estufa a 

37°C, 5% de CO2, O2 atmosférico. Para aferir o grau de hipóxia dentro da câmara utilizou-se 

analisador de gás com uma solução absorvente de oxigênio (Fyrite – Bacharach Inc., Pittsburgh, 

Pennsylvania, USA). A concentração de O2 dentro da câmara foi de 6%. A tensão de oxigênio no 

meio de cultura foi de 37 mmHg para a condição de hipóxia e de 150 mmHg para normóxia (O2 

Analyzer YSI/53, Yellow Springs Instruments Inc., Yellow Springs, Ohio, USA) conforme 

analisado em nosso laboratório e descrito por Colhone et al.  (2004). O pH do meio de cultura foi 
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de 7.4 e não apresentou alterações significativas durante o curso dos experimentos. Assim, as 

células expostas à condição de 6% de O2, 5% de CO2, balanceado com N2 foi referida como 

hipóxia e a exposição a 21% O2, 5% CO2, balanceado com N2 referida como normóxia. 

Diferentes tempos e intervalos de exposição a hipóxia foram testados, conforme será 

exposto em Resultados. Culturas controles de DCs foram mantidas em ambiente normóxico 

(estufa incubadora a 37°C, 21% O2, 5% CO2) durante todo o decorrer do experimento. 

 

3.7 Avaliação da produção de IL-12 pelas culturas de DCs humanas. 

A pesquisa de IL-12 foi feita no sobrenadante das culturas de DCs humanas obtidas de 

acordo com os subitens 3.2, 3.4 e 3.5 de Materiais e Métodos. A quantificação de IL-12 foi 

determinada através do “kit” para ELISA (“enzyme-linked immunosorbent assay”) BD OptEIA 

Set Human IL-12 (p70) (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, California, USA) conforme 

descrição do fabricante. A densidade óptica foi medida a 450 nm no leitor de microplacas de 

ELISA Synergy HT Multi-Detector Microplate Reader (Bio-Tek, Winooski, Vermount, USA). 

Os valores de absorbância foram convertidos em pg/ml através do programa KC4 (Bio-Tek). As 

amostras foram analisadas em triplicata em 4 dosagens separadas. 

 

3.8 Avaliação in vitro dos efeitos de drogas leishmanicidas em DCs humanas infectadas com L. 

amazonensis e mantidas sob as condições de hipóxia e normóxia. 

Os ensaios foram adaptados dos protocolos de Callahan et al. (1997), Escobar et al. (2002), 

Verma & Dey (2004) e Azzouz et al. (2005) e realizados com as drogas Anfotericina B, Glucantime 

(Antimoniato de meglumina) e Miltefosine. No momento do uso, as drogas foram preparadas em 

solução PBS estéril (para Anfotericina B e Miltefosine) ou meio ISCOVE’S (para Glucantime) nas 

diferentes concentrações testadas. Culturas de DCs humanas foram preparadas e infectadas com 
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amastigotas de L. amazonensis como descrito nos subitens 3.2 e 3.4 de Materiais e Métodos. Após 24 

horas de infecção em normóxia, as culturas foram lavadas e incubadas com meio fresco contendo as 

citocinas recombinantes GM-CSF e IL-4 e diferentes concentrações das drogas (Anfotericina B, 

Glucantime e Miltefosine). As culturas foram mantidas sob condições de normóxia e hipóxia durante 

48 horas. Após este período, as lamínulas foram coradas por Giemsa e avaliadas em microscopia 

óptica, como descrito no subitem 3.2 de Materiais e Métodos. A atividade de cada composto foi 

determinada através do índice de infecção que é a porcentagem de DCs infectadas multiplicada pelo 

número médio de amastigotas por DC infectada (PEREIRA et al., 2005). 

 Através dos índices de infecção, o valor correspondente a IC50 (a concentração da droga 

que diminuiu o índice de infecção em 50%) de cada droga pode ser calculado. Os dados sob 

ambas as condições, normóxia e hipóxia, foram submetidos à análise de regressão Probit 

utilizando-se o programa POLO-PC (LeOra Software 1987, Berkeley, Califórnia, USA) para se 

estabelecer o valor da IC50. 

 

3.9 Avaliação da viabilidade das DCs humanas expostas à hipóxia e às drogas 

leishmanicidas. 

A viabilidade das DCs humanas foi determinada através do teste de MTT [3-(4,5-

dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] (MOSMANN, 1983). As DCs humanas 

foram cultivadas em placas de 96 poços (TRP) a 3 x 104 células/poço e mantidas em hipóxia ou 

normóxia por 24 horas ou 48 horas na presença ou não das drogas Anfotericina B (0,3 µg/ml), 

Glucantime (25 µg/ml) e Miltefosine (5 µM). Em cada poço, foi adicionado 10% de solução de 

MTT e as placas foram incubadas a 37°C por 4 horas. Após este período, foi retirado todo o meio 

de cultura e adicionado 100µL de isopropanol por 1 hora à temperatura ambiente sob agitação. A 
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viabilidade celular foi medida em 490 nm e 650 nm. Foi utilizado como controle positivo DCs 

cultivadas em normóxia e lisadas com H2O2 30% (60 mM, 24 horas). 

 

3.10 Análise da interação Leishmania-DC. 

 

3.10.1 Soros utilizados nos ensaios de opsonização dos parasitas. 

 Utilizamos soro normal humano (SNH) obtido de indivíduos saudáveis e soros de 

pacientes com leishmaniose (SIH) gentilmente cedido pela Dra Clara Barbieri (Unifesp/EPM-São 

Paulo). Os soros foram diluídos de acordo com o título obtido através de reações de 

imunofluorescência indireta (ver subitem 3.10.2 de Materiais e Métodos), sendo de 1:10 para 

SNH e 1:80.000 para os soros SIH. 

 

3.10.2 Reações de imunofluorescência indireta (IFI) para obtenção do título de anticorpos 

dos soros utilizados. 

Lâminas de microscopia para IFI (Glasstécnica) foram preparadas contendo promastigotas 

de cultura e amastigotas retirados de lesão de camundongos C3H/nude. Os parasitas foram 

lavados 2 vezes com tampão PBS (650 g/10 minutos) e fixados com formalina 2% sob agitação 

durante 10 minutos. Após 2 lavagens com PBS, cerca de 105 parasitas foram adicionados às 

lâminas. Após secagem, as lâminas foram acondicionadas em papel laminado e armazenadas a -

20°C. 

Para a reação de IFI, foram utilizados os soros descritos no subitem 3.10.1 de Materiais e 

Métodos e as diluições (1:10 até 1:5.120 e quando necessário, até 1:160.000) foram feitas em 

tampão PBS. Adicionou-se 10 µl dos soros diluídos em cada poço da lâmina contendo os 
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parasitas e incubou-se a reação durante 30 minutos a 37°C em câmara úmida. Em seguida, a 

lâmina foi lavada por imersão com tampão PBS, 3 vezes durante 5 minutos. Após secagem, foi 

adicionado 10µl do conjugado (anti-imunoglobulina marcada com FITC) diluído 1:20 em solução 

de Azul de Evans 0,001%  e novamente incubou-se durante 30 minutos a 37°C em câmara úmida. 

Em seguida, a lâmina foi lavada com tampão PBS, 3 vezes durante 5 minutos. Sobre a lâmina 

seca colocou-se algumas gotas de glicerina tamponada (90% em PBS) e vedou-se com uma 

lamínula para observação em microscópio de fluorescência (Nikon modelo 50i, Melville, New 

York, USA).  

 

3.10.3 Tratamento de soros humanos para inativação do Complemento e depleção de 

anticorpos específicos e não específicos. 

Para a inativação do Complemento (∆), os soros já diluídos foram incubados por 1 hora a 

56°C e em seguida armazenados a –20°C (KELLY et al., 2005). Para a retirada de anticorpos 

específicos e não específicos (ads), 107 promastigotas foram adicionados a 1 ml de soro já diluído 

e incubados por 2 horas a 4°C. Após centrifugação de 10 minutos a 650 g, colheu-se o 

sobrenadante (soro sem anticorpos) e armazenou-se a –20°C. Para a depleção de ambos (∆/ads), 

primeiramente fez-se a incubação a 56°C e em seguida a incubação com os promastigotas, como 

descrito acima. Para confirmar a retirada dos anticorpos, os soros foram testados quanto à sua 

positividade através de reações de imunofluorescência. 

 

3.10.4 Opsonização dos amastigotas com soros humanos. 

Os amastigotas “nude” foram opsonizados com soro normal humano (SNH) diluído 1:10, 

SNH 1:10 inativado (∆SNH), SNH 1:10 depletado de anticorpos (adsSNH), e SNH 1:10 



 

 

35

 

inativado e depletado de Ac (∆/adsSNH), soro infectado humano (SIH) diluído 1:80.000, SIH 

1:80.000 inativado (∆SIH), SIH 1:80.000  depletado de Ac (adsSIH) e SIH 1:80.000 inativado e 

depletado de Ac (∆/adsSIH). Cerca de 106 amastigotas foram ressuspensos em 500 µl dos 

respectivos soros e incubados a 4°C durante 1 hora. Os parasitas foram centrifugados a 4°C/650 

g/10 minutos, o soro descartado e o sedimento ressuspenso em meio ISCOVE’S e então 

adicionado às culturas de DCs na proporção 3:1 (parasita:célula) por 24 horas em estufa a 37°C, 

5% CO2. Para avaliar o número de células, de parasitas e a porcentagem de infecção as lamínulas 

de tais culturas foram coradas por Giemsa, como descrito no subitem 3.2 de Materiais e Métodos, 

e avaliados em microscopia óptica. 

 

3.10.5 Bloqueio de receptores de manose-fucose das DCs utilizando manana. 

O receptor do tipo lectina manose-fucose presente nos macrófagos foi avaliado em relação 

à sua importância na entrada do parasita nas DCs. Para tanto, foram realizados ensaios utilizando 

manana solúvel de S. cerevisiae. Os ensaios foram baseados nos protocolos de Cantos et al 

(1993), Colmenares et al (2002) e Campos et al. (2006). No dia 7 de cultura, as DCs foram 

tratadas com 5, 100 e 750 µg/ml de manana solúvel (diluída em PBS) durante 30 minutos a 37°C. 

Em seguida, foi feita a infecção com amastigotas retirados de lesões de camundongos BALB/c e 

C3H/nude durante 2,5 horas e 24 horas. Para avaliar o número de células, de parasitas e a 

porcentagem de infecção as lamínulas de tais culturas foram coradas por Giemsa, como descrito 

no subitem 3.2 de Materiais e Métodos, e avaliados em microscopia óptica. 
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3.10.6 Tratamento dos amastigotas de L. amazonensis com heparina. 

Amastigotas retirados de lesões de camundongos BALB/c foram pré-tratados com 

heparina a 10 µg/ml (106 amastigotas/500 µl da heparina). Após a incubação dos parasitas com 

heparina por 20 minutos em gelo, estes foram lavados 2 vezes com meio de cultura (10 minutos a 

650 g), adicionados à monocamada de DCs na proporção 3:1 (parasita:célula) e as culturas 

incubadas por 2,5 horas e 24 horas (LOVE et al., 1993). Para avaliar o número de células, de 

parasitas e a porcentagem de infecção as lamínulas de tais culturas foram coradas por Giemsa, 

como descrito no subitem 3.2 de Materiais e Métodos, e avaliados em microscopia óptica. 

 

3.11 Análise estatística. 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata (com cerca de 600 células contadas 

em microscópio óptico) e repetidos no mínimo duas vezes para garantir a reprodutibilidade. As 

médias e desvios padrão foram comparados pelo teste t-Student para duas amostras 

independentes utilizando o programa Microcal Origin 6,0 para Windows. Os valores foram 

considerados estatisticamente diferentes quando p foi < 0,01 e em alguns casos quando p < 0,05. 
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4.1 O modelo experimental para o estudo da hipóxia. 

 A primeira parte de apresentação dos resultados envolve a avaliação dos efeitos da 

hipóxia in vitro em DCs infectadas com L. amazonensis. 

  

4.1.1 Padronização do cultivo de DCs humanas a partir de monócitos do sangue periférico. 

 Para se estabelecer um protocolo de obtenção e cultivo de DCs humanas em nosso 

laboratório foram testadas algumas condições de cultivo baseadas em dados da literatura 

(BENDER et al., 1996; KODAIRA et al., 2000; McDOWELL et al., 2002; MAROVICH et al., 

2000; NAIR et al., 1998; PICKL et al., 1996;). As condições testadas estão descritas na Tabela 1 

e os resultados apresentados na Figura 1. De acordo com a Tabela 1, as células foram cultivadas 

com GM-CSF e IL-4 recombinantes em diferentes proporções durante 7 ou 10 dias (condições 1, 

2 e 3). Nas condições 4 e 5, o uso dos sobrenadantes das linhagens H28 e 5637 foi alternado com 

as proteínas recombinantes. Na condição 6, utilizou-se apenas os sobrenandantes como fonte das 

citocinas IL4 e GM-CSF a fim de verificar se as células H28 e 5637 poderiam ser fonte 

alternativa das citocinas. As porcentagens de células “DC-like” representam a população de 

células presente na cultura com morfologia característica de DCs, analisadas sob microscopia 

óptica (Figura 1). Pode-se observar que, as condições 4, 5 e 6, as quais envolvem uso dos 

sobrenadantes de H28 e 5637, não foram eficientes na diferenciação dos monócitos. Já as 

condições 1, 2 e 3 foram eficientes neste processo de diferenciação, sendo a condição 1 (250 

ng/ml IL4 rh + 50 ng/ml GM-CSF rh) a mais eficiente durante um período de 7 dias (70% das 

células em cultura apresentaram morfologia condizente à DCs). Vale salientar que monócitos 

cultivados durante 7 dias sem a adição de qualquer citocina ou sobrenadante das culturas 

celulares citadas diferenciaram-se em macrófagos. Na Figura 2 observamos as projeções finas e 

longas da membrana citoplasmática, característica da qual surgiu o termo célula “dendrítica”. 
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Para confirmar que estas células eram DCs, foi realizada uma imunofenotipagem das células 

obtidas sob a condição 1. 

 

 

Tabela 1 - Condições de cultivo de monócitos do sangue periférico humano para diferenciação 

em células dendríticas. A cultura foi feita utilizando-se meio ISCOVE’S com 10% de soro fetal 

bovino. 

 

Condições Dias de cultura 

1. 250 ng/ml IL4 rh + 50 ng/ml GM-CSF rh 7 

2. 250 ng/ml IL4 rh + 50 ng/ml GM-CSF rh 10 

3. 500 ng/ml IL4 rh + 1000 ng/ml GM-CSF rh 7 

4. Sobrenadante de H28 (IL-4) (250 µl) + 50 ng/ml GM-CSF rh 7 

5. Sobrenadante de 5637 (GM-CSF) (250 µl) + 250 ng/ml IL4 rh 7 

6. Sobrenadante de H28 (250 µl) + Sobrenadante de 5637 (250 µl) 7 
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Figura 1. Porcentagem de células “DC-like” obtidas após cultivo de monócitos humanos. 

Cerca de 0,5 x 106 células/ml cultivadas nas condições descritas na Tabela 1 foram analisadas 

quanto à morfologia sob microscopia óptica e definidas como “DC-like”. Os números referentes 

às condições de cultura citadas são semelhantes àquelas da Tabela 1. Os valores representam a 

porcentagem média ± desvio padrão de 3 experimentos independentes (*p<0,01). 
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Figura 2. Fotomicrografia de DCs humanas. As DCs foram obtidas a partir de monócitos do 

sangue periférico humano e cultivadas durante 7 dias em estufa incubadora (37°C, 21% O2, 5% 

CO2) em meio ISCOVE’S suplementado com 50 ng/ml de GM-CSF rh e 250 ng/ml de IL4 rh. No 

dia 7 de cultura as lamínulas contendo as culturas foram coradas por Giemsa e analisadas em 

microscópio óptico. Aumentos de 1000x (A, B, C) e 200x (D). 

A B 

C D 
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4.1.2 Imunofenotipagem das culturas de DCs e macrófagos humanos através de citometria 

de fluxo. 

Para confirmar a presença de DCs em culturas cultivadas durante 7 dias na presença de 50 

ng/ml de GM-CSF rh e 250 ng/ml de IL4 rh foi realizada imunofenotipagem por citometria de 

fluxo para um grupo pré-determinado de marcadores de superfície celular (anti-HLA-DR, anti-

CD40, anti-CD80, anti-CD123, anti-CD86, anti-CD83, anti-CD1a, anti-CD11c, anti-CD14, anti-

CD3, anti-CD19, anti-CD16, anti-CD56). Os resultados obtidos, apresentados na Figura 3, foram 

avaliados quanto à porcentagem de células positivas para os marcadores de superfície e expressos 

em forma de número (porcentagem) e histogramas. Nas análises, o anticorpo anti HLA-DR foi 

marcado com PerCP e os demais com PE ou FITC. Os isotipos utilizados foram IgG2a+PE, 

IgG2a+PerCP e IgG1+FITC, mostrados nos histogramas em cinza. Observamos que as células 

são positivas para HLA-DR (93%), CD80 (60%), CD86 (51%), CD83 (1,3%), CD11c (46%), 

CD123 (3,1%) e CD1a (56%) e negativas para CD3, CD14, CD19, CD56, CD16 e CD40, 

indicando ausência de linfócitos B, linfócitos T, monócitos e células NK. Diante destes 

resultados, nos certificamos de que as células cultivadas sob a condição 1 da Tabela 1 (50 ng/ml 

de GM-CSF rh e 250 ng/ml de IL4 rh) desenvolveram perfil de DCs e não são macrófagos 

humanos. 

 Paralelamente, foi realizada também a imunofenotipagem de culturas de macrófagos 

humanos. A análise confirmou a presença de macrófagos, sendo positivos para HLA-DR (99%), 

CD14 (92%), CD11c (97%) e CD25 (15%) e negativos para CD3, CD19 e CD56.  
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(legenda a seguir) 
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Figura 3. Caracterização fenotípica de DCs cultivadas na presença de 250 ng de IL4 rh e 50 

ng de GM-CSF rh. As células cultivadas durante 7 dias na presença das citocinas 

recombinantes, foram colhidas e analisadas por citometria de fluxo. As células foram marcadas 

com um painel de anticorpos: anti-HLA-DR, anti-CD40, anti-CD80, anti-CD123, anti-CD86, 

anti-CD83, anti-CD1a, anti-CD11c, anti-CD14, anti-CD3, anti-CD19, anti-CD16, anti-CD56. Os 

isotipos controles são mostrados em cinza. Os resultados são de um experimento representativo. 

A abscissa representa a intensidade de fluorescência (escala log10) e a ordenada o respectivo 

número de células. 
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4.1.3 Infecção de DCs e macrófagos humanos com L. amazonensis. 

Após seleção do protocolo de obtenção e cultivo das DCs (condição 1: 50 ng/ml de GM-

CSF rh e 250 ng/ml de IL4 rh durante 7 dias), avaliou-se o curso de infecção das DCs com 

amastigotas retirados das lesões de camundongos infectados BALB/c na proporção 3:1 

(parasita:célula) durante diferentes tempos e promastigotas em fase estacionária na proporção 

10:1 (parasita:célula) opsonizados ou não com 5% de soro normal humano. A infecção com 

amastigotas retirados de C3H/nude serão descritas em item separado (subitem 4.3 de Resultados).  

 Na Figura 4A estão apresentadas as porcentagens de DCs infectadas com amastigotas, 

retirados de BALB/c, durante os períodos de 2,5, 24, 48 e 72 horas e na Figura 4B, o número de 

amastigotas por DC infectada. Nós observamos que amastigotas infectaram as DCs 

eficientemente após 2,5 horas (60% de DCs infectadas e 4,5 amastigotas/DC), 24 horas (67% de 

DCs infectadas e 5,1 amastigotas/DC), 48 horas (69% de DCs infectadas e 6 amastigotas/DC) e 

72 horas (63% de DCs infectadas e 5,8 amastigotas/DC). Dados do período de 96 horas foram 

excluídos, pois a porcentagem de infecção caiu e as culturas estavam deterioradas. As DCs não 

sobreviveram após este período porque nestas culturas não ocorreu troca de meio e nem adição de 

meio fresco e/ou citocinas. Concluímos então, que as DCs são capazes de manter a infecção 

durante períodos de até 72 horas e optamos como tempo de infecção padrão o período de 24 

horas. 
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Figura 4. Infecção de DCs humanas com amastigotas de L. amazonensis. Células cultivadas 

segundo a condição 1 (50 ng/ml de GM-CSF rh e 250 ng/ml de IL4 rh, em estufa incubadora a 

37°C, 21% O2, 5% CO2) foram infectadas com amastigotas (3 parasitas: 1 célula) retirados de 

lesões de camundongos BALB/c, durante períodos de 2,5 horas, 24 horas, 48 horas e 72 horas. 

Após estes períodos, as lamínulas foram lavadas, coradas por Giemsa e analisadas em 

microscópio óptico. A) porcentagem de DCs infectadas e B) número de amastigotas por DC 

infectada. Os dados representam a média ± desvio padrão de 3 experimentos independentes. 
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Nas Figuras 5A e 5B, estão representados os dados de infecção de DCs com 

promastigotas (fase estacionária) de L. amazonensis. A infecção foi realizada durante um período 

de 24 horas. Os promastigotas infectaram cerca de 30% das DCs com uma média de 3,5 

promastigotas/DC infectada. Quando os promastigotas passaram por uma opsonização prévia 

com 5% de soro normal humano, a porcentagem de DCs infectadas aumentou para 40%. De 

acordo com estes resultados, concluímos que as formas amastigotas foram mais infectantes que 

as formas promastigotas, sendo as primeiras escolhidas para os experimentos seguintes. A Figura 

6 apresenta as DCs infectadas com os amastigotas localizados no vacúolo parasitóforo da célula. 
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Figura 5. Infecção de DCs humanas com promastigotas de L. amazonensis. Células 

cultivadas segundo a condição 1 (50 ng/ml de GM-CSF rh e 250 ng/ml de IL4 rh, em estufa 

incubadora a 37°C, 21% O2, 5% CO2) foram infectadas com promastigotas opsonizados (pro ops) 

ou não (pro) com soro normal humano na proporção 10:1 (parasita:célula). Após 24 horas as 

lamínulas foram lavadas, coradas por Giemsa e analisadas em microscópio óptico. A) 

porcentagem de DCs infectadas e B) número de amastigotas por DC infectada. Os dados 

representam a média ± desvio padrão de 3 experimentos independentes (*p<0,01). 
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Figura 6. Fotomicrografia de DCs humanas infectadas com amastigotas de L. amazonensis. 

DCs foram obtidas a partir de monócitos do sangue periférico humano e cultivadas durante 7 dias 

em estufa incubadora (37°C, 21% O2, 5% CO2) em meio ISCOVE’S suplementado com 50 ng/ml 

de GM-CSF rh e 250 ng/ml de IL4 rh. A e B: no dia 7 de cultura, as células foram infectadas 

durante 24 horas com amastigotas. As lamínulas com as DCs aderidas foram depois coradas por 

Giemsa e analisadas em microscópio óptico. Aumentos de 1000x (A e B). 

A B 
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4.1.4 Avaliação dos efeitos da hipóxia na infecção de DCs humanas com amastigotas de L. 

amazonensis. 

Com o objetivo de avaliar o efeito do microambiente hipóxico na infecção de DCs com L. 

amazonensis, as células foram infectadas durante 24 horas em ambiente hipóxico (6% de O2) ou 

normóxico (21% de O2). Foram avaliados três protocolos de infecção com L. amazonensis em 

DCs humanas em hipóxia, baseados nos trabalhos já publicados pelo grupo (COLHONE et al., 

2004; DEGROSSOLI et al., 2004): condição I) hipóxia de 24 horas seguida de infecção durante 

24 horas em normóxia; condição II) infecção de 24 horas em hipóxia e condição III) hipóxia de 

24 horas seguida de infecção durante 24 horas também em hipóxia. Os resultados obtidos estão 

apresentados na Figura 7. Observou-se que as porcentagens de infecção das DCs mantidas em 

hipóxia segundo as condições II e III foram significativamente menores (cerca de 48% e 43%, 

respectivamente) quando comparado à porcentagem de infecção de DCs mantidas em ambiente 

normóxico (cerca de 70%). Houve assim uma redução das células infectadas de 

aproximadamente 22% e 27%, respectivamente, quando as DCs foram mantidas em hipóxia 

(Figura 7A). Quanto ao número de amastigotas, também se observou uma redução nas culturas de 

DCs infectadas em hipóxia (4,2 e 5,6 amastigotas por DC infectada em ambiente hipóxico e 

normóxico, respectivamente) (Figura 7B). Estes resultados sugerem que DCs pré-expostas 

durante 24 horas à hipóxia e em seguida infectadas durante 24 horas em hipóxia reduzem a 

porcentagem de infecção e devem destruir os amastigotas intracelulares de L. amazonensis. 

Também se observou que as condições II e III apresentaram resultados similares, sendo que a 

condição II deve se aproximar mais das condições observadas em uma situação in vivo, isto é, 

somente após a infecção o indivíduo desenvolverá lesões que levarão à hipóxia tercidual e assim 

suas células entrarão em contato com o ambiente de baixa oxigenação. Diante destes resultados e 



 

 

51

 

dados já obtidos pelo grupo (COLHONE et al., 2004; DEGROSSOLI et al., 2004), a condição II 

foi escolhida para o desenvolvimento dos demais experimentos que utilizarão hipóxia. 
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Figura 7. Efeito de um período de hipóxia de 24 horas em DCs humanas infectadas com 

amastigotas de L. amazonensis. As DCs (0,5 x 106/ml) foram infectadas com amastigotas na 

proporção de 3:1 (parasita:célula) e mantidas em ambiente hipóxico ou normóxico  segundo as 

condições testadas. Condição I: hipóxia de 24 horas seguida de infecção durante 24 horas em 

normóxia; condição II: infecção de 24 horas em hipóxia e condição III: hipóxia de 24 horas 

seguida de infecção durante 24 horas também em hipóxia. A porcentagem de células infectadas 

foi determinada em lamínulas coradas com Giemsa. Os números referentes às condições de 

cultura citadas são semelhantes àquelas descritas no subitem 4.1.4 de Resultados. A) 

0

1
2

3

4

5
6

7

8
9

10

normóxia condição I condição II condição III

nº
 d

e 
am

as
ti

go
ta

s/
D

C
 in

fe
ct

ad
a

0

10
20

30

40

50
60

70

80
90

100

normóxia condição I condição II condição III

po
rc

en
ta

ge
m

 d
e 

D
C

s 
in

fe
ct

ad
as

* * 

* 

A 

B 



 

 

53

 

porcentagem de DCs infectadas e B) número de amastigotas por DC infectada. Os dados 

representam a média ± o desvio padrão de 3 experimentos independentes (*p<0,01). 

 

 

Tendo sido a condição II a escolhida para os experimentos seguintes, avaliamos se a 

diminuição na infecção estava relacionada com a diminuição da entrada do parasita nas DCs. As 

Figuras 8A e 8B mostram que após um curto período de infecção (2,5 horas) em hipóxia, a 

porcentagem de células infectadas é praticamente igual (cerca de 59%) à condição de normóxia 

(cerca de 60%), ou seja, os parasitas conseguiram penetrar nas células normalmente. Concluímos 

então que a hipóxia não afeta a entrada do parasita nas DCs mas deve exercer algum efeito nas 

células parasitadas. 
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Figura 8. Efeito de um período de hipóxia de 2,5 horas em DCs humanas infectadas com 

amastigotas de L. amazonensis. As DCs (0,5 x 106/ml) foram infectadas com amastigotas na 

proporção de 3:1 (parasita:célula) e mantidas em ambiente hipóxico ou normóxico durante 2,5 

horas. A porcentagem de células infectadas foi determinada em lamínulas coradas com Giemsa. 

A) porcentagem de DCs infectadas e B) número de amastigotas por DC infectada. Os dados 

representam a média ± o desvio padrão de 3 experimentos independentes (p<0,01). 
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4.1.5 Avaliação dos efeitos ativadores de LPS e IFN-γγγγ na infecção de DCs com amastigotas 

de L. amazonensis em condições normóxicas e hipóxicas. 

Sabe-se que LPS e IFN-γ ativam macrófagos e conseqüentemente diminuem a infecção 

destas células por amastigotas de L. amazonensis tanto em condições normóxicas quanto 

hipóxicas, como já publicado pelo grupo (COLHONE et al., 2004). Nós também analisamos a 

infecção de DCs humanas previamente ativadas com LPS e IFN-γ e expostas ou não à hipóxia. 

Para tal ativação foram utilizados protocolos previamente descritos na literatura (McDOWELL et 

al., 2002; MOSCA et al., 2000; SNIJDERS et al., 1998) e testadas as seguintes condições: 

variação no tempo de ativação e na concentração de IFN-γ. Os resultados obtidos estão 

apresentados nas Figuras 9 e 10. Na Figura 9 estão apresentados os resultados com diferentes 

tempos de ativação de culturas de DCs. Estas variações de tempo (ativação prévia de 24 horas, 8 

horas ou ativação junto com a adição do parasita) foram realizadas somente em condições 

normóxicas utilizando LPS a 100 ng/ml e IFN-γ a 10 ng/ml. Como pode ser visto na Figura 9A, 

no período de 24 horas de ativação, a porcentagem de infecção das DCs foi reduzida (cerca de 

30%). O número de amastigotas por DC infectada, no entanto, diminuiu nos períodos testados 

quando comparados ao controle (células não ativadas) (Figura 9B). 

Outros experimentos utilizando um período de 24 horas de ativação com LPS e IFN-γ, 

ambos na concentração de 100 ng/ml (MOSCA et al., 2000; SNIJDERS et al., 1998) foram 

realizadas nas condições de hipóxia e normóxia. Os resultados estão apresentados na Figura 10. 

DCs previamente ativadas com LPS (100 ng/ml) e IFN-γ (100 ng/ml) durante 24 horas são 

capazes de reduzir a porcentagem de infecção em ambiente normóxico (redução de cerca de 

32%) (Figura 10A). A exposição das culturas ao microambiente hipóxico também levou à 

redução da porcentagem de infecção das  DCs (cerca de 30%), mas a hipóxia não foi capaz de 
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potencializar o efeito leishmanicida observado nas DCs ativadas (Figura 10A). Observamos que 

DCs ativadas com LPS e IFN-γ em hipóxia reduzem a porcentagem de células infectadas tão 

efetivamente quanto DCs ativadas com LPS e IFN-γ em normóxia. Em relação ao número de 

amastigotas por célula infectada observou-se que DCs sob condições hipóxicas mostraram 

significativa diminuição no número de parasitas por célula quando comparado às culturas de DCs 

sob condições normóxicas (Figura 10B). Pode-se observar ainda que o número de parasitas por 

célula é semelhante em DCs ativadas com LPS e IFN-γ e não ativadas em hipóxia (Figura 10B). 

Concluímos que a hipóxia não potencializa o efeito dos ativadores LPS e IFN-γ em DCs 

infectadas com o parasita. 
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Figura 9. Ativação de DCs humanas com LPS e IFN-γγγγ infectadas com amastigotas de L. 

amazonensis em ambiente normóxico. As DCs (5x105/ml) foram tratadas ou não (s/ativação) 

com IFN-γ (10 ng/ml) e LPS (100 ng/ml) durante 24 horas (24h), 8 horas (8h) ou no momento da 

infecção (0h). Em seguida, as culturas foram infectadas com amastigotas na proporção de 3:1 

(parasita:célula) e mantidas em normóxia por 24 horas. A porcentagem de células infectadas foi 

determinada em lamínulas coradas por Giemsa. A) porcentagem de DCs infectadas e B) número 

de amastigotas por DC infectada. Os valores representam a média ± desvio padrão de 3 

experimentos independentes (*p<0,01). 
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Figura 10. Ativação de células DCs com LPS e IFN-γγγγ, infectadas com amastigotas de L. 

amazonensis em ambiente normóxico e hipóxico. As DCs (5 x 105/ml) foram tratadas com 

IFN-γ (100 ng/ml) e LPS (100 ng/ml) durante 24 horas (ativ) ou mantidas sem estímulo (ctr). 

Após este período, as culturas foram infectadas com amastigotas na proporção de 3:1 

(parasita:célula) e mantidas em normóxia ou hipóxia durante 24 horas. A porcentagem de células 

infectadas foi determinada em lamínulas coradas por Giemsa. A) porcentagem de DCs infectadas 

e B) número de amastigotas por DC infectada. Os valores representam a media ± desvio padrão 

de 3 experimentos independentes (*p<0,01). 
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4.1.6 Análise da viabilidade de DCs humanas em condições hipóxicas. 

 Considerando que o número de DCs infectadas foi reduzido em hipóxia (Figura 7 e Figura 

10), avaliamos se este fenômeno devia-se a alterações na viabilidade das DCs sob hipóxia, e sem 

nenhum efeito do microambiente nos mecanismos leishmanicidas das DCs. Para isso, utilizou-se 

o ensaio do MTT para analisar a viabilidade das DCs mantidas em normóxia ou hipóxia. Foi 

utilizado como controle DCs cultivadas em normóxia e mortas por peróxido de hidrogênio 

(H2O2). A Figura 11 apresenta os resultados em forma de densidade óptica das culturas; quanto 

menor a densidade óptica, menor o número de células viáveis. Nestes experimentos não se 

observou diferença significativa na viabilidade das células cultivadas em normóxia ou hipóxia 

durante 24 horas (condição II), indicando que as DCs não sofrem efeitos tóxicos relacionados a 

baixa concentração de oxigênio testada. 
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Figura 11. Efeito da hipóxia na viabilidade das DCs humanas. As DCs (3 x 104/poço) foram 

submetidas à hipóxia ou normóxia durante 24 horas. A viabilidade foi avaliada pelo teste do 

MTT. O controle representa DCs que sofreram ação oxidativa prévia de H2O2 (60 mM) durante 

24 horas. Os valores representam a média ± o desvio padrão de 3 experimentos independentes 

(*p<0,01). 
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4.1.7 Imunofenotipagem das culturas de DCs em condições hipóxicas. 

Estes testes foram realizados com o objetivo de avaliar se DCs cultivadas sob hipóxia 

sofrem mudanças fenotípicas. Nestas análises foram utilizados os fluorocromos PerCP para HLA 

e PE ou FITC para os demais marcadores. Os isotipos utilizados foram IgG2a+PE, IgG2a+PerCP 

e IgG1+FITC, mostrados nos histogramas em cinza claro (Figura 12). Os marcadores de 

superfície escolhidos para a imunofenotipagem das DCs foram HLA-DR, CD80, CD86, CD83, 

CD1a, CD11c, CD40, CD14, CD56, CD16, CD3, CD19. As imunofenotipagens foram realizadas 

com DCs mantidas em hipóxia (6% de O2 por 24 horas) tendo como controle as células mantidas 

em normóxia (21% de O2) e os resultados estão apresentados através de histogramas sobrepostos 

(Figura 12). Novamente pudemos observar que as DCs (cultivadas em normóxia) são positivas 

para HLA, CD80, CD86, CD83, CD11c e CD1a e negativas para CD3, CD14, CD19, CD56, 

CD16 e CD40, conforme já demonstrado na Figura 3. 

Para uma melhor visualização e comparação dos resultados obtidos em normóxia e 

hipóxia, estes foram apresentados também através da porcentagem de células positivas para cada 

marcador, onde os números representam a porcentagem média de três imunofenotipagens 

representativas em condições hipóxicas e normóxicas (Tabela 2). Os resultados mostram que as 

culturas que passaram pela condição de hipóxia apresentaram alterações em relação a alguns 

marcadores. Nós observamos uma redução na intensidade de fluorescência das moléculas co-

estimulatórias CD80 e CD86 nas culturas submetidas a hipóxia (Figura 12). A Tabela 2 mostra 

uma redução nos níveis de expressão celular de cerca de 26% e 51% para CD80 e CD86, 

respectivamente. A hipóxia também afetou os níveis de expressão da molécula CD1a. Uma 

redução significativa de 17% (Tabela 2) pode ser observada também no histograma da Figura 12. 

Diante destes resultados, pudemos concluir que a hipóxia altera a expressão dos seguintes 

marcadores de superfície celular: CD80, CD86 e CD1a.  
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Figura 12. Análise fenotípica de DCs cultivadas sob condições normóxicas e hipóxicas. As 

células foram cultivadas por 7 dias na presença de GM-CSF e IL4 quando então foram expostas 

ao microambiente hipóxico (6% O2) ou normóxico (21% O2) por 24 horas; em seguida foram 

colhidas e analisadas por citometria de fluxo. As células foram marcadas com um painel de 

anticorpos descritos no subitem 3.3 de Materiais e Métodos. Nos histogramas estão apresentados 

os isotipos controles (cinza claro) e os marcadores de superfície em DCs mantidas em normóxia 

(negrito) e expostas à hipóxia (cinza escuro). “Lineage” refere-se aos anticorpos anti-CD3, anti-

C19, anti-CD16 e anti-CD56. Resultados de um experimento representativo. A abscissa 

representa a intensidade de fluorescência (escala log10) e a ordenada o respectivo número de 

células. 
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Tabela 2 - Comparação dos valores obtidos nas imunofenotipagens das DCs por citometria de 

fluxo. Os números correspondem às porcentagens médias de células positivas para cada marcador 

mencionado. As células foram cultivadas por 7 dias na presença de GM-CSF e IL4 e então foram 

expostas ao microambiente hipóxico (6% O2 durante 24 horas) ou normóxico (21% O2). Estão 

apresentadas as médias de 3 experimentos representativos de 5 realizados (*p<0,05). 

 

 Valores em porcentagem (%) 

Ac anti normóxia hipóxia 

HLA  93 91 

CD80 50  37* 

CD86 64  31* 

CD83 1,7 2,0 

CD1a 56  46* 

CD11c 63 61 

CD123 3 3,3 

CD14 0,6 1,1 

CD40 0,3 0,4 

Lineage (CD3, CD16, CD19, CD56) 0,9 1,1 
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4.1.8 Avaliação da produção de IL-12 pelas culturas de DCs humanas. 

Vários estudos têm documentado que DCs humanas e murinas são capazes de produzir 

IL-12. Sabe-se também que a produção desta citocina pelas DCs é maior na presença de 

estímulos como LPS, IFN-γ, CD40L e parasitas intracelulares (SARTORI et al., 1997; VON 

STEBUT et al., 1998). Além desses fatores/estímulos, a produção de IL-12 pelas DCs murinas 

pode também ser modulada pela tensão de oxigênio local (MURATA et al., 2002).  

Inicialmente avaliamos se as DCs humanas cultivadas de acordo com nosso protocolo 

seriam capazes de produzir IL-12 p70, a molécula bioativa de IL-12. Nossas análises por ELISA 

não detectaram produção de IL-12 p70 tanto em normóxia como em hipóxia (Figura 13). Não 

descartamos a possibilidade de produção abaixo dos níveis de detecção do kit utilizado (7,8 

pg/ml). Em seguida, investigamos se as culturas de DCs humanas produziriam IL-12 diante de 

estímulo com LPS e IFN-γ (item 3.5 de Materiais e Métodos). Na Figura 13 observa-se produção 

de IL-12 em normóxia e um aumento significativo desta quando as culturas foram submetidas à 

hipóxia.  

De acordo com os dados da Figura 13, somente a presença do parasita não foi suficiente 

para a produção de níveis detectáveis de IL-12 em microambiente hipóxico ou normóxico. No 

entanto, quando as culturas infectadas foram previamente estimuladas com LPS e IFN-γ, ocorreu 

produção de IL-12 p70. Tal produção foi maior do que em culturas não infectadas apenas 

estimuladas com LPS e IFN-γ. Nesta situação ativação/infecção, a hipóxia diminuiu o nível de 

IL-12 produzido quando comparado à situação ativação/infecção em normóxia. Estes resultados 

sugerem que a hipóxia influencia a produção de IL-12 diante da ativação e infecção das DCs.  
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Figura 13. Produção de IL-12p70 por DCs humanas em normóxia e hipóxia. As DCs (5 x 

105/ml) foram tratadas com IFN-γ (100 ng/ml) e LPS (100 ng/ml) (LPS+IFN) durante 24 horas 

ou mantidas sem estímulo (controle). Após este período, as culturas foram infectadas ou não com 

amastigotas de L. amazonensis (L. amazon) na proporção de 3:1 (parasita:célula) e mantidas em 

normóxia ou hipóxia durante 24 horas.  Após este período o sobrenandante das culturas foi 

colhido e IL-12 p70 foi quantificada através de ELISA. Resultados de uma análise representativa 

em triplicata de 4 realizadas. Comparação realizada entre normóxia vs hipóxia (*p<0,01). 
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4.2 Avaliação dos efeitos de drogas leishmanicidas em DCs humanas infectadas com L. 

amazonensis e mantidas sob as condições de hipóxia ou normóxia.  

Nesta segunda parte do nosso trabalho estão apresentados os resultados da avaliação dos 

efeitos das drogas leishmanicidas em DCs humanas infectadas com L. amazonensis e mantidas 

sob condições de hipóxia ou normóxia. 

 As principais drogas utilizadas no tratamento da leishmaniose cutânea, mucocutânea e 

visceral são os antimoniais pentavalentes, os antibióticos como a Anfotericina B e mais 

recentemente, o Miltefosine, inicilamente descrito como droga anticâncer. Os alvos dessas drogas 

são os amastigotas intracelulares que se dividem e sobrevivem em células do sistema fagocitário 

(CROFT & COOMBS, 2003). Não há dados na literatura mostrando os efeitos dessas drogas 

leishmanicidas sobre DCs e Leishmania. Além disso, alguns trabalhos mostraram que baixas 

tensões de O2 podem afetar a eficácia de drogas antitumorais (KOCH et al., 2003; YUN et al., 

2004). Avaliamos, então, o efeito das drogas Anfotericina B, Glucantime (antimoniato de 

meglumina) e Miltefosine em amastigotas intracelulares de L. amazonensis em DCs sob 

condições de normóxia ou hipóxia. Os resultados obtidos são apresentados como índice de 

infecção (ver subitem 3.8 de Materiais e Métodos). O tratamento durante 48 horas com as 

diferentes drogas em ambiente normóxico resultou em um efeito leishmanicida dose-dependente 

(Figura 14). A sensibilidade às drogas foi baseada na inibição do crescimento do parasita dentro 

da célula e na porcentagem de células infectadas, resultando em índices de infecção menores 

quanto maior a dose utilizada de cada droga. A Anfotericina B foi tóxica para os amastigotas de 

L. amazonensis nas concentrações de 0,015 µg/ml, 0,15 µg/ml e 0,3 µg/ml em normóxia e não 

apresentou ação leishmanicida em hipóxia (Figura 14A). O Glucantime foi tóxico para 

Leishmania nas concentrações de 1,5 µg/ml, 5 µg/ml e 25 µg/ml em normóxia e em hipóxia 
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somente a concentração de 25 µg/ml apresentou ação leishmanicida (Figura 14B). O Miltefosine 

foi tóxico para o parasita nas concentrações de 0,5 µM, 1,5 µM e 5 µM, tanto em normóxia como 

em hipóxia (Figura 14C).  

Baseado nos gráficos de dose-resposta das drogas, a IC50 de cada composto pôde ser 

determinada pela análise de regressão através do programa Probit (subitem 3.8 de Materiais e 

Métodos). Os resultados são expressos em microgramas por mililitro ou em micromolar de 1 

experimento representativo (Tabela 3). O tratamento com as diferentes drogas resultou em uma 

inibição da proliferação de amastigotas internalizados pelas DCs em normóxia com IC50 de 0,05 

µg/ml para Anfotericina B, 0,69 µg/ml para Glucantime e 0,83 µM para Miltefosine. Sob 

condições hipóxicas, a droga Glucantime foi menos efetiva, a IC50 aumentou para 10,87 µg/ml 

quando comparada ao valor obtido em normóxia (0,69 µg/ml). No caso do Miltefosine, a hipóxia 

potencializou sua ação diminuindo sua IC50 para 0,69 µM quando comparada ao valor obtido em 

normóxia (0,83 µg/ml). Como a hipóxia anulou a ação de Anfotericina B, sua IC50 nesta condição 

não pode ser calculada. 

As doses escolhidas para nossos experimentos foram baseadas em trabalhos de Santa-Rita 

et al. (2004), Escobar et al. (2002) e Callahan et al. (1997). Alguns ajustes foram necessários já 

que existem diferenças na sensibilidade das espécies de Leishmania e entre as células utilizadas 

(CALLAHAN et al., 1997; ESCOBAR et al., 2002). As concentrações de 0,3 µg/ml, 25 µg/ml e 5 

µM de Anfotericina B, Antimônio e Miltefosine, respectivamente, não causaram danos às DCs, 

como avaliado pelo teste de MTT (Figura 15). A Figura 15 apresenta os resultados expressos 

através de densidade óptica, sendo que quanto menor a densidade óptica, menor o número de 

células viáveis. Foi utilizado como controle positivo, DCs cultivadas em normóxia e tratadas com 

H2O2. Observou-se que não há diferença significativa na viabilidade das células cultivadas em 
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normóxia ou hipóxia durante 48 horas na presença das drogas em concentrações onde se 

observou efeito para o parasita e aparentemente nenhum efeito tóxico nas células (0,3 µg/ml, 25 

µg/ml e 5 µM de Anfotericina B, Antimônio e Miltefosine, respectivamente). Assim, valores 

mais altos destas drogas, foram rejeitados para os ensaios de infecção.  

Nossos resultados com Anfotericina B, Glucantime e Miltefosine aplicados a culturas de 

DCs humanas infectadas com L. amazonensis são inéditos e contribuem para estudos sobre 

interação droga/parasita tanto in vitro como in vivo e para o desenvolvimento de terapias mais 

potentes e alternativas para a leishmaniose. 
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Figura 14. Efeitos de drogas leishmanicidas em DCs humanas infectadas com L. 

amazonensis e mantidas sob as condições de hipóxia e normóxia. As DCs (0,5 x 106/ml) 

foram infectadas com amastigotas na proporção 3:1 (parasita:célula) por 24 horas. Após este 

período as culturas foram lavadas e submetidas a hipóxia ou normóxia durante 48 horas na 

presença de Anfotericina B, antimoniato de meglumina (Glucantime) e Miltefosine ou apenas 

meio de cultura (concentração zero). Os resultados de um experimento representativo de 4 

realizados estão apresentados. Comparação entre tratado vs não tratado em normóxia (*) e 

hipóxia (**) (p<0,01). 

 

 

Tabela 3 – Sensibilidade de amastigotas de L. amazonensis internalizados por DCs humanas aos 

agentes leishmanicidas em normóxia e em hipóxia. Estão apresentados os valores de uma análise 

representativa das IC50s das drogas após 48 horas em cultura de DCs infectadas. 

 

 IC50
 a
 

 normóxia hipóxia 

Anfotericina B (µg/ml) 0,05 ____c 

Glucantimeb (µg/ml) 0,69 10,87 

Miltefosine (µM) 0,83 0,69 

 
 

a ensaio descrito no subitem 3.8 de Materiais e Métodos. 

b valores de antimoniato de meglumina. 

c não foi observado efeito de Anfotericina B em hipóxia. 
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Figura 15. Efeito de Anfotericina B, Glucantime (antimônio) e Miltefosine em DCs 

humanas sob condições de normóxia e hipóxia. As DCs (3 x 104/poço) foram submetidas à 

hipóxia ou normóxia durante 48 horas na presença de 0,3 µg/ml de Anfotericina B, 25 µg/ml de 

antimoniato de meglumina (Glucantime) e 5 µM de Miltefosine ou apenas meio de cultura (s/ 

droga). A viabilidade foi avaliada pelo teste do MTT. O controle positivo representa DCs 

previamente incubadas com 60 mM de H2O2. Os valores representam a média de um experimento 

representativo realizado em triplicata ± o desvio padrão (*p<0,01). 
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4.3 Interação Leishmania-DC. 

 Nesta terceira e última parte de nosso trabalho estão apresentados os resultados sobre a 

análise do processo de infecção, ou seja, avaliamos os ligantes necessários para a infecção in 

vitro de DCs humanas por amastigotas de L. amazonensis. Artigo com estes dados foi aceito para 

publicação no periódico Experimental Parasitology (ver Anexo). Para este estudo foram 

utilizados amastigotas retirados de lesões de camundongos C3H/nude. Parasitas originados destas 

lesões apresentam-se pouco opsonizados (PRINA et al., 2004). 

 

4.3.1 Infecção de fagócitos por amastigotas de L. amazonensis. 

 Para avaliarmos se a entrada de amastigotas em DCs está relacionada à opsonização desta 

forma parasitária, foram realizados experimentos com amastigotas de C3H/nude (não apresentam 

anticorpos em sua superfície) comparando-se com amastigotas de BALB/c (naturalmente 

opsonizados) (TERABE, 1999). Observamos que amastigotas de BALB/c são mais infectantes 

(Figura 16). Dados semelhantes, isto é, maior infectividade de amastigotas de BALB/c também 

foram observados em macrófagos humanos, macrófagos peritoniais murinos e linhagem J774 

(aproximadamente 30%, 54% e 14% de redução na infecção quando usados amastigotas nude, 

respectivamente) (Figura 16). 

Avaliamos também se diferentes tipos de opsonização alteram a infectividade dos 

amastigotas testados frente a DCs e macrófagos humanos. Na Figura 17A, estão apresentados os 

dados comparativos de infecção de DCs e macrófagos humanos com amastigotas retirados de 

lesões de camundongos C3H/ nude que foram ou não opsonizados com soro imune murino 

(SIM), soro normal humano (SNH) e soro de paciente com leishmaniose (SIH). A Figura 17B 

apresenta o número de parasitas por célula infectada. Nós concluímos que a opsonização com 
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soro humano, tanto SHN quanto SIH, foi bastante efetiva para aumentar a entrada de amastigotas 

nude tanto em DCs como em macrófagos humanos. 

 

 

 

Figura 16. Infecção de DCs humanas e macrófagos de diferentes linhagens celulares com 

amastigotas de L. amazonensis. As DCs humanas (DCs), macrófagos humanos (MOh), 

macrófagos peritoniais (MOp) e macrófagos J774 (J774) foram infectados na proporção 3:1 

(parasita:célula) durante 24 horas em estufa incubadora  com amastigotas retirados de lesões de 

camundongos BALB/c (Am B/c) ou de C3H/nude (Am nude). Após 24 horas de incubação, as 

lamínulas contendo as células foram lavadas, coradas por Giemsa e analisadas em microscópio 

óptico. Os dados representam a média de 3 experimentos representativos ± o desvio padrão 

(*p<0,01). 
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Figura 17. Infecção de DCs e macrófagos humanos com amastigotas de L. amazonensis 

retirados de camundongos C3H/nude. As células foram infectadas na proporção 3:1 

(parasita:célula) durante 24 horas em estufa incubadora. Os amastigotas foram ou não (Am nude) 

opsonizados previamente com soro de camundongo infectado com L. amazonensis (SIM), soro 

normal humano (SNH) e soro de paciente com leishmaniose (SIH). Após a incubação, as 

lamínulas contendo as células foram lavadas, coradas por Giemsa e analisadas em microscópio 

óptico. Como controle, foi realizada infecção com amastigotas retirados de BALB/c (Am B/c). 

A) porcentagem de células infectadas e B) número de amastigotas por célula infectada. Os dados 

representam a média ± o desvio padrão de 3 experimentos independentes (*p<0,01). 
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4.3.2 Opsonização dos amastigotas de L. amazonensis com soros humanos. 

De acordo com as reações de imunofluorescência utilizando lâminas com amastigotas de 

C3H/nude (Am nude), foram determinados os títulos de anticorpos dos soros (1:10 para o soro 

normal humano e 1:80000 para o soro de paciente com leishmaniose). Na Figura 18, estão 

apresentados os dados comparativos de infecção das DCs com amastigotas retirados de lesões de 

camundongos C3H/nude que foram ou não opsonizados com SNH, SNH inativado, SNH 

depletado de anticorpos (Ac), SNH inativado e depletado de Ac, SIH, SIH inativado, SIH 

depletado de Ac e SIH inativado e depletado de Ac. Nós concluímos que a opsonização com soro 

humano normal ou infectado, foi efetiva para aumentar a entrada de amastigotas “nude” nas DCs. 

Resultados semelhantes foram obtidos com diferentes soros humanos normais e de outros 

pacientes com leishmaniose (dados não mostrados). Observamos que a inativação do soro e/ou 

depleção de anticorpos, diminuem a entrada do parasita na célula (cerca de 25%). Entretanto, 

quando se retira simultaneamente complemento e anticorpos, a diminuição na porcentagem de 

infecção é significativa (redução de cerca de 42%) (Figura 18). Assim, a retirada de um ou outro 

componente provocou redução não significativa da porcentagem de infecção das células. O 

número de amastigotas por DC infectada foi menor que o controle (Am nude) apenas com SIH 

inativado e depletado (dados não mostrados). 
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Figura 18. Infecção de DCs humanas com amastigotas de L. amazonensis retirados de 

camundongos C3H/nude. As DCs foram infectadas na proporção 3:1 (parasita:célula) durante 

24 horas em estufa incubadora. Os amastigotas nude foram ou não (Am nude) opsonizados 

previamente com soro normal humano (SNH) e soro infectado humano (SIH), SNH inativado 

(∆SNH), SNH sem anticorpos (adsSNH), SNH inativado e sem anticorpos (∆/adsSNH, SIH 

inativado (∆SIH), SIH sem anticorpos (adsSIH) e SIH inativado e sem anticorpos (∆/adsSIH). 

Após a incubação, as lamínula foram coradas por Giemsa e analisadas em microscópio óptico. O 

SNH foi diluído 1:10 e o SIH 1: 80.000. Os dados representam a média ± desvio padrão de 3 

experimentos representativos (*p<0,01). 
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4.3.3 Bloqueio de receptores de manose-fucose das DCs utilizando manana. 

Considerando que as DCs apresentam receptores do tipo lectina na superfície celular e 

que estes estão envolvidos com a entrada de amastigotas de Leishmania na célula hospedeira 

(COLMENARES et al., 2002), foram realizados ensaios com manana solúvel de Saccharomyces 

cerevisiae. O objetivo foi avaliar se ocorre bloqueio de receptores de manose-fucose 

supostamente envolvidos na entrada do parasita na DCs humanas e conseqüente redução na 

porcentagem de infecção destas células. Os resultados obtidos estão apresentados nas Figura 19 e 

20. Inicialmente analisamos a infecção por 24 horas das DCs previamente tratadas com manana, 

como apresentados na Figura 19. Como pode ser visto, não houve alteração na porcentagem de 

infecção das DCs tanto com amastigotas retirados de camundongos BALB/c quanto com 

amastigotas “nude”, independente da dose utilizada da manana (Figura 19A). Também não foi 

verificada nenhuma alteração no número de amastigotas por célula infectada (Figura 19B). 

Baseados nos protocolos e resultados de Campos et al. (2006) e Colmenares et al. (2002) com 

macrófagos, o tempo de infecção das DCs foi reduzido de 24 para 2,5 horas de infecção e a 

concentração de manana usada foi de 750 µg/ml. Os resultados obtidos estão apresentados na 

Figura 20. Pode-se observar uma redução significativa (diminuição de cerca de 50%) na 

porcentagem de infecção das DCs tratadas com manana e infectadas com amastigotas retirados de 

camundongos BALB/c (Figura 20A). Porém, não houve alteração na porcentagem de infecção 

das DCs tratadas quando utilizamos amastigotas “nude”. O número de amastigotas por célula 

infectada não se alterou em nenhuma das situações, sugerindo que o tratamento com manana não 

afetou a capacidade de multiplicação dos amastigotas que conseguiram ser internalizados pelas 

DCs (Figura 20B).  
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Diante destes resultados, investigamos se os receptores de manose-fucose seriam 

utilizados para a entrada de formas promastigotas do parasita, forma menos opsonizada que os 

amastigotas retirados da lesão e semelhantes aos amastigotas “nude”. As culturas foram tratadas 

com 750 µg/ml de manana e infectadas com promastigotas em fase estacionária durante 24 horas. 

Na Figura 21A, observamos diminuição da porcentagem de DCs infectadas (cerca de 26%), 

indicando que a manana bloqueou os receptores de manose-fucose reduzindo a entrada do 

parasita. Houve também redução do número de parasitas intracelulares, reflexo da fagocitose 

retardada pela manana (Figura 21B).  

Estes dados indicam que as formas promastigotas de L. amazonensis utilizam os 

receptores de manose-fucose para invadirem DCs humanas.  
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Figura 19. Infecção de DCs humanas com amastigotas de L. amazonensis retirados de 

camundongos BALB/c e C3H/nude. As culturas foram pré-tratadas com 5, 100 ou 750 µg/ml de 

manana durante 30 minutos e em seguida as células foram infectadas na proporção 3:1 

(parasita:célula) durante 24 horas em estufa incubadora. Após a incubação, as lamínulas foram 

coradas por Giemsa e analisadas em microscópio óptico. Culturas não tratadas com manana 

foram utilizadas como controle (ctr). A) porcentagem de DCs infectadas e B) número de 

amastigotas por DC infectada. Os dados representam a média ± desvio padrão de 3 experimentos 

independentes (*p<0,01). 
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Figura 20. Infecção de DCs humanas com amastigotas de L. amazonensis retirados de 

camundongos BALB/c e C3H/nude. As culturas foram pré-tratadas com 750 µg/ml de manana 

durante 30 minutos e em seguida as células foram infectadas na proporção 3:1 (parasita:célula) 

durante 2,5 horas em estufa incubadora. Após a incubação, as lamínulas foram coradas por 

Giemsa e analisadas em microscópio óptico. Culturas não tratadas com manana foram utilizadas 

como controle (ctr). A) porcentagem de DCs infectadas e B) número de amastigotas por DC 

infectada. Os dados representam a média ± desvio padrão de 3 experimentos independentes 

(*p<0,01). 
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Figura 21. Infecção de DCs humanas com promastigotas de L. amazonensis. As culturas 

foram pré-tratadas com 750 µg/ml de manana (man) durante 30 minutos e em seguida as células 

foram infectadas na proporção 10:1 (parasita:célula) durante 24 horas em estufa incubadora. 

Após a incubação, as lamínulas foram coradas por Giemsa e analisadas em microscópio óptico. 

Culturas não tratadas com manana foram utilizadas como controle (ctr). A) porcentagem de DCs 

infectadas e B) número de amastigotas por DC infectada. Os dados representam a média ± desvio 

padrão de 3 experimentos independentes (*p<0,01). 
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4.3.4 Tratamento dos amastigotas de L. amazonensis com heparina. 

Trabalhos de Love et al (1993) e Peters et al (1995), indicam que amastigotas de 

Leishmania são capazes de se ligar em heparina, o que afetaria a sua ligação nas células 

fagocitárias no momento da co-cultura. Assim, analisamos infecções por períodos de 2,5 horas e 

24 horas com amastigotas tratados com heparina, isolados de camundongos BALB/c e C3H/nude 

(Figuras 22 e 23, respectivamente). Na Figura 22A, observamos redução significativa de 65% na 

porcentagem de infecção das DCs quando os amastigotas de BALB/c foram tratados com 100 

µg/ml de heparina durante 24 horas, resultado semelhante ao obtido com o tempo de infecção de 

2,5 horas. Uma diminuição foi observada no número de amastigotas por célula infectada no 

período de 24 horas, inexistente no período de 2,5 horas, sugerindo que é necessário um período 

maior de infecção para se observar o reflexo do bloqueio na fagocitose (Figura 22B). 

Baseados nos dados obtidos com amastigotas de BALB/c, nós investigamos se 

amastigotas “nude” teriam atividade “ligadora” de heparina que facilitariam sua entrada na célula 

hospedeira (LOVE et al., 1993). Uma redução significativa de 50% na porcentagem de DCs 

infectadas foi observada quando os amastigotas “nude” foram pré-tratados com 100 µg/ml de 

heparina (Figura 23A). Como visto com os amastigotas de BALB/c, apenas no período de 24 

horas de infecção observamos redução significativa também no número de amastigotas por DC 

infectada (Figura 23B).  
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Figura 22. Infecção de DCs humanas com amastigotas de L. amazonensis retirados de 

camundongos BALB/c. Os amastigotas foram pré-tratados com heparina (100 µg/ml) e 

adicionados à monocamada de DCs na proporção 3:1 (parasita:célula) durante 2,5 e 24 horas. 

Após a incubação, as lamínulas foram coradas por Giemsa e analisadas em microscópio óptico. 

Como controle, foram utilizados amastigotas não tratados com heparina (ctr). A) porcentagem de 

DCs infectadas e B) número de amastigotas por DC infectada. Os dados representam a média ± 

desvio padrão de 3 experimentos independentes (*p<0,01). 
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Figura 23. Infecção de DCs humanas com amastigotas de L. amazonensis retirados de 

camundongos C3H/nude. Os amastigotas “nude” foram pré-tratados com heparina (100 µg/ml) 

e adicionados à monocamada de DCs na proporção 3:1 (parasita:célula) durante 2,5 e 24 horas. 

Após a incubação, as lamínulas foram coradas por Giemsa e analisadas em microscópio óptico. 

Como controle, foram utilizados amastigotas não tratados com heparina (ctr). A) porcentagem de 

DCs infectadas e B) número de amastigotas por DC infectada. Os dados representam a média ± 

desvio padrão de 3 experimentos independentes (*p<0,01). 
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As DCs são elementos chaves do sistema imune funcionando como células apresentadoras 

de antígenos profissionais para linfócitos T, tanto in vivo como in vitro (BRANDONISIO et al., 

2004). A habilidade das DCs de agirem como apresentadoras profissionais na indução da resposta 

de linfócitos T a uma variedade de antígenos pode ser atribuída à sua capacidade de expressar 

altos níveis de moléculas co-estimulatórias e/ou acessórias. Recentemente, têm se dado ênfase ao 

estudo deste tipo celular, principalmente no contexto das infecções. DCs ativadas podem produzir 

IL-12 regulando a resposta imune celular, um processo crítico para conter infecções por 

patógenos intracelulares como é o caso da Leishmania (AWASTHI et al., 2004; BRANDONISIO 

et al., 2004).  

O estado redox da célula mostrou ser um importante mediador da comunicação bi-

direcional DC-célula T (GOTH et al., 2006), a qual envolve moléculas de superfície como CD80, 

CD86 e HLA. Trabalhos como o de Qu et al. (2005) mostraram que a hipóxia pode afetar o 

processo de maturação e a capacidade migratória das DCs humanas. Lahat et al. (2003) também 

verificaram que a hipóxia reduzia a expressão de CD80 em monócitos humanos e estimulava a 

produção de TNF-α pelos mesmos. Além disso, a tensão de O2 ambiente ou a concentração de 

moléculas redutoras no meio de cultura pode influenciar a secreção de citocinas como INF-γ e 

IL-12 (MURATA et al., 2002) e aumentar a expressão de FCR1 (NOVAK et al., 2002) pelas 

DCs. Mais recentemente, Goth et al. (2006) descreveram um protocolo no qual DCs derivadas da 

medula óssea murina cultivadas em ambiente com 5% de oxigênio geraram significantemente 

mais DCs imaturas e maduras do que as condições convencionais usando oxigênio ambiente 

(21% de O2). Estes dados sugerem que a hipóxia pode afetar o fenótipo e funções celulares e 

conseqüentemente a resposta inflamatória. Assim, neste trabalho analisamos os efeitos da hipóxia 
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na resistência/susceptibilidade de DCs humanas a L. amazonensis e também a interação 

DC/parasita. 

 

5.1 As culturas de DCs humanas. 

 As DCs podem ser isoladas a partir de culturas de sangue periférico humano e conduzidas 

na presença das citocinas IL-4 e GM-CSF para estudos de DCs humanas (BENDER et al., 1996; 

KODAIRA et al., 2000; MAROVICH et al., 2000; McDOWELL et al., 2002; NAIR et al., 1998; 

PICKL et al., 1996; SALLUSTO & LANZAVECCHIA, 1994). Em nosso trabalho, foram 

avaliados alguns protocolos de obtenção de DCs humanas a partir de monócitos do sangue 

periférico obtido de indivíduos sadios. Dentre os protocolos avaliados (Tabela 1), o cultivo dos 

monócitos sanguíneos com 50 ng/ml de GM-CSF rh e 250 ng/ml de IL-4 rh durante 7 dias, sem 

troca de meio de cultura e/ou adição das citocinas, foi o que se mostrou mais eficiente na 

diferenciação dos monócitos com 70% das células em cultura apresentando morfologia 

condizente à DCs humanas (Figuras 1 e 2). As condições que empregaram os sobrenadantes das 

culturas H28 e 5637 como fonte alternativa de IL-4 e GM-CSF, respectivamente (Tabela 1), não 

foram eficientes no processo de diferenciação (Figura 1). As linhagens humanas H28 e 5637 

produzem e secretam IL-4 e GM-CSF, respectivamente (QUENTMEIER et al., 1997; 

SEVERINSON et al., 1987). As razões para a baixa diferenciação em DCs nas culturas com estes 

sobrenadantes não são conhecidas, mas podemos supor uma baixa produção ou concentração das 

citocinas nos sobrenadantes das culturas dessas linhagens celulares. Quanto à estabilidade das 

culturas de DCs cultivadas com IL-4 e GM-CSF recombinantes, esta diminui após 10 dias de 

cultivo, visto que a expressão dos principais marcadores de superfície celular para DCs (HLA, 

CD80, CD86, CD1a, CD83) decaiu significativamente nestas células (dados não mostrados).  
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A análise fenotípica das DCs obtidas de acordo com a condição 1 (250 ng/ml de IL-4 e 50 

ng/ml de GM-CSF) mostraram perfil comprobatório deste tipo celular (Figura 3). As células 

expressaram altos níveis de moléculas de HLA-DR (93%) bem como de moléculas acessórias 

como CD80 (60%), CD86 (51%) e CD1a (56%). A imunofenotipagem também indicou ausência 

de células como linfócitos, monócitos e células NK, avaliada pela baixa porcentagem dos 

marcadores CD14, CD3, CD19 e CD54. O marcador CD83, específico da linhagem de DCs, teve 

uma expressão baixíssima (1,3%). Dados da literatura indicam que DCs humanas cultivadas a 

partir de monócitos do sangue periférico na presença de GM-CSF e IL-4 por 6 a 7 dias podem ser 

consideradas DCs imaturas (ROMANI et al., 1996). Embora elas tenham adquirido níveis 

relativamente altos de HLA e de moléculas co-estimulatórias e de adesão elas ainda apresentam 

baixa expressão de marcadores da diferenciação final, como a molécula CD83 (BENDER et al., 

1996; ROMANI et al., 1996). A maioria dos protocolos de obtenção de DCs humanas disponíveis 

na literatura envolve a troca de meio de cultura e das citocinas GM-CSF e IL-4 recombinantes a 

cada dois dias (BENDER et al., 1996; MAROVICH et al., 2000; McDOWELL et al., 2002; 

ROMANI et al., 1996; ZHOU & TEDDER, 1996). Outros protocolos utilizam plasma humano ao 

invés de soro fetal bovino como suplemento do meio de cultura (BENDER et al., 1996). Roy et 

al. (2004) verificaram ainda que somente a presença de IL-4, sem o envolvimento de GM-CSF 

endógeno, foi capaz de induzir a diferenciação dos monócitos em DCs CD83+. No entanto, a 

expressão de CD1a (cerca de 10%) foi menor quando comparada com culturas suplementadas 

com IL-4 e GM-CSF (53% das células expressando CD1a), um resultado que se assemelha aos 

nossos dados apresentados na Figura 3. Nossos resultados (Figura 3 e Tabela 1) também foram 

semelhantes àqueles nos quais as DCs foram obtidas mediante troca de meio ao longo do período 

de cultura. Segundo o trabalho de Marovich et al. (2000), as culturas em que as citocinas eram 
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adicionadas em dias intercalados, as DCs foram rotineiramente positivas para HLA (95%), CD80 

(20%) e CD1a (90%).  

Sendo assim, o protocolo escolhido e padronizado neste trabalho, para obtenção de DCs 

humanas, gerou células com fenótipo, morfologia e capacidade infectiva característicos de DC. 

Além de eficiente, o protocolo pode ser considerado prático e menos dispendioso para obtenção 

das DCs humanas a partir de monócitos do sangue periférico. 

 

5.2 A infecção das DCs humanas com L. amazonensis. 

As DCs apresentam capacidade fagocítica e macropinocítica desenvolvida 

(BRANDONISIO et al., 2004). Padronizado o método de obtenção das DCs, as culturas foram 

infectadas com amastigotas e promastigotas de L. amazonensis. As DCs fagocitaram ambas as 

formas do parasita (Figuras 4 e 5). A média de infecção das DCs humanas foi em torno de 60-

70% para amastigotas, com a média de 5-6 parasitas por célula infectada (Figura 4). As culturas 

de DCs são capazes de manter a infecção por até 72 horas. A Figura 6 ilustrou DCs humanas com 

as formas amastigotas de L. amazonensis localizados no vacúolo parasitóforo da célula. Muitas 

das células infectadas contêm mais de um parasita, e a maioria destas formas estão localizadas 

perifericamente dentro da célula. Às 96 horas, as DCs foram perdendo a viabilidade. Bender et al. 

(1996) também observaram deterioração semelhante de DCs humanas cultivadas por mais de 10 

dias sem adição ou troca de meio fresco e/ou citocinas. Assim, a razão pela qual não 

conseguimos avaliar a infecção neste período deve-se a morte de DCs. 

As infecções de DCs com formas promastigotas obtidas de culturas em fase estacionária 

apresentaram porcentagem de infecção em torno de 30% com uma média de 3,5 parasitas por 

célula, e no caso de parasitas opsonizados com soro normal humano a infecção subiu para 40% 

com média de 5 parasitas por célula infectada, mostrando que a opsonização com anticorpos 



 

 

91

 

presentes normalmente no soro facilita a fagocitose (Figura 5). Estes dados são semelhantes 

àqueles obtidos com macrófagos humanos em que amastigotas também são mais infectivos que 

promastigotas (ALBUQUERQUE, 2005). 

   

5.3 A exposição das DCs ao microambiente hipóxico. 

Considerando que, nossos dados demonstraram que monócitos do sangue periférico 

cultivados na presença de 50 ng/ml de GM-CSF rh e 250 g/ml de IL-4 rh durante 7 dias 

desenvolveram morfologia de células dendríticas (“DC-like”) e expressaram marcadores de 

superfície preferencialmente expressos em DCs e que estas células apresentaram capacidade 

infectiva para ambos os estágios de L. amazonensis (promastigotas e amastigotas), investigamos 

então os efeitos da hipóxia na resistência/suscetibilidade de DCs humanas a L. amazonensis. 

Nas leishmanioses cutâneas causadas por L. braziliensis ou por L. amazonensis, a 

inflamação ativa (migração de células mononucleares), a destruição tecidual (induzida por células 

inflamatórias), as infecções secundárias e as tentativas de reparo tecidual ocorrem 

simultaneamente e tem características que levam a hipóxia tecidual (ARRAIS-SILVA et al., 

2005; GIORGIO et al., 1998; WEIGLE & SARAVIA, 1996). Sob a condição de hipóxia 

escolhida (infecção de 24 horas em hipóxia), fornecemos evidências de que as culturas de DCs 

expostas à hipóxia e infectadas com L. amazonensis têm redução na porcentagem de células 

infectadas (Figura 7A) e no número de parasitas intracelulares (Figura 7B). Dentre as condições 

de hipóxia testadas (Figura 7), as condições II e III apresentaram efeitos similares na infecção das 

células, isto é, redução de 22% e 27% da infecção, respectivamente. Mas a condição II (infecção 

de 24 horas em hipóxia) é a que deve se aproximar mais da situação in vivo, isto é, somente após 

a infecção o indivíduo desenvolverá lesões que levarão a uma hipóxia tecidual com suas células 

entrando em contato com ambientes de baixa oxigenação.  
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Na literatura, informações relacionadas aos efeitos da hipóxia na infecção de DCs por 

microrganismos não estão disponíveis ou são insuficientes para comparação com os resultados 

obtidos. Recentemente, Colhone et al. (2004) forneceram as primeiras evidências de que a 

hipóxia (6% O2) poderia alterar a suscetibilidade de macrófagos à infecção por L. amazonensis. 

De fato, macrófagos de diferentes linhagens expostos a hipóxia e infectados com L. amazonensis 

mostraram redução na porcentagem de células infectadas. Os autores também mostraram que 

macrófagos e parasitas, isoladamente não perdem a viabilidade em hipóxia (COLHONE et al., 

2004). Degrossoli et al. (2004) também mostraram que macrófagos primários murinos e linhagem 

J774 expostos a hipóxia foram eficientemente infectados com L. amazonensis, mas após 24 horas 

em hipóxia ocorreu redução na porcentagem de células infectadas e no número de parasitas 

intracelulares, indicando que a hipóxia induziu macrófagos a matarem os parasitas. Os 

mecanismos leishmanicidas dos macrófagos em hipóxia não são conhecidos. Em nossos estudos, 

mostramos que a redução nas porcentagens de infecção não é devido ao fato de que o parasita não 

penetra nas DCs em microambiente hipóxico. A Figura 8 confirmou que a infecção ocorreu de 

forma eficiente e após 2,5 horas de infecção em hipóxia a porcentagem de infecção era igual à de 

normóxia (59% x 70%, respectivamente) sugerindo que os parasitas conseguiram penetrar nas 

células igualmente em normóxia e hipóxia. Concluímos então que a hipóxia não afeta a entrada 

do parasita na DC o que sugere que a hipóxia está exercendo algum efeito nas DCs. Uma série de 

experimentos foram realizados com o objetivo de estudar os mecanismos leishmanicidas de DCs 

em hipóxia: a possível ativação e sinergia com LPS + IFN-γ e a produção de IL-12. 

Sabe-se que monócitos do sangue periférico dão origem a DCs imaturas após cultura de 7 

dias com GM-CSF e IL-4. Estas células imaturas tornam-se maduras após estimulação com 

componentes microbianos como o LPS, citocinas como TNF-α, IL1 e IFN-γ ou ainda induzido 
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pela ligação de receptores como o CD40 (ROY et al., 2004). LPS e IFN-γ também ativam 

macrófagos que conseqüentemente têm a infecção reduzida com amastigotas de L. amazonensis, 

tanto em condições normóxicas quanto hipóxicas, como já publicado pelo grupo (COLHONE et 

al., 2004). Assim, avaliamos a capacidade de ativação das DCs com LPS e IFN-γ frente infecção 

com amastigotas de em hipóxia e normóxia. Inicialmente foi feita uma padronização do tempo de 

ativação como descrito no subitem 3.5 de Materiais e Métodos. A Figura 9 mostrou que apenas 

24 horas de ativação prévia foi capaz de reduzir a porcentagem de infecção das DCs com 

amastigotas em cerca de 70% (controle) para 47%. O mesmo período de ativação já havia sido 

selecionado pelo grupo para experimentos com linhagens de macrófagos (COLHONE et al., 

2004; DEGROSSOLI et al., 2004). Passamos a testar uma concentração de 100 ng/ml de IFN-γ 

baseado em trabalhos já publicados com DCs humanas (MOSCA et al., 2000; SNIJDERS et al., 

1998) e a utilizar também culturas ativadas e expostas ao microambiente hipóxico.  

Células dendríticas previamente ativadas com LPS (100 ng/ml) e INF-γ (100 ng/ml) 

durante 24 horas são capazes de reduzir a porcentagem de infecção em ambiente normóxico (de 

70% para 49%) (Figura 10) assim como DCs expostas à hipóxia (de 70% para 48%). Sabendo 

que as duas condições, ativação celular e exposição à hipóxia, diminuiriam a infecção das DCs, 

investigamos se a aplicação concomitante destas duas condições geraria um efeito sinergístico, 

potencializando a capacidade leishmanicida observada em DCs ativadas em normóxia. A Figura 

10A mostrou que a hipóxia não foi capaz de potencializar o efeito leishmanicida observado em 

DCs não ativadas e submetidas à hipóxia. Observamos que DCs ativadas com LPS e INF-γ em 

hipóxia reduzem a porcentagem de células infectadas tão efetivamente quanto DCs ativadas com 

LPS e INF-γ em normóxia. Nossos resultados condizem com os resultados já obtidos pelo nosso 

grupo com linhagens de macrófagos tumorais U937 e macrófagos peritoniais murinos 
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(COLHONE et al., 2004). No presente, não podemos explicar o porquê deste efeito não 

sinergístico, mas sugerimos que os parasitas intracelulares apresentam mecanismos de defesa 

contra a célula hospedeira; mesmo quando ativados, com LPS + INF-γ ou hipóxia, parte destes 

parasitas resiste e sobrevive. 

Nós precisávamos avaliar se a redução na infecção observada durante a hipóxia não 

estaria relacionada a uma menor viabilidade das DCs, o que explicaria a baixa porcentagem de 

infecção, e para este fim utilizamos o teste de MTT. Segundo Mosmann (1983), através deste 

teste é possível diferenciar células vivas de células mortas sendo de ampla aplicabilidade para 

medidas de sobrevivência e proliferação de vários tipos celulares via atividade mitocondrial 

encontrada apenas nas células vivas. Em nossos experimentos (Figura 11) observamos que as 

DCs não apresentaram diferenças significativas na viabilidade quando cultivadas em ambiente 

hipóxico e normóxico.  

Dado que as culturas de DCs expostas à hipóxia permaneceram viáveis, avaliamos 

também o seu perfil fenotípico. Assim, para analisarmos os efeitos da hipóxia no fenótipo e, 

portanto, no processo de maturação das DCs, as células foram cultivadas sob condições hipóxicas 

ou normóxicas. De acordo com os dados da Figura 12 e Tabela 2 as DCs expostas ao 

microambiente hipóxico apresentaram mudanças fenotípicas. Algumas moléculas como HLA e 

CD83, indicadores de maturação, não sofreram alterações. Além disso, a exposição ao 

microambiente hipóxico levou a redução nos níveis de expressão dos marcadores CD80 e CD86 

(segundo a Tabela 2: 50% vs 37% e 64% vs 31%, respectivamente). Nas análises pudemos 

observar também redução da expressão de CD1a, molécula envolvida na apresentação de 

antígenos lipídicos pelas DCs (56% vs 46%). Goth et al. (2006) mostraram que DCs murinas 

cultivadas em 5% de O2 expressavam mais MHC classe II do que DCs cultivadas a 20% de O2. 
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Além disso, eles não observaram diferenças na expressão de CD80 e CD86 entre as culturas 

cultivadas em 5% ou 20% de O2. Segundo Qu et al. (2005), a hipóxia de 1% de O2 (o período de 

hipóxia utilizado não foi mencionado no artigo) levou à redução dos níveis de HLA e um 

aumento moderado nos níveis de CD83 nas culturas de DCs humanas, não havendo alterações 

para marcadores como o CD80 e CD86. Comparando nossos dados com os de Qu et al. (2005), 

podemos sugerir que as diferenças observadas podem estar relacionadas ao grau de hipóxia (1% 

de O2 no trabalho de Qu et al. e 6% de O2 neste trabalho) e a possível diferença nos tempos de 

incubação em hipóxia (não citado por QU et al., e 24 horas neste trabalho). Outros trabalhos 

indicam queda nos níveis de expressão de CD80 em monócitos humanos após exposição a 0,3% 

de O2 por 24 horas (LAHAT et al., 2003). 

Como pode ser observado, nossos resultados são únicos dentro das condições testadas 

(6% de O2 por 24 horas) e sugerem que a hipóxia, como fator microambiental, pode modular o 

fenótipo das DCs. 

 

5.4 Produção de IL-12 pelas DCs humanas. 

Nos últimos 10 anos, a citocina IL-12 têm sido alvo de estudos dentro do campo da 

imunidade mediada por células, já que apresentam papel fundamental no desenvolvimento de 

células Th1 conferindo resistência a infecções parasitárias (OLIVEIRA et al., 2005; PARK et al., 

2002). Esta citocina tem papel importante na imunofisiologia da leishmaniose experimental e é 

requerida para o desenvolvimento de imunidade protetora Th1. A IL-12 é uma citocina 

heterodimérica composta por duas subunidades, a p35 e p40, as quais associadas formam a 

molécula IL-12p70 ativa (OLIVEIRA et al., 2005). Nós investigamos primeiramente quais as 

condições necessárias para a produção da molécula bioativa IL-12p70 pelas DCs derivadas de 

monócitos do sangue periférico. Nossos resultados sugerem que as DCs humanas necessitam de 
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estímulos como LPS e IFN-γ, para produzirem quantidades detectáveis de IL-12 (Figura 13). Este 

fato corrobora com dados da literatura nos quais a produção de IL-12 pelas DCs é dependente de 

estímulos de maturação/ativação como LPS, IFN-γ, e ligante de CD40 (CD40L) (CELLA et al., 

1996; MOSCA et al., 2000; SNIJDERS et al., 1998).  

A literatura nos mostra que o modelo in vitro da interação DC/parasita pode ser adaptado 

a qualquer espécie de Leishmania (MAROVICH et al., 2000; McDOWELL et al., 2002). De 

acordo com a Figura 13, culturas de DCs infectadas não produziram IL-12p70 detectável pelo 

método realizado (ELISA). No entanto, as culturas infectadas que receberam estímulos de 

ativação (LPS e IFN-γ) foram capazes de produzir a citocina. McDowell et al. (2002) mostraram 

que DCs infectadas com L. major produziram IL-12p70 somente na presença de LPS e IFN-γ ou 

CD40L. Infecções de DCs com L. tropica ou L. donovani na presença dos estímulos citados não 

induziram secreção de IL-12. Henri et al. (2002) também observaram que DCs murinas 

infectadas com L. major produziram pequenas quantidades de IL-12 comparado às quantidades 

obtidas pelas culturas estimuladas com CpG, IFN-γ e IL-4. Além disso, a adição de amastigotas 

ao coquetel de CpG, IFN-γ e IL-4, não teve efeito nos níveis de IL-12p70. Von Stebut et al. 

(1998) já haviam mostrado que a liberação de IL-12p70 induzida por L. major pelas DCs murinas 

requer a presença de IFN-γ e períodos prolongados de incubação (72 horas). Marovich et al. 

(2000) verificaram também que tanto as formas amastigotas quanto as promastigotas de L. major 

necessitam de co-estimulação para a produção de IL-12 pelas DCs humanas. Resultados como 

estes também foram observados por Sartori et al. (1997) com monócitos humanos e 

promastigotas de L. major. De modo geral, os nossos resultados e os dados da literatura sugerem 

que tanto as formas amastigotas quanto promastigotas de certas espécies de Leishmania 

pertencem ao grupo de patógenos cuja habilidade em induzir IL-12 depende do ambiente de 
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citocinas. Tais espécies podem ter habilidades intrínsecas na sua capacidade em induzir 

elementos cruciais da resposta imune inata. Sendo assim, supomos que a produção de IL-12 pelas 

DCs possa ser regulada de acordo com as condições microambientais.  

A hipóxia local é comum nas inflamações teciduais, podendo ocorrer numa variedade de 

tecidos sendo um mecanismo de defesa do hospedeiro contra as infecções. Sugere-se então que o 

ambiente hipóxico pode ajudar a modificar a resposta de macrófagos e DCs nos tecidos 

inflamados, modulando suas funções a fim de direcionar a resposta immune através do perfil de 

citocinas produzido, especialmente IL-12 e IFN-γ. Diante dos resultados obtidos em normóxia, 

isto é, produção de IL-12 somente na presença dos ativadores, avaliamos os efeitos da hipóxia na 

produção desta citocina pelas DCs. Não detectamos produção de IL-12 pelas culturas de DCs 

infectadas ou não com L. amazonensis em condições de hipóxia (6% de O2 por 24 horas). Já as 

culturas ativadas com LPS e IFN-γ produziram IL-12 p70 em hipóxia, inclusive, em quantidades 

maiores quando comparado a normóxia (100 pg/ml em normóxia vs 1047 pg/ml em hipóxia). 

Culturas ativadas e infectadas com L. amazonensis em hipóxia também produziram IL-12, porém, 

a baixa tensão de O2 reduziu a quantidade de IL-12 produzida quando comparado a normóxia. 

Até o presente, há somente um trabalho na literatura avaliando a produção de IL-12 pelas DCs 

diante de baixas concentrações de O2 (MURATA et al., 2002). Murata et al. (2002) conseguiram 

detectar IL-12 nos sobrenadantes de culturas de DCs murinas sem co-estimulação, ou seja, 

apenas com meio de cultura. Eles mostraram também que a hipóxia (1,5% de O2) aumentou a 

produção de IL-12 e IFN-γ pelas DCs murinas.  

Apesar da inexistência de dados na literatura para comparação direta com nossos 

resultados, concluímos que a condição de hipóxia utilizada (6% de O2) aumenta a produção de 

IL-12 bioativa por DCs humanas ativadas com LPS e IFN-γ, assim como observado por Murata 
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et al. (2002) para DCs murinas, e que a adição de Leishmania a estas culturas não altera 

significativamente os níveis de IL-12 produzidos (1047 ± 152 pg/ml vs 1300 ± 160 pg/ml). No 

entanto, esta situação de ativação e infecção sob hipóxia produziu quantidades de IL-12p70 

menores quando comparadas a normóxia (1300 pg/ml em hipóxia vs 2160 pg/ml em normóxia). 

Pouco se sabe sobre os mecanismos envolvidos na regulação da produção de IL-12 pelas DCs sob 

hipóxia (MURATA et al., 2002). Nossos resultados sugerem que a hipóxia deve ter um papel 

crítico como um co-fator na ativação de DCs em tecidos inflamados. A presença de Leishmania 

parece modular/regular negativamente a produção de IL-12 em hipóxia, talvez refletindo um 

mecanismo de controle por parte do parasita (BRANDONISIO et al., 2004). 

 

5.5 Efeito de drogas leishmanicidas em DCs infectadas com L. amazonensis. 

A leishmaniose humana está distribuída no mundo todo, mas principalmente nas regiões 

dos trópicos e subtrópicos com uma prevalência de doze milhões de casos e uma incidência de 

aproximadamente meio milhão de casos de leishmaniose visceral e um milhão e meio de casos de 

leishmaniose cutânea (http:www.who.int/tdr/disease/leish/diseaseinfo.htm) (AWASTHI et al., 

2004). A resistência às drogas utilizadas tradicionalmente na terapia (antimoniais pentavalentes, 

como o Glucantime), aliada aos efeitos colaterais destes compostos, fazem com que alternativas 

ao tratamento sejam estudadas (MURRAY et al., 2005). No Brasil, o medicamento à base de 

antimônio utilizado como primeira escolha na terapêutica da leishmaniose é o antimoniato de 

metilglucamina, comercialmente disponível como Glucantime (antimoniato de meglumina). 

Além dos antimoniais, outras drogas têm sido empregadas no tratamento de diversas formas da 

leishmaniose, entre as quais se destacam a pentamidina, Anfotericina B, paromicina e mais 

recentemente, o Miltefosine (RATH et al., 2003).  
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O antimoniato de metilglucamina é especialmente eficaz no tratamento de leishmaniose 

cutânea, mucocutânea e visceral. Devido às baixas dosagens e tratamentos descontínuos, 

começaram a ocorrer falhas na terapia e conseqüente aumento de formas resistentes do parasita 

(RATH et al., 2003). Pouco se sabe sobre o mecanismo de ação desta droga e sugere-se que o 

antimônio pentavalente possa ser uma pró-droga, sendo convertido à forma letal trivalente dentro 

do amastigota intracelular, interferindo no processo de β-oxidação de ácidos graxos e glicólise do 

parasita, levando à depleção dos níveis de ATP intracelular (RATH et al., 2003). Além disso, 

existe na forma amastigota uma metaloprotease zinco dependente, que poderia ser inativada se o 

antimônio substituísse o zinco nesta enzima, essencial para o desenvolvimento do parasita 

(CROFT & COOMBS, 2003; RATH et al., 2003). 

A Anfotericina B é um antibiótico antifúngico derivado de uma cepa de Streptomyces 

nodosus, sendo indicada para o tratamento da leishmaniose mucocutânea americana, embora não 

se considere fármaco de primeira escolha. Ela se complexa com esteróis da membrana celular, 

tais como o ergosterol, causando poros os quais alteram o balanço de íons resultando em morte 

celular (CROFT & COOMBS, 2003). A Anfotericina B pode ser incorporada em lipossomas 

carregadores sendo absorvida pelo sistema reticulo endotelial onde o parasita reside, e é assim 

pouco absorvida pelos rins, o maior órgão alvo de toxicidade da Anfotericina (RATH et al., 

2003). 

O Miltefosine, inicialmente desenvolvido como droga anticâncer, mostrou ser ativo contra 

Leishmania spp, in vivo e in vitro, e até o momento é o primeiro tratamento oral para a 

leishmaniose visceral (RATH et al., 2003). A principal limitação do Miltefosine é sua 

teratogenicidade, além disso, Miltefosine tem meia vida longa o que pode levar ao surgimento de 

cepas resistentes como foi já foi observado por Seifert et al. (2003) com L. donovani. O 
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mecanismo específico de ação do Miltefosine dentro da Leishmania permanece incerto. 

Alterações da biossíntese de glicoproteínas e fosfolipídeos, transdução de sinais, homeostase de 

cálcio e danos na membrana flagelar tem sido relatados (PÉREZ-VICTORIA et al., 2006). 

Os alvos da quimioterapia são os amastigotas intracelulares que sobrevivem dentro da 

célula hospedeira. Os amastigotas residem dentro dos vacúolos parasitóforos, os quais se parecem 

com lisossomos secundários com pH de 4,5 a 5,0. O ambiente ácido influencia as estratégias dos 

amastigotas em adquirir nutrientes e homeostase de íons. Estas estratégias poderiam mediar a 

entrada da droga ou a saída dela, tendo um papel na determinação da suscetibilidade do parasita 

ao quimioterápico. Existem evidências também de que as espécies de Leishmania podem residir 

em diferentes tipos celulares, como as DCs, e também tem adaptações que facilitam a 

sobrevivência intracelular. Estas adaptações podem também ser levadas em consideração nas 

diferenças vistas na suscetibilidade tornando necessário remodelamento dos modelos 

laboratoriais utilizados para estudar a eficácia de uma droga (CROFT & COOMBS, 2003). 

O modelo de estudo escolhido, fagócito-amastigota, é o modelo mais amplamente 

utilizado para testar drogas contra espécies de Leishmania e tem envolvido, além dos macrófagos 

peritoneais murinos, os macrófagos derivados de monócitos do sangue periférico humano 

(CROFT et al., 2006). Este modelo permite mostrar variações da diferentes espécies/cepas na 

sensibilidade às drogas. A atividade da droga é medida através da contagem em microscopia 

óptica da porcentagem de células infectadas ou o número de amastigotas intracelulares ou ainda 

por métodos colorimétricos/fluorimétricos.  

Nossos resultados mostraram que as 3 drogas testadas têm efeito semelhantes sobre 

amastigotas intracelulares de L. amazonensis, isto é,  os tratamentos das culturas infectadas por 

48 horas a 21% de O2 na presença das drogas resultou num efeito leishmanicida dose-dependente 

(Figura 14). A sensibilidade às drogas foi baseada na inibição do crescimento do parasita dentro 
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da célula e na porcentagem de células infectadas, resultando em índices de infecção menores 

quanto maior a dose utilizada de cada droga. Com base nos gráficos dose-resposta das drogas 

(Figura 14), a sensibilidade dos amastigotas intracelulares de L. amazonensis foi determinada 

através da IC50 (Tabela 3). De acordo com a FDA (Food and Drug Administration) a IC50 

representa a concentração de uma droga que é requerida para se observar 50% de inibição em 

ensaios in vitro. De modo geral a L. amazonensis foi sensível às drogas testadas no modelo DC 

humana-Leishmania (Figura 14). Segundo a Tabela 3, a IC50 de Anfotericina B, Glucantime e 

Miltefosine neste modelo foi de 0,05 µg/ml, 0,69 µg/ml e 0,83 µM, respectivamente, em 

normóxia. Callahan et al. (1997) utilizando o modelo macrófago peritonial-L. mexicana 

encontrou IC50 de 0,25 µg/ml e 29 µg/ml para Anfotericina B e Glucantime, respectivamente 

durante 72 horas de tratamento. Já Escobar et al. (2002), utilizando o modelo do macrófago 

peritonial murino e o tratamento durante 72 horas, encontraram ED50 de 0,14 µM, 0,08 µM e 0,5 

µM de Anfotericina B para L. mexicana, L. panamensis e L. tropica, respectivamente. O grupo 

ainda determinou a ED50 para Miltefosine, 6,83 µM, 10,63 µM e 5,82 µM para L. mexicana, L. 

panamensis e L. tropica, respectivamente. Azzouz et al. (2005) determinou uma ED50 de 17 µM 

para Miltefosine durante 72 horas de tratamento no modelo macrófago J774 e L. donovani. Santa-

Rita et al. (2004) encontrou IC50 de 9 µM para Miltefosine em 3 dias de tratamento de culturas de 

macrófagos peritoniais infectados com L. amazonensis. Como visto, a concentração ou dose de 

cada droga onde se observa 50% de inibição da proliferação do parasita varia bastante e depende 

principalmente da espécie de Leishmania em questão, do modelo celular de estudo utilizado e do 

tempo de tratamento. Mas baseado em nossos resultados e nos trabalhos citados, podemos 

concluir que as culturas de DCs humanas são mais sensíveis às drogas que os macrófagos, dado 
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que as IC50s encontradas para as drogas testadas foram baixas quando comparadas com a 

literatura, mesmo considerando a espécie e o tempo de tratamento envolvido. 

As drogas utilizadas neste estudo apresentam toxicidade conforme a dose utilizada (doses 

maiores que 0,3 µg/ml de Anfotericina B, 25 µg/ml de Glucantime e 5 µM de Miltefosine). Para 

nos certificarmos que nas doses usadas (Figura 14) a redução da infecção das DCs não se devia 

aos danos provocados pelas drogas e/ou hipóxia, usamos o teste de MTT. A Figura 15 apresenta 

os resultados do ensaio, indicando que as culturas de DCs permanecem viáveis após 48 horas de 

tratamento com as drogas nas maiores concentrações usadas na Figura 14, tanto em normóxia 

como em hipóxia. 

Sabe-se que a hipóxia pode afetar a ação de drogas quimioterápicas como a cisplatina e 

mitomicina C, favorecendo a sobrevivência de tumores (KOCH et al., 2003). Sokol-Anderson et 

al. (1986) mostraramm que a lise de protoplastos de Candida albicans pela Anfotericina B foi 

marcadamente reduzida em baixas concentrações de oxigênio. Assim, investigamos in vitro a 

eficácia de drogas leishmanicidas atualmente empregadas no tratamento da leishmaniose sob 

condições de hipóxia e normóxia, isto é, se há um impacto da hipóxia na eficácia das drogas. 

Como vimos na Figura 14, a hipóxia diminuiu bastante a eficácia da Anfotericina B e 

Glucantime. Este fato foi confirmado pela IC50 encontrada sob condições de hipóxia. No caso da 

Anfotericina B, não observamos efeito leishmanicida em hipóxia. Já no caso do Glucantime, a 

IC50 aumentou de 0,69 µg/ml para 10,87 µg/ml, indicando que a hipóxia diminuiu 

consideravelmente a eficácia desta droga. No entanto, para Miltefosine, a condição de hipóxia 

diminuiu a IC50 para 0,69 µM, quando comparado a normóxia (0,83 µM). Neste caso a hipóxia 

tem uma tendência de não alterar a ação de Miltefosine ou até mesmo de potencializar sua ação 

(Figura 14). 
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Nosso estudo sugere que a hipóxia local, ou seja, no ambiente lesional, estaria diminuindo 

a eficácia de Anfotericina B e Glucantime. Entretanto, o composto recentemente utilizado na 

leishmaniose, o Miltefosine, manteve sua ação diante das baixas tensões de O2. O presente dado 

(Figura 14) permite-nos algumas sugestões a respeito dos mecanismos envolvidos na resistência a 

Anfotericina B e ao antimônio induzida por hipóxia. Considerando os diferentes modos de ação – 

por exemplo, para Anfotericina B, a alteração do balanço de íons e para o antimônio, a alteração 

da β-oxidação de ácidos graxos e glicólise do parasita – assim mesmo a resistência dessas drogas 

em hipóxia foi observada. Situações onde: substâncias diferentes com modos de ação não 

relacionados e apresentando o mesmo comportamento sob hipóxia, leva-nos a sugerir que devem 

existir mecanismos que conferem resistência aos parasitas sob condições de hipóxia. No caso do 

Miltefosine, onde a hipóxia não influenciou a ação leishmanicida do composto, pode-se sugerir 

que estes mecanismos de resistência não atuaram.  

 

5.6 Análise da interação Leishmania-DC. 

As DCs em seu estado imaturo apresentam capacidade de fagocitar e processar antígenos. 

Assim como os macrófagos, as DCs podem servir como hospedeiras para a Leishmania, tendo 

um papel decisivo na indução da resposta imune T-dependente (PRINA et al., 2004). As 

diferentes espécies de Leishmania podem subverter a função efetora das DCs, e os receptores 

envolvidos na interação Leishmania-DC estão sendo pesquisados, como é o caso dos receptores 

do tipo lectina (COLMENARES et al., 2002). Nosso objetivo foi avaliar as biomoléculas 

importantes para a interação e entrada de L. amazonensis em DCs humanas. Para isso utilizamos 

amastigotas retirados de lesões de camundongos C3H/nude, que não apresentam anticorpos 

ligados em sua superfície e, portanto são menos infectantes (PRINA et al., 2004).  
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Para confirmar as informações sobre a baixa infectividade dos amastigotas “nude” 

(PRINA et al., 2004), realizamos infecções de culturas de DCs e macrófagos humanos, 

macrófagos peritoniais murinos e linhagem murina J774. A porcentagem de infecção para cada 

tipo celular foi comparada na Figura 16. Todas as linhagens apresentaram uma baixa 

porcentagem de infecção com amastigota “nude” quando comparadas às infecções com 

amastigotas de BALB/c, dados semelhantes aos de Prina et al. (2004) com linhagens de DCs 

murinas. 

Em nossos estudos, as DCs e macrófagos humanos apresentaram baixa porcentagem de 

infecção com amastigotas “nude” (21 e 36%, respectivamente) quando comparados com as 

infecções realizadas com amastigotas de BALB/c (68 e 71%, respectivamente). Porém, 

amastigotas “nude” opsonizados levaram a um aumento significativo da porcentagem de 

infecção, chegando próximo à porcentagem atingida pelos amastigotas de BALB/c (Figura 17). 

Além disso, este aumento na porcentagem de infecção seguiu uma certa lógica referente à 

procedência de cada soro utilizado: soro de paciente com leishmaniose foi mais efetivo para a 

entrada do parasita na célula do que soros murinos infectados, o que era esperado já que estamos 

trabalhando com células humanas que expressam marcadores para moléculas humanas 

(anticorpos, complemento, etc). Infecções como estas ainda não tinham sido realizadas para DCs 

e macrófagos humanos. Prina et al. (2004), infectaram DCs murinas com promastigotas e 

amastigotas de BALB/c e BALB/c nude infectados com L. amazonensis, opsonizados ou não.  

Sabe-se que as DCs expressam uma variedade de receptores fagocíticos incluindo os 

receptores para o Complemento (CRs) e receptores para a porção Fc das imunoglobulinas (FcRs) 

(KELLY et al., 2005). Diante do aumento da infecção de DCs após a opsonização dos 

amastigotas “nude”, investigamos, inicialmente, se os dois principais fatores presentes no soro, 

anticorpos e Complemento, estariam envolvidos no reconhecimento e na fagocitose desta forma 
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parasitária. Para isso, fizemos a depleção de anticorpos (Ac) ou do Complemento (C) dos soros 

normais e de paciente com leishmaniose no intuito de observar se esse procedimento afetaria a 

entrada dos amastigotas “nude” nas células, ou seja, reduziria a porcentagem de infecção obtida 

com a opsonização. Nossos resultados demonstraram que a depleção de um ou outro componente 

opsonizante do soro (Ac ou C) não alterou a porcentagem de infecção das células pelos 

amastigotas (Figura 18). Diminuições significativas na porcentagem de infecção das DCs 

ocorreram com a retirada simultânea de Ac e C. As porcentagens de infecção utilizando SNH 

depletado de Ac e C (39%) e SIH depletado de Ac e C (38%) foram semelhantes à porcentagem 

de infecção obtida com amastigotas “nude” não opsonizados (36%) (Figura 18).  

Nosso próximo passo foi avaliar se a entrada do amastigota em DCs é facilitada também 

por outros componentes do soro. De fato, Guy & Belosevic et al. (1993) mostraram que os CRs e 

FcRs são utilizados para a entrada de Leishmania em macrófagos murinos, mas que estes 

receptores não são as vias preferenciais para a entrada do parasita na célula, haja visto que 

amastigotas “nude” também conseguem entrar na célula hospedeira. Além dos receptores para Fc 

das imunoglobulinas e Complemento, as DCs apresentam os recém-descobertos receptores DC-

SIGN, um tipo de lectina transmembrânica envolvido também na adesão e internalização de 

Leishmania (COLMENARES et al., 2002; REIS e SOUSA et al., 1999), porém sem um ligante 

definido em amastigotas de Leishmania (CAPARRÓS et al., 2005). Os autores sugerem que os 

lipofosfoglicanos (LPG), moléculas com alto conteúdo de manose presentes na Leishmania 

seriam capazes de se ligar a receptores como o DC-SIGN, além de outros como CR3, manose-

fucose e fibronectina (CAPARRÓS et al., 2005). Em nossos ensaios de inibição utilizamos 

culturas de DCs previamente tratadas com manana solúvel  de S. cerevisiae, seguido de infecção 

com amastigotas de BALB/c e C3H/nude, para avaliar se ocorreu bloqueio dos receptores DC-

SIGN ou manose-fucose. O uso de 5, 100 ou 750 µg/ml de manana  seguido de infecção de 24 
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horas não alterou a porcentagem de infecção das DCs (Figura 19). O tratamento com 750 µg/ml 

de manana seguido de 2,5 horas de infecção causou uma redução de 50% na infecção das DCs 

com amastigotas de BALB/c (Figura 20). Colmenares et al. (2002) obtiveram resultados 

semelhantes com amastigotas de L. pifanoi e DCs humanas Os pesquisadores observaram 

redução de mais de 50% na porcentagem de infecção de DCs humanas tratadas com 500 µg/ml de 

manana seguido de infecção de 1 hora e nenhuma alteração no número de parasitas por DC 

infectada quando comparado às DCs não tratadas com manana (controle). 

Como já descrito na literatura, promastigotas de diferentes espécies de Leishmania 

utilizam receptores de manose-fucose para infectar a célula (SARAIVA et al., 1987, WILSON & 

PERSON, 1986). Assim, incluímos também as infecções com promastigotas de L. amazonensis 

buscando avaliar o uso dos receptores de manose-fucose pelas formas promastigotas. Nossos 

resultados mostraram que o uso de 750 µg/ml de manana seguida de 24 horas de infecção com 

promastigotas de L. amazonensis causou uma redução na porcentagem de infecção das DCs 

(Figura 21A). Saraiva et al. (1987) mostraram que os receptores de manose-fucose de macrófagos 

estão envolvidos na entrada de promastigotas, mas não de amastigotas de L. amazonensis. Wilson 

& Person (1986) também mostraram que promastigotas de L. donovani utilizam estes receptores 

para infectar macrófagos derivados de monócitos do sangue periférico humano. Nossos 

resultados corroboram com o fato de que as formas promastigotas utilizam os receptores de 

manose-fucose para a infecção de DCs.  

Nossos dados indicam que a entrada do amastigota em DCs pode ser orientada pelos 

receptores do Complemento e receptores para Fc, não descartando a possibilidade da entrada do 

amastigota em DCs ser facilitada também pelos demais componentes do soro. De fato, Guy & 

Belosevic (1993) mostraram que os CRs e FcRs são utilizados para a entrada de Leishmania em 
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macrófagos murinos, mas que estes receptores não são as vias preferenciais para a entrada do 

parasita na célula, haja visto que amastigotas “nude” também conseguem entrar na célula 

hospedeira. Segundo Love et al. (1993), amastigotas de L. amazonensis são capazes de se ligar 

em heparina. O grupo demonstrou uma alta capacidade de ligação da heparina na superfície dos 

amastigotas, o que poderia mediar a ligação dos parasitas às células de mamíferos através de 

proteoglicanas celulares que contém sulfato de heparana, uma molécula muito semelhante à 

heparina. Analisamos infecções por períodos de 2,5 horas e 24 horas com amastigotas retirados 

de BALB/c e C3H/nude tratados com heparina (Figuras 22 e 23, respectivamente). Como 

apresentado na Figura 22A, obtivemos uma redução significativa de 65% na porcentagem de 

infecção das DCs quando os amastigotas foram tratados com 100 µg/ml de heparina por 24 horas, 

muito semelhante aos resultados reproduzidos com infecção de 2,5 horas. Apenas para este 

mesmo período (24 horas) foi observada uma diminuição (queda de 20%) no número de 

amastigotas por célula infectada, sugerindo que é necessário período maior de infecção para se 

observar o reflexo do bloqueio da fagocitose (Figura 22B). Baseados nos dados obtidos com 

amastigotas de BALB/c, nós investigamos se amastigotas “nude” teriam atividade “ligadora” de 

heparina, que facilitariam sua entrada na célula hospedeira (LOVE et al., 1993). Uma redução 

significativa de 50% na porcentagem de DCs infectadas foi observada quando os amastigotas 

“nude” foram pré-tratados com 100 µg/ml de heparina (Figura 23A). Como visto com os 

amastigotas de BALB/c, apenas o período de 24 horas de infecção permitiu observação de 

redução significativa também no número de amastigotas por DC infectada (Figura 23B). Desta 

forma, concluímos que a ligação dos amastigotas de L. amazonensis a heparina é um mecanismo 

importante na infecção de DCs humanas. 
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Em resumo, nossos resultados sugerem que a infecção de DCs humanas por amastigotas 

de L. amazonensis envolve a participação de múltiplas interações receptor-ligante, pelo menos 

três, como mostrado pelos resultados: anticorpos/receptor Fc, Complemento/ receptor de 

Complemento e proteoglicanas/proteína “ligadora” de heparina. Estes dados foram utilizados 

para a confecção do manuscrito recentemente aceito para publicação (ver item Anexo). 
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Com base nos resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que: 

- Monócitos do sangue periférico humano cultivados por 7 dias na presença de 50 ng/ml de GM-

CSF e 250 ng/ml de IL-4 desenvolvem morfologia e perfil fenotípico característicos de DCs 

humanas. Estas células apresentam capacidade fagocítica para ambas as formas parasitárias de L. 

amazonensis. 

- A exposição das culturas de DCs à hipóxia (6% de O2) não altera a viabilidade das células 

porém afeta a expressão dos marcadores de superfície celular CD80, CD86 e CD1a. 

- Em culturas de DCs infectadas, a hipóxia não afeta a entrada do parasita na célula, mas diminui 

significantemente a porcentagem de DCs infectadas, sugerindo então que a hipóxia exerce algum 

efeito nas células, modulando a atividade funcional das DCs. 

- DCs ativadas previamente com LPS e IFN-γ são capazes de reduzir a infecção em ambiente 

normóxico, porém não há potencialização deste efeito leishmanicida em culturas ativadas e 

expostas a hipóxia. 

- Culturas de DCs ativadas produzem IL-12 em normóxia e em quantidades maiores, em hipóxia. 

A infecção destas culturas ativadas eleva os níveis de IL-12 produzidos sob normóxia, e mantem 

os níveis produzidos sob hipóxia. 

- Sob condições normóxicas in vitro os compostos Anfotericina B, Glucantime e Miltefosine 

apresentam ação leishmanicida dose-dependente. A exposição a hipóxia anula o efeito dose-

dependente da Anfotericina B e de algumas doses de Glucantime, porém não altera a ação do 

Miltefosine. 

- Quanto ao processo de infecção das DCs, a entrada dos amastigotas “nude” parece ocorrer 

primariamente através dos receptores para a porção Fc das imunoglobulinas e componentes do 

Complemento. Receptores de manose-fucose não são utilizados para a entrada dos amastigotas 
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“nude” nas DCs, mas proteoglicanas ricas em moléculas de heparana presentes na superfície das 

DCs parecem mediar a fagocitose através da atividade “ligadora” de heparina na superfície do 

amastigota. 

Neste trabalho nós mostramos que a infecção de DCs humanas por amastigotas de L. 

amazonensis envolve a participação de múltiplas interações receptor-ligante. Este trabalho foi o 

primeiro a avaliar os parâmetros de infecção de DCs com parasita e a ação de drogas 

leishmanicidas em hipóxia. Esta tese abre novos caminhos para explorar os mecanismos 

envolvidos na resitência de DCs à L. amazonensis em hipóxia e nas alterações bioquímicas dos 

efeitos de drogas em hipóxia.  
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