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Resumo:  
 

As leishmanioses são doenças infecto-parasitárias que acometem o homem, 
causadas por várias espécies de protozoários do gênero Leishmania. A 
doença pode apresentar diferentes formas clínicas, dependendo da espécie 
de Leishmania envolvida e da relação do parasito com seu hospedeiro. Este 
trabalho teve como objetivo avaliar a resposta imune por neutrófilos e 
monócitos isolados do sangue humano, comparando-os pela atividade 
fagocítica, frente à infecção com formas promastigotas de L. (L.) 
amazonensis. Foram coletados 8 mL de sangue de 16 indivíduos, as células 
mononucleares e as polimorfonucleares foram separadas, infectadas com L. 
(L.) amazonensis e então testadas para fagocitose. Os neutrófilos 
apresentaram maior atividade fagocítica nos tempos iniciais de infecção e os 
macrófagos nos tempos finais, porém sem significância estatística. Tais 
resultados mostram que estas células auxiliam no combate à infecção e, 
além disso, podem estar induzindo a dicotomia da resposta imune. 
 
Introdução  
 
A leishmaniose tegumentar americana (LTA) está entre as endemias de 
maior importância em saúde pública no Brasil, devido sua ampla distribuição, 
à ocorrência de formas clínicas graves e pela dificuldade ao diagnóstico, 
bem como ao tratamento. Esta enfermidade é causada por diferentes 
espécies de protozoários do gênero Leishmania. No Brasil, a L. (Viannia) 
braziliensis e a L. (Leishmania) amazonensis são as espécies mais 
amplamente distribuídas (SARAVIA et al., 1989; ALVES et al., 2006). As 
manifestações clínicas da doença dependem de complexas interações entre 
a capacidade de invasão do parasito, o tropismo e a patogenicidade 
relacionada à imunogenicidade do hospedeiro (GARNHAM et al., 1987).  Os 
neutrófilos e monócitos são os principais mediadores na resposta imune 



 
inata e predispõem o hospedeiro a uma resposta imune adaptativa voltada à 
resistência ou à suscetibilidade à doença. Avaliamos o papel destas células, 
pela fagocitose, no desenvolvimento da LTA. Para isto estudamos neutrófilos 
e macrófagos humanos infectados com promastigotas de L. (L.) 
amazonensis na pesquisa da capacidade fagocítica destas células.  
 

Materiais e métodos  
 

Amostras de sangue e Obtenção de monócitos e neutrófilos 
Foram coletados 8,0 mL de sangue humano com heparina ou EDTA, para 
obtenção de células polimorfonucleares e mononucleares de indivíduos sem 
história de LTA e morando em área não endêmica da doença. As células 
foram purificadas com a utilização de Mono-Poly Resolving Medium (M-
PRM; MP-Biomedicals; França). Em um tubo falcon de 15 mL foi pipetado 
5,3 mL de M-PRM e adicionado 8 mL de sangue e submetido a 
centrifugação por 45 min., 400 x g a 22°C. Formaram-se duas camadas, a 
mononucleares e de polimorfonucleares, transferidas para tubos distintos. 
Para o excesso de hemácias foi adicionado tampão de lise e novamente 
centrifugado. Este material foi lavado com solução de Hanks e ressuspenso 
em RPMI. As células obtidas foram avaliadas quanto à viabilidade por azul 
de tripan, a pureza e a contagem realizadas pela diluição em Líquido de 
Turk. 
 
Cultivo de L. (L.) amazonensis 
 A L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/73/M2269) foi cultivada em meio 199. 
 
Cultura de células mononucleares e polimorfonucleares e infecção com L. 
(L.) amazonensis para determinação do índice fagocítico 
As células (2x106 células/mL) foram adicionadas às placas de 24 poços com 
lamínulas de 13 mm e incubadas com meio RPMI (Gibco, EUA) por 3 h/ 
37°C/5% CO2. Após o tempo de aderência, as células foram lavadas com 
solução de Hanks, ficando aproximadamente 2x105 células (RIBEIRO-
GOMES et al., 2010). Estas células receberam (2x106) promastigotas de L. 
(L.) amazonensis opsonizadas ou não com de soro humano normal. Após 1, 
2, 3, 5, 8 e 16 horas de incubação as lamínulas foram coradas com 
hematoxilina-eosina e visualizadas em microscópio (Olympus CX21, Japão). 
Em cada lamínula contou-se 200 células, e nestas quantas fagocitaram e em 
cada, quantas partículas foram fagocitadas. O índice fagocítico foi obtido 
pela porcentagem de células com fagocitose multiplicada pelo número médio 
de partículas fagocitadas. 

 
Resultados e Discussão 
 

A média da viabilidade foi de 93,9% para monócitos e de 92,8% para neutrófilos 



 
dos 16 indivíduos. A média de pureza foi de 95,6% para monócitos e de 98% 
para neutrófilos. A contagem de monócitos teve uma média de 5,5x106 
células/mL e a de neutrófilos 6,2x106 células/mL. Os dados epidemiológicos 
dos indivíduos são apresentados na tabela 1. 
Os dados (tabela 2 e figura 1) mostram que os neutrófilos apresentaram 
maior atividade fagocítica nas primeiras horas e os macrófagos nas últimas 
horas após infecção com o parasito opsonizado ou não, porém sem 
diferença estatística. Nossos resultados estão de acordo com estudos que 
apontam os neutrófilos têm papel protetor e/ou imunorregulador na resposta 
inicial contra infecção (CHARMOY et al., 2007). Deste modo, os neutrófilos e 
macrófagos podem estar induzindo a dicotomia da resposta imune. 
 
Tabela 1 . Dados epidemiológicos dos indivíduos sem histórico de LTA 

 
 

 

Figura 1  – Cinética do índice fagocítico em células mononucleares e polimorfonucleares 
infectadas. Macrófagos e neutrófilos isolados de 16 indivíduos saudáveis e infectados com 
L. (L.) amazonensis, incubados por 1, 2, 3, 5, 8 e 16 horas em 5%CO2/37ºC e avaliadas 
quanto à fagocitose. Este gráfico representa a média ± SD das células isoladas dos 16 
indivíduos. ○Macrófagos + L. (L.) amazonensis. ■ Macrófagos + L. (L.) amazonensis 
opsonizadas. ▲ Neutrófilos + L. (L.) amazonensis. ▼ Neutrófilos + L. (L.) amazonensis 
opsonizadas. 



 
Tabela 2. Médias da fagocitose dos indivíduos sem histórico de LTA 

 
MO: monócitos; NO: neutrófilos; LLa: L. (L.) amazonensis; LLa*: L. (L.) amazonensis opsonizada com soro humano 
normal; C+: Controle 
 
Conclusões   
 

Conclui-se, com este trabalho, que os neutrófilos apresentam maior 
fagocitose nos tempos iniciais de infecção e os macrófagos mais 
tardiamente, podendo constatar que os neutrófilos e os macrófagos auxiliam 
no combate à infecção bem como na dicotomia da resposta imune. 
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