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RESUMO

AVALIAÇÃO DOS PERFIS DE RESPOSTA DE MACRÓFAGOS PERITONEAIS DE 
BALB/C INFECTADOS IN VITRO COM Leishmania amazonensis OU Leishmania 
braziliensis. MARCUS WELBY-BORGES

Macrófagos (M(|)s) são células do sistema imunológico que desempenham importante 
papel na defesa contra Leishmania. Neste trabalho, foram investigados alguns fatores e 
mecanismos que podem estar envolvidos na determinação dos perfis de resposta de 
M(¡)S peritoneais de BALB/c infectados in vitro com L. amazonensis ou L  braziliensis. 
Observou-se que IFN-y não foi capaz de reduzir a infecção causada por ambas as 
espécies de Leishmania. A sinergia entre IFN-y e TNF-a leva a uma diminuição do 
percentual de infecção dos M(1)S por La e Lb no tempo de 72 h. Tanto o pré-tratamento 
com IFN-y quanto com IFN-y e TNF-a não alterou a viabilidade de L amazonensis 
isoladas de M(|)S em relação ao grupo que não sofreu pré-tratamento. No entanto, L. 
braziliensis se mostrou susceptível a ação dessas citocinas, já que o pré-tratamento dos 
M(|)S com IFN-y foi capaz de diminuir o número de parasitos viáveis isolados. A sinergia 
entre IFN-y e TNF-a se mostrou bastante efetiva nesse grupo uma vez que o número de 
Lb isoladas a partir dos Mcl)S infectados mostrou-se bastante reduzido. Embora não tenha 
sido detectada produção de NO nos grupos de M(|)S infectados com La e Lb, o bloqueio 
da produção dessa molécula, tanto in vitro quanto in vivo, é capaz de aumentar a 
infecção por Lb, mas não altera a infecção por La. A avaliação da produção de IL-12, 
revelou que M(j)S infectados com Lb produzem maior quantidade dessa citocina e 
apresentam uma maior expressão de RNAm de TNF-a nas primeiras 6h após infecção 
que os infectados por La. Por outro lado, a infecção com La induz uma maior produção 
de TGF-p, maior expressão de RNAm de IL-10 e menor expressão de RNAm de 
quimiocinas e receptores dessas moléculas em relação ao grupo infectado com Lb. A 
investigação da atividade de arginase de La e Lb demonstrou que promastigotas de La 
apresentam uma elevada atividade de arginase, apresentando-se aproximadamente 50 a 
100 vezes maior que nos promastigotas de Lb. Esses dados correlacionam-se com a 
maior carga parasitária e maior sobrevivência desse parasito no interior dos M(j)S, 
enquanto que a menor atividade dessa enzima em Lb pode estar relacionada com a 
baixa carga parasitária, alta susceptibilidade aos mecanismos microbicidas dos McjjS e 
uma conseqüente diminuição na sobrevivência dessa espécie de Leishmania. Esses 
dados demonstram que La e Lb induzem perfis diferentes de resposta à infecção, tanto In 
vitro quanto In vivo, e sugerem que fatores produzidos pelo parasito, a exemplo de 
arginase, podem estar envolvidos no desenvolvimento desses perfis diferenciados de 
resposta.

Palavras-chave: Macrófago, Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis, 
Citocinas, Quimiocinas, Óxido nítrico, Arginase.
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ABSTRACT

AVALIATION OF THE RESPONSE PROFILES OF THE PERITONEALS 
MACROPHAGE INFECTED IN VITRO WITH Leishmania amazonensis or Leishmania 
braziliensis. MARCUS WELBY-BORGES

Macrophages (M(j)s) are cells that play an important role in the control of infection by 

Leishmania. In this work, we investigated some factors and mechanisms that could be 

related to the different responses of BALB/c peritoneal infected in vitro with L. 

amazonensis or L  braziliensis. We observed that IFN-y alone was not able to reduce the 

infection by both Leishmania species. However, association of IFN-y and TNF-a resulted 

in a decrease of the percentual of M(j)S infected by Lb 72 h after infection, but not by La. 

Pre-treatment with IFN-y or IFN-y plus TNF-a did not change the viability of L. 

amazonensis compared to non-treated group. Nevertheless, L  braziliensis was 

susceptible to the action of IFN-y because pre-treatment with this cytokine was sufficient 

to reduce the number of viable Lb isolated from M(|)S. The synergy of IFN-y and TNF-a 

was highly effective in this group and resolved the infection. We were not able to detect 

NO production by M<t>s infected with La or Lb. However, NO inhibition, in vitro and in vivo, 

increased Lb infection and did not change La infection. Lb infected M(j)S produced more 

IL-12 than La infected ones. Furthermore, M(|)S infected with Lb expressed more mRNA to 

TNF-a, chemokines and chemokine receptors than M(j)S infected with La. On the other 

hand. La induced a high production of TGF-p and IL-10 by M(j)S in relation to Lb. Arginase 

activity of parasites was evaluated and showed that La promastigotes had an arginase 

activity 50 to 100 times higher than Lb promastigotes. These data correlated to high 

parasite burden and survival of La in the M(j)S. On the contrary, low arginase activity in Lb 

is related to a low parasite burden and high susceptibility of the Lb to the M<j)S killing 

mechanisms. These data demonstrate that La and Lb induce different responses to 

infection, in vitro and in vivo, and suggest that factors produced by parasite, such as 

arginase, could be involved in the development of these profiles.

Key words: Macrophage, Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis, Cytokines, 
chemokines. Nitric oxide, Arginase.
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1. INTRODUÇÃO:

1.1 LEISHMANIOSE: ASPECTOS GERAIS

A leishmaniose é uma doença endêmica de amplo espectro, causada por 

protozoários do gênero Leishmania, que ocorre em diversas regiões tropicais e 

subtropicais do globo. O quadro global de leishmaniose permanece estável há alguns 

anos. No entanto, estima-se que em todo o mundo pelo menos 350 milhões de pessoas 

estão sob risco de contrair leishmaniose. Destas, cerca de 12 milhões podem 

apresentar alguma forma clínica da doença, dos quais aproximadamente 1,5 milhões 

surgiram até o ano de 2004 segundo dados da Organização Mundial de Saúde (OMS) 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007). No Brasil os casos vêm aumentando nos 

últimos anos, principalmente nas regiões cujos sistemas ecológicos têm sofrido maior 

interferência do homem, bem como nas áreas urbanas desprovidas de infra-estrutura 

sanitária. As regiões Norte e Nordeste apresentam o maior número de casos 

registrados de 1980 a 2003, com 36,2 e 36, 9 %, respectivamente. Dentre os estados 

da região Nordeste, o maior número de casos provém do Maranhão, Ceará e Bahia 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007).

Em humanos, a infecção por Leishmania apresenta diversas formas clínicas 

relacionadas com a espécie do parasito e com a capacidade do hospedeiro em montar 

uma resposta imune eficaz contra o patógeno (TURK & BRYCESON, 1971). A doença 

pode envolver pele e mucosas, na forma tegumentar, e órgãos internos na forma 

visceral (BITTENCOURT & BARRAL-NETTO, 1995). A diversidade de manifestações
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clínicas e a possibilidade de surgimento de lesões desfigurantes, incapacitante a às 

vezes fatais levou a OMS a incluir a doença entre as onze endemias infecto-parasitárias 

mais importantes do mundo (TDR, 2007).

1.2 LEISHMANIOSES: ASPECTOS CLÍNICOS

As leishmanioses são doenças causadas por diferentes espécies de Leishmania 
e a depender da espécie infectante pode apresentar-se clinicamente sob duas formas 

diferentes: visceral ou tegumentar, como comentado anteriormente.

No Velho Mundo as espécies responsáveis pela leishmaniose tegumentar 

incluem a L  major, L  tropica e L  aethiopica (ASHFORD & BETTINI, 1987). As 

espécies descritas no Novo Mundo são a L. braziliensis, L  guyanensis, L. lainsoni, L. 
peruviana, L. colombiensis, L. shawi, L. amazonensis e L.mexicana (GRIMALDI & 

TESH, 1993).

A leishmaniose tegumentar apresenta um amplo espectro de manifestações 

clínicas, podendo causar lesões desfigurantes, a depender do agente e da resposta 

imune do hospedeiro à infecção (TURK & BRYCESON, 1971). A leishmaniose cutânea 

localizada (LCL) e a cutâneo-mucosa (LCM) constituem o polo de maior responsividade 

da doença, enquanto a leishmaniose cutânea difusa (LCD) representa o polo menos 

responsivo.

Parasites do complexo L. donovani estão relacionados, tanto no Novo quanto no 

Velho Mundo, com a infecção de células do sistema fagocítico mononuclear de órgãos 

internos como fígado, baço e medula óssea. No entanto, L  infantum, L  donovani e L. 
chagasi podem também causar LCL e LCM. No Novo Mundo os parasitos que causam
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LCL e LCM são agrupados nos complexos L  braziliensis e L  mexicana. Parasitos do 

complexo L  braziliensis geralmente causam LCL e LCM enquanto parasitos do 

complexo L. mexicana, na maioria dos casos, não afetam a mucosa, causando apenas 

lesões cutâneas limitadas que curam sem que necessariamente sejam tratadas 

(BARRAL et ai., 1991; GHALIB ef a/.,1992).

A L  amazonensis, associada comumente com lesões localizadas de pele, pode 

também estar relacionada com LCM e leishmaniose visceral (LV) em alguns casos 

(BARRAL et a!., 1991). No Velho Mundo, L. tropica, L  aethiopica e L. major são 

agentes causadores da LCL, entretanto L  tropica pode causar doença visceral 

(BITTENCOURT & BARRAL-NETO, 1995).

Na LCL as lesões surgem no local da picada do flebótomo sob a forma de uma 

pequena pápula que se desenvolve em um nodulo ulcerado no centro. O aspecto mais 

freqüente observado nos casos de pacientes com LCL é uma úlcera localizada, com 

bordas elevadas e fundo plano, presente nas áreas mais expostas do corpo, que tende 

a cicatrizar espontáneamente ou a apresentar curso indolente. Com menos freqüência, 

as lesões podem aumentar de tamanho, tornando-se nodulares ou verrucosas, com ou 

sem ulcerações (GRIMALDI, 1982).

Nos pacientes com LCM a lesão mucosa pode aparecer algumas semanas ou 

anos após o desaparecimento da lesão inicial, devido a um provável quadro de 

disseminação hematogênica do parasito, para sitios da mucosa nasal, palato, úvula, 

faringe e lábio superior, causando destruição desses sítios e podendo ocorrer 

perfuração do septo nasal (MAUEL & BEHIN, 1981; MARSDEN et ai., 1986). Alguns 

autores, frente á natureza crônica e destrutiva da LCM, têm considerado essa forma 

clínica como pólo hiperresponsivo da doença devido á intensa resposta imune mediada
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por células aos antígenos de Leishmania (CASTES et al., 1983; CARVALHO et al., 
1985; COUTINHO etal., 1987).

Na LCD as lesões evoluem formando pápulas, nodulos ou infiltrações difusas, de 

distribuição simétrica na face, tronco e membros, podendo disseminar-se para todo o 

corpo. Os pacientes com esta forma da doença não apresentam resposta de 

hipersensibilidade do tipo tardia a antígenos do parasito apresentando uma reação de 

Montenegro negativa (CASTES et ai, 1983). Nestes casos verifica-se disseminação 

dos parasitos de um sitio para outro através do sistema linfático, sem ocorrer 

visceralização (BITTENCOURT & BARRAL-NETTO, 1995; MAUEL & BEHIN, 1981). A 

resposta imunológica nessa forma clínica é caracterizada pela ausência da produção de 

IFN-y e uma elevada produção de IL-10 nas lesões dos pacientes (TURETZ et ai, 
2002).

1.3 O PARASITO

Leishmania são parasitos digenéticos, pertencentes ao gênero Leishmania, 
ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae, cujo ciclo de vida apresenta três 

estágios em diferentes hospedeiros: um flebótomo (vetor) e um hospedeiro vertebrado. 

As formas promastigotas de fase estacionária metacíclicas e logarítmica de crescimento 

podem ser encontradas no interior do trato digestivo do inseto vetor, enquanto a forma 

amastigota é parasito intracelular de células do sistema fagocítico mononuclear. O ciclo 

de vida desses protozoários tem início quando flebótomos fêmeas infectados pelo 

parasito, ao realizarem um novo repasto sangüíneo, injetam formas promastigotas
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metacíclicas de Leishmania junto com saliva na pele do hospedeiro mamífero. Esses 

parasitos são posteriormente fagocitados por macrófagos e no seu interior assumem a 

forma amastigota, iniciando um processo de replicação intracelular no interior de 

compartimentos fagolisossomais, que permite a manutenção dos parasitos no tecido 

(TITUS et al, 1993).

A capacidade de sobrevivência no interior das células do hospedeiro vertebrado 

reflete a adaptação evolutiva desses parasitos para evadir e resistir aos mecanismos 

efetores das respostas imunes do hospedeiro (HOWARD et al., 1980a e b; MOSSER & 

ROSSENTHAL, 1994). Diversas estratégias podem ser utilizadas por estes organismos 

para escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro, dentre as quais se pode 

destacar a atividade de moléculas secretadas ou expressas na superfície do parasito, a 

exemplo de PPG (proteofosfoglicano), LPG (lipofosfoglicano), gp63 ou PSP (protease 

de superfície de promastigotas) e GIPLs (glicoinositolfosfolipídeos).

Diversos trabalhos têm evidenciado que o LPG e o gp63, principais moléculas de 

superfície de Leishmania, funcionam como importantes fatores de virulência do parasito 

(TURCO & DESCOTEAUX, 1992; KELLEHER et ai., 1995; BRITTINGHAM et al., 1995; 

STREIT et al., 1996). O LPG constitui o principal glicoconjugado da superfície de 

formas promastigotas de Leishmania e protege o parasito contra destruição intracelular, 

através da inibição de moléculas envolvidas nos processos relacionados com ativação 

e quimiotaxia de monócitos, a exemplo da proteína cinase C (PKC) e IL-ip 

(DESCOTEAUX et al., 1992). Além disso, o LPG também está envolvido na inibição da 

ativação de células endoteliais humanas, diminuindo a produção de quimiocinas como 

MCP-1 e na proteção do parasito contra lise mediada pelo complemento e por
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metabólitos reativos de oxigênio (LO et a i, 1998; TURCO & DESCOTEAUX, 1992; 

BEVERLEY & TURCO, 1998). O gp63 constitui uma glicoproteína com atividade 

proteolítica capaz de se ligar ao receptor de complemento expresso na superfície de 

macrófagos, Impedindo a fixação do complemento e favorecendo o estabelecimento da 

infecção nessas células (BRITTINGHAM etal., 1995).

Alguns trabalhos identificaram moléculas produzidas por Leishmania durante seu 

estabelecimento nos macrófagos que estão envolvidas com a sobrevivência dos 

parasites no interior dessas células. Dentre estas moléculas, podem-se destacar as 

ecto-enzimas presentes na superfície extracelular da membrana de leishmania, 

responsáveis pela hidrólise seqüencial de nucleotídeos trifosfatos do meio extracelular 

(BERRÊDO-PINHO et a!., 2001; MAIOLI et a!., 2004), e a arginase, utilizada pelos 

parasitos para a produção de poliaminas essenciais a replicação do parasito (GAUR et 
a/., 2007).

Leishmania apresenta um único gene que codifica a arginase, molécula 

fundamental para a sobrevivência desses microorganismos, já que parasitos deficientes 

na expressão do gene de arginase não são capazes de sintetizar poliaminas e passam 

a depender das moléculas disponíveis no meio (ROBERTS et a!., 2004). O interior do 

macrófago é um dos meios mais apropriados para captação de poliaminas, 

principalmente se essas células estiverem produzindo a arginase I, que é responsável 

pela conversão de L-ornitina e putrescina em poliaminas (KROPF et aí., 2005). Até o 

momento, não existem estudos comparativos entre L. amazonensis e L. braziliensis 
associando a atividade de arginase à virulência e/ou infectividade desses patógenos. 

Abordagens que avaliem a interação entre esses parasitos e suas principais células 

hospedeiras, os macrófagos, podem contribuir na compreensão dessas relações.
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Diversos modelos vêm sendo utilizados para se estudar as relações entre 

Leishmania, seus hospedeiros mamíferos e seus insetos vetores. Dentre estes, 

destaca-se o modelo murino, que constitui um importante instrumento para pesquisa 

dessas relações, pelo fato de camundongos isogênicos apresentarem padrões distintos 

de resposta à infecção por uma única ou por diferentes espécies de Leishmania. Na 

leishmaniose tegumentar, esses animais reproduzem experimentalmente algumas 

características das manifestações clínicas observadas na doença humana.

A gravidade e o resultado da infecção são geneticamente determinados, 

podendo estar relacionados com o “background” genético do hospedeiro e/ou da 

Leishmania. Algumas linhagens de camundongos como C3H/He, C57BL/6, C57BL/10, 

ATL e CBA são resistentes à infecção por L. major e são susceptíveis à infecção por 

parasitos do complexo Mexicana, como L. mexicana, enquanto camundongos da 

linhagem BALB/c são susceptíveis a infecção por ambas as espécies de Leishmania. 
(ALEXANDER & BLACKWELL, 1986). Na infecção com L. amazonens/s verifica-se uma 

maior variação no espectro de susceptibilidade, a depender da linhagem de 

camundongo. A maioria das linhagens investigadas desenvolve lesões que não curam 

(CALABRESE & COSTA, 1992; SOONG et a!., 1997). No que se refere à infecção com 

L. braziliensis, a maioria das linhagens descritas apresentam um perfil de resistência a 

esta espécie de leishmania, em geral, sem o aparecimento de lesão visível. No entanto, 

camundongos BALB/c desenvolvem lesões transitórias e visíveis que curam 

espontaneamente após algumas semanas (NEAL & HALE, 1983; CHILDS et ai., 1984; 

SAMUELSON eta al., 1991; DEKREY et ai., 1998; LIMA et al., 1999; SOUZA-NETO et
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al., 2004;). Estes estudos reforçam a importância de fatores relacionados à espécie de 

Leishmania no curso da infecção.

Os camundongos que apresentam um perfil de resistência desenvolvem um 

padrão histológico semelhante ao observado na LCL humana, com um aumento no 

número de linfócitos nas lesões, formação de granulomas e escasso parasitismo. Estes 

animais apresentam lesões localizadas e são capazes de montar uma resposta imune 

protetora e destruir os parasitos, apresentando cura espontânea das lesões. Nos 

camundongos com perfil de susceptibilidade observa-se um número reduzido de 

linfócitos, não se formam granulomas e o parasitismo é intenso em macrófagos. As 

lesões apresentam um crescimento progressivo, com ulceração e necrose lítica, 

podendo ocorrer visceralização, metástase e morte dos animais. Além disso, não se 

observa resposta imune celular protetora (BRADLEY & KIRKLEY, 1977; PÉREZ et ai, 
1978; BEHlNefa/., 1979; ANDRADE et a i, 1984).

Alguns estudos têm demonstrado que o soro de camundongos BALB/c e 

C57BL/6 infectados com L  mexicana amazonensis aumenta a internalização do 

parasito por macrófagos peritoneais in vitro (REIS et a!., 1987). A administração de 

anticorpos monoclonais contra uma glicoproteína de 46 kD de L. amazonensis previne a 

infecção de camundongos com parasitos virulentos (ANDERSON et ai., 1983; 

CHAMPSI & McMAHON-PRATT, 1988). Embora esses trabalhos relacionem a 

participação de anticorpos na infecção com Leishmania, não há evidências de que os 

exerçam um papel chave na resolução da doença. Por outro lado, o envolvimento de 

células T CD4+ constitui fator crucial na determinação dos padrões de resposta 

relacionados com resistência ou susceptibilidade à infecção. A importância dessas 

células têm sido demonstrada por diversos grupos através da transferência adotiva de
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células T CD4+ normais, conferindo resistência à camundongos nude (nu/nu), 

transferência de células T CD4+ imunes, que conferem proteção à camundongos 

normais, ou pela depleção de células T CD4+, que reverte camundongos resistentes 

em susceptíveis à infecção (MITCHELL et al. 1980; TITUS et a i, 1987; MÜLLER et a/., 

1992). Por outro lado, como mencionado acima, as células T CD4+ também estão 

relacionadas com susceptibilidade à infecção com Leishmania, já que camundongos 

BALB/c, altamente susceptíveis à infecção com L  major, controlam a infecção quando 

são irradiados ou depletados de células T CD4+ antes da infecção (HOWARD et al., 
1981; TITUS et al., 1985). Essa resistência adquirida pode ser revertida através da 

transferência de células T CD4+ de animais com doença progressiva para 

camundongos irradiados de células T (HOWARD et a i, 1981).

O envolvimento de células T CD4+ nos padrões de resistência ou 

susceptibilidade na infecção de camundongos com Leishmania reflete uma 

heterogeneidade nesse compartimento que está relacionada com o perfil de citocinas 

produzido por essas células.

Modelo de infecção com L. major

Grande parte do conhecimento acerca da resposta Imune na leishmaniose 

resulta de estudos que se utilizaram da infecção experimental de diferentes linhagens 

de camundongos isogênicos com L  major, um dos agentes causadores da 

leishmaniose cutânea localizada humana no Velho Mundo. Diversos estudos têm 

demonstrado que a imunidade protetora contra o parasito está relacionada com o 

desenvolvimento de uma resposta imune mediada por células enquanto uma resposta
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humoral tem pouca importância na resolução das lesões (LIEW et aí., 1986; SCOTT, 

1989; MÜLLER et a i, 1992; LIEW & O’DONNELL, 1993; MCSORLEY et ai, 1996).

Em camundongos infectados com L  major que apresentam um perfil de 

resistência, observa-se a expansão de uma subpopulação de células T CD4+ que 

expressam preferencialmente citocinas ou RNAm para citocinas do tipo Th1 como IFN-y 

e IL-2, enquanto células T CD4+ de camundongos susceptíveis demonstram uma maior 

expressão de citocinas do tipo Th2 como IL-4 e IL-10 (HEINZEL et ai, 1989; HEINZEL 

et ai, 1991; LOCKSLEY et a i, 1987; LEMOS-DE-SOUZA eí a/,, 2000).

Camundongos CBA infectados com L  major apresentam um infiltrado 

mononuclear misto, com um aumento progressivo do número de linfócitos na lesão, 

fibrose, necrose fibrinóide e formação de granulomas, que culmina na eliminação dos 

parasitos e cura espontânea das lesões. O perfil de resistência desses camundongos 

correlaciona-se com o fenótipo Th l, com produção aumentada de IFN-y (LEMOS-DE- 

SOUZA et a i, 2000).

Modelo de infecção com L. amazonensis

Os estudos de Lemos-de-Souza e colaboradores (2000) demonstraram que 

camundongos CBA infectados com L. amazonensis apresentam um infiltrado 

macrofágico difuso, monomórfico, com intenso parasitismo, áreas de necrose litica, 

micro-abcessos e úlceras, seguida de disseminação dos parasitos, que resulta na morte 

desses animais. Aspectos semelhantes já haviam sido descrito quando BALB/c foram 

infectados com essa espécie de Leishmania (BARRAL-NETTO et ai, 1987). 0  perfil de
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susceptibilidade observado nesses animais está relacionado com o fenotipo Th2, com 

produção de IL-4 e ausência de resposta Th1, como amplamente descrito na literatura 

para outras linhagens de camundongos infectados com Leishmania (BOTTOMLY, 1988; 

LIEW & O'DONNELL, 1993; MCSORLEY et a i, 1996; MÜLLER et a/., 1992; 

MOSSMANN & COFFMAN, 1989; Jl et al., 2003; GUIMARÃES et a i, 2006).

Modelo de infecção com L. braziliensis

Diferente do que acontece com L. major, existem poucos estudos experimentais 

realizados com L  braziliensis, provavelmente pelo fato dessa espécie não induzir 

lesões em diversas linhagens de camundongos (NEAL & HALE, 1983; CHILDS et ai, 
1984). Os camundongos BALB/c apresentam-se como os mais susceptíveis à L  

braziliensis, apresentando lesões cutâneas transitórias que evoluem para a cura 

espontânea (CHILDS et a i, 1984). A análise da resposta imunológica nesses 

camundongos demonstrou que existe uma menor produção de IL-4 em relação a 

animais infectados com L. major e que o tratamento de animais infectados com L  
braziliensis com anti-IFN-y aumenta significativamente as lesões com uma evolução 

progressiva das lesões e susceptibilidade desses animais. Os autores consideram que 

um mecanismo dependente de IFN-y seja o responsável pela morte de L. braziliensis 
em camundongos BALB/c e que a baixa infectividade deste parasito nesta linhagem de 

camundongo pode estar correlacionada com uma incapacidade por parte do parasito de 

induzir uma elevada e permanete produção de IL-4, diferente do què acontece com L
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major (DEKREY et al., 1998). Os mecanismos que determinam essas diferenças 

precisam ser mais bem explorados.

Recentemente foi proposto um modelo experimental de infecção com L  
braziliensis que mimetiza a infecção em humanos. Nesse trabalho, os autores utilizam o 

mesmo modelo de infecção intradérmica em orelhas proposto por Belkaid e 

colaboradores (1998) e utilizam 10  ̂ promastigotas de L  braziliensis para inocularem 

camundongos BALB/c na derme da orelha. Os resultados reproduzem alguns aspectos 

da infecção natural como a presença de lesões ulceradas, compostas por 

polimormonucleares, numerosos macrófagos densamente parasitados, escassez de 

plasmócitos, necrose fibrinóide, disseminação dos parasitos para linfonodos e 

desenvolvimento de uma resposta imune do tipo Th1 (MOURA et ai, 2005).

1.5 IMUNORREGULAÇÃO POR CITOCINAS NA LEISHMANIOSE MURINA

Grande parte do conhecimento sobre imunoregulação por citocinas na 

leishmaniose deve-se aos estudos realizados no modelo murino. Falhas na montagem 

de uma resposta imune anti-leishmania do tipo Th1 resulta em doença progressiva e 

morte (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002).

A resposta imune do tipo Th1 é caracterizada pela secreção de IFN-y que é tido 

como o principal mediador de resistência à infecção com Leishmania, devido a sua 

capacidade de ativar macrófagos, habilitando-os a destruir formas amastigotas 

intracelulares do parasito (NATHAN et a i, 1983; TITUS et a i, 1984). 0  uso de 

anticorpos monoclonais anti-IFN-y administrado em camundongos resistentes durante
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ou nas fases mais iniciais da infecção resulta em aumento da produção de IL-4, 

aumentando o tamanho das lesões (BELOSEVIC et ai, 1989; MÜLLER et al., 1989; 

SADICK et al., 1990). O IFN-y recombinante sozinho, quando administrado em 

camundongos BALB/c durante o curso da infecção, não é capaz de gerar imunidade 

contra o parasito (LOCKSLEY et al., 1987). Provavelmente a ação de outras citocinas 

pode contribuir no mecanismo de ativação de macrófagos e na conseqüente destruição 

dos parasitos. A ação sinérgica de IFN-y com TNF-a ou LPS sobre os macrófagos é 

capaz de estimular a síntese de NO, que representa um dos principais mecanismos 

leishmanicidas tanto In vivo quanto In vitro (BOGDAN et al., 1990; GREEN et al., 1990; 

LIEW etal., 1990a).

A IL-4 é um dos principais mediadores da resposta imune do tipo Th2 e funciona 

como uma citocina que inibe a ativação de macrófagos, juntamente com IL-10 e TGF-p, 

aparesentando um importante papel na progressão da doença (NACY et al., 1991; 

LIEW et al., 1989; BOGDAN et al., 1991). Sua ação se deve, possivelmente, a um efeito 

direto sobre o macrófago ou estimulando a síntese de IL-10, que atua inibindo a 

produção de IFN-y e, conseqüentemente, modulando a ativação dessas células 

(FIORENTINO et al., 1991; TANAKA et al., 1993). O tratamento de camundongos 

BALB/c com anti-IL4 na fase inicial da infecção, torna-os capazes de produzir níveis 

elevados de IFN-y , convertendo-os em resistentes à L  mayor (SADICK et al., 1990).

Além de IFN-y, IL-4 e IL-10, outras citocinas como IL-12, TNF-a, e TGF-p, podem 

estar envolvidas na determinação de um ou outro tipo de fenótipo Th. IL-12 é um fator 

produzido por células apresentadoras de antígenos, como macrófagos e células 

dendríticas, e está relacionada com a estimulação de células T h l, embora na presença
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de IL-4 possa também induzir células Th2 (TRINCHIERI, 1995; LAMONT & ADORINI, 

1996). O tratamento de camundongos susceptíveis com lL-12 recombinante é capaz de 

curar a infecção com L  major nesses animais, desde que o tratamento seja realizado 

na primeira semana de infecção (HEINZEL etal., 1993; SYPEK etal., 1993).

0  TNF-a também apresenta um importante papel no controle das lesões 

cutâneas de camundongos infectados com Leishmania. O tratamento de camundongos 

resistentes ou susceptíveis com TNF-a resulta na diminuição do tamanho das lesões e 

do número de parasitos em relação a camundongos não tratados. Além disso, o 

tratamento com anti-TNF-a exacerba a doença (TITUS et a!., 1989; LIEW et al., 1990b). 

O mecanismo de ação de TNF-a está relacionado com o aumento da ativação de 

macrófagos e conseqüente destruição de parasitos (LIEW et al., 1990a). Arnoldi e Mool 

(1998) demonstraram que a depleção de TNF-a, in vivo, reduz a carga de parasitos e a 

quantidade de células de Langerhans infectadas no linfonodo de drenagem de 

camundongos BALB/c infectados com L  major. Nesse mesmo trabalho, os autores 

demonstraram ainda que a administração de TNF-a recombinante reverte esse efeito, 

estimulando a migração e acumulação dessas células no linfonodo desses animais 

(ARNOLDI & MOOL, 1998). Esses dados demonstram a participação do TNF-a nos 

eventos relacionados com a quimiotaxia e migração de células para sítios distantes.

A ação do TGF-p tem sido descrita nos eventos iniciais da infecção relacionados 

com os mecanismos que promovem a inativação de macrófagos. O tratamento de 

camundongos BALB/c infectados com TGF-p recombinante exacerba a infecção com L. 
braziliensis nesses animais, correlacionando-se com o aumento na expressão de 

RNAm para IL-10 (BARRAL et ai., 1993). Além disso, TGF-p está relacionado com a
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inibição da expressão de ¡NOS por macrófagos ativados por MIF ñas lesões cutâneas 

de camundongos infectados com L  major (CUNHA et al., 1993; STENGER et al.,
1994).

1.6 MACRÓFAGOS E SEU PAPEL NA IMUNIDADE CONTRA LEISHMANIA

Os macrófagos constituem uma das principais células do sistema imunológico e 

desempenham importantes papéis na defesa contra micoorganismos tanto na 

imunidade inata quanto na imunidade adquirida, seja modulando ou atuando como 

células efetoras da resposta imune. No entanto, os macrófagos participam dessa 

resposta por apresentarem antígenos aos linfócitos T bem como sinais coestimuladores 

que desencadeiam a resposta por parte destas células.

Macrófagos desempenham importante papel no controle da infecção por 

Leishmania. Podem liberar citocinas associadas à resposta Th1 (IL-12, TNF-a) ou Th2 

(IL-10, TGF-p) (WANG et a i, 1994), além de quimiocinas e outros fatores que 

contribuem para a chegada de células inflamatórias ao sitio da infecção (GERARD & 

GERARD, 1994; BOKOCH, 1995; PREMACK & SCHALL, 1996; Jl et al., 2003). O 

controle da infecção é dependente da capacidade dos macrófagos em destruir parasitos 

intracelulares (BEHIN et al., 1979; NACY et al., 1983) por mecanismos dependentes de 

NO (GREEN et al., 1990; LIEW et al., 1991). Macrófagos perifoneáis de camundongos 

resistentes apresentam maior capacidade de inibição da proliferação de amastigotas de 

L  major comparados aqueles macrófagos de camundongos susceptíveis (HANDMAN 

et al., 1979; MAUEL et al., 1987). Por outro lado, macrófagos de camundongos
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susceptíveis infectados com L. major, comparados a macrófagos de uma linhagem de 

camundongos resistentes, são menos sensíveis à ativação por citocinas derivadas de 

células T (NACY et a!., 1983).

Dados do nosso laboratório demostram que macrófagos perifoneáis de 

camundongos CBA infectados com L  major ou L  amazonensis apresentam diferentes 

perfis de resposta e que o tratamento com IFN-y, apesar de induzir produção 

semelhante de NO, reduz a infecção causada por L  major, não alterando a infecção por 

L. amazonensis. O padrão de expressão de genes dessas células revelou que genes 

relacionados a receptores do tipo scavenger foram induzidos na infecção por L. major, a 

exemplo do receptor scavenger MARCO. Na infecção por L. amazonensis observou-se 

uma indução do gene da cataiase, enzima que inibe a explosão respiratória, 

correlacionada com uma inibição da produção de H2O2 pelos macrófagos infectados 

com essa espécie de Leishmania (GOMES et ai., 2003). Esses resultados sugerem que 

diferenças encontradas na infecção de macrófagos podem estar relacionadas com a 

determinação dos perfis de resistência ou susceptibilidade, reforçando a importância do 

macrófago para o estabelecimento da infecção.

Até 0 momento, são escassos os trabalhos que avaliaram a interação de 

macrófagos com L. braziliensis, já que a maioria dos estudos tem focado na interação 

de macrófagos com L. major. Trabalhos que caracterizem essas interações entre L  
braziliensis e suas células hospedeiras podem colaborar no entendimento dos 

mecanismos responsáveis pela resposta desenvolvida pelos hospedeiros mamíferos 

contra esses patógenos.
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Após a fagocitose de Leishmania pelos fagocitos, ocorre um aumento no 

consumo de oxigênio por essas células. Existe uma correlação entre explosão 

respiratoria e formação de radicais intermediários do oxigênio (ROI) (STAFFORD et al., 
2002), que são moléculas microbicidas importantes produzidas por células fagocíticas, 

como neutrófilos e macrófagos (DINAUER, 1993; SEGAL, 1996).

No modelo murino da infecção por Leishmania, a ativação de macrófagos por 

citocinas como IFN-y e TNF-a leva à produção de ROI e reativos intermediários do 

nitrogênio (RNI), que são responsáveis pela atividade leishmanicida (JAMES, 1995). 

Durante a fagocitose de promastigotas, macrófagos podem liberar radicais, incluindo 

superóxido, H2O2 e OH, que são moléculas microbicidas (MURRAY et a i, 1983; 

PEARSON et ai., 1983). Uma vez estabelecida a infecção por amastigota, a produção 

de NO por macrófagos pode levar à destruição do parasito (GREEN et ai., 1990; 

JAMES, 1995; WEI et ai., 1995).

Os mecanismos de destruição de Leishmnia pelos macrófagos e demais 

fagócitos não são específicos para os diferentes estágios do parasito. Promastigotas e 

amastigotas são igualmente susceptíveis a ROI (MILLER et a!., 2000; MURRAY, 1982; 

ZARLEY et ai., 1991). No entanto, alguns trabalhos demonstram que amastigotas 

induzem uma menor explosão respiratória que promastigotas (CHANNON et a!., 1984; 

HAIDARIS et a i, 1982). Essas diferenças estão relacionadas à interação de moléculas 

de superfície de Leistimania com diferentes receptores de macrófagos (CHANNON et 
ai, 1984).
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Abordagens que utilizam inibidores da atividade de iNOS (como LNMA e AI\/1G), 

de citocinas que inibem a produção de NO (como TGF-p e IL-10) (BARRAL-NETTO et 
al., 1992; CHATELAIN et al., 1999; LIEW et al., 1991; NELSON et al., 1991; VIETH et 
al., 1994) ou utilização de camundongos knockout para INOS (MURRAY et al., 1999; 

WEl et al., 1995) evidenciam o papel desta molécula na destruição de Lelshmania. 
Camundongos infectados com L. major e tratados com Inibidores de INOS apresentam 

aumento da carga parasitária, desenvolvimento de lesões e inibição da destruição 

intracelular dos parasItos (LIEW et al., 1990a). Embora ROI e RNI contribuam para a 

destruição de Leishmanla, apenas a produção de RNI é essencial para a resolução da 

infecção. A contribuição de ROI parece ser necessária apenas nos estágios inicias da 

infecção (MURRAY et al., 1999).

NO também desempenha um papel regulador durante a resposta Imune a 

Leishmanla. Na ausencia de NO derivado de INOS, IL-12 foi incapaz de prevenir o 

crescimento de parasitos, não houve ativação de células NK para liberação de IFN-y e 

não houve, também, fosforilação de STAT-4, que é Indutor importante da produção de 

IFN-y por células NK (DIEFENBACH et ai, 1998).

Enquanto iNOS catalisa a conversão de L- arginina em NO e citrulina, a enzima 

arginase hidrollsa a arginina em ornitina e uréia. O balanço entre as duas enzimas é 

regulado competitivamente por citocinas secretadas por células Th1 e Th2: células Th1 

induzem iNOS e Th2 induzem arginase I (CORRALIZA et a i, 1995; MODOLELL et ai,

1995). Citocinas, como IL-4, IL-10 e TGF-|3 aumentam a atividade de arginase I, que 

induz 0 crescimento de L. majorem  macrófagos (INIESTA et ai, 2001; INIESTA et ai.
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2002) devido à síntese, a partir de ornitina, de poliaminas essenciais à replicação de 

Leishmania (INIESTA et a i, 2002).

1.8 QUIMIOCINAS E SEUS RECEPTORES NA LEISHMANIOSE

Alguns trabalhos têm revelado que as quimiocinas e seus receptores podem 

desempenhar um importante papel na regulação da resposta imune, devido à 

capacidade dessas moléculas de promover o recrutamento seletivo de diferentes tipos 

celulares para os sítios inflamatórios. Além disso, esses tipos celulares podem 

apresentar uma expressão diferenciada dessas moléculas.

Na leishmaniose cutânea os trabalhos relacionando quimiocinas à patogenia da 

doença têm demonstrado que a grande quantidade de macrófagos presentes tanto nas 

lesões da forma localizada (LCL) quanto da forma difusa (LCD), bem como as 

diferenças na composição de subpopulações de células T, estão relacionadas com um 

padrão diferente de expressão dessas moléculas. A cura espontânea na LCL está 

associada com níveis elevados de CCL2/MCP-1, CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10 enquanto 

a progressão da doença na LCD correlaciona-se com altos níveis CCL3/MIP-1a 

(RITTER et a i, 1996). Por outro lado, estas diferenças observadas nas duas formas da 

doença podem também ser correlacionadas com a atividade de determinadas 

moléculas expressas na superfície dos parasitos, a exemplo de LPG (lipofosfoglicano), 

que além de exercerem um efeito inibidor sobre as funções das células fagocíticas, 

como quimiotaxia, fagocitose e geração de produtos oxidativos (FRANKENBURG et ai, 
1990; BRANDONÍSIO et a i, 1994), podem também diminuir a produção de algumas
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quimiocinas por células endoteliais, como observado em relação aos níveis de 

CCL2/MCP-1 produzidos por monócitos humanos in vitro (LO et ai., 1998). Badolato e 

colaboradores (1996) também observaram que a infecção de macrófagos humanos 

com promastigotas de L. major estimula a produção de CXCL8/IL-8 e 

CCL2/MCAF/MCP-1 nas primeiras horas da infecção, e discutiram a possibilidade de 

que estas quimiocinas estejam envolvidas no recrutamento de células-alvo que 

favorecem a replicação intracelular do parasito. O problema dos estudos com material 

humano é que estes não permitem a análise temporal da expressão de quimiocinas. 

Provavelmente, ocorrem variações na expressão destas moléculas no decorrer da 

infecção.

Alguns modelos animais de doença têm sido utilizados no estudo das relações 

entre expressão de quimiocinas e processos patológicos (STRIETER et a!., 1996), 

entretanto trabalhos relacionando o envolvimento dessas moléculas na infecção de 

linhagens isogênicas de camundongos com Leishmania são ainda pouco explorados, 

sobretudo na infecção com L  braziiiensis. Estudos, como o de Raccosin & Beverley 

(1997), utilizando Northern blots e sondas de cDNA, demonstraram que macrófagos 

murinos de camundongos BALB/c infectados com promastigotas de L. major em fase 

estacionária, expressam transcritos de RNAm para as quimiocinas CCL2/JE e CXCL1- 

3/KC (os homólogos murinos do CCL2/MCAF/MCP-1 e CXCL1-3/GR0-a humanos, 

respectivamente) uma hora após a infecção, sendo que outras quimiocinas e citocinas 

como TGF-p, IL-10, IL-12 ou iNOS não foram induzidas nas primeiras 24 horas . 

Embora esses dados tenham contribuído na caracterização dos perfis de quimiocinas 

produzidas por macrófagos infectados com Leishmania, os estudos in vivo relacionando
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susceptibilidade ou resistência à Infecção de camundongos por Leishmania têm sido 

escassos, bem como trabalhos que descrevam as relações entre a natureza do 

infiltrado inflamatório e quimiocinas nas lesões desses animais. Tem sido relatado 

ainda que CCL2/MCP-1 é capaz de estimular diretamente a eliminação de Leishmania 
via geração de NO por macrófagos murinos infectados com L. donovani (RITTER & 

MOLL, 2000).

Alguns trabalhos têm utilizado o estudo das quimiocinas para avaliar o papel de 

determinados tipos celulares na infecção de camundongos com L  major. A análise da 

expressão de RNAm para algumas quimiocinas ativadoras de células NK no linfonodo 

de camundongos BALB/c e C57BL/6, após os três primeiros dias de infecção com L. 
major demonstrou uma maior expressão de CXCL10/IP-10 , CCL2/MCP-1 e 

XCL1/Linfotactina em células de camundongos resistentes C57BL/6, enquanto 

CCL5/RANTES, CCL3/MIP-1a e CCL4/MIP-1(3 foram igualmente expressas em células 

de ambas as linhagens. O tratamento de camundongos susceptíveis BALB/c com 

CXCL10/IP-10 recombinante após infecção, apesar de aumentar a atividade de células 

NK nos linfonodos de drenagem desses animais, não promoveu redução no tamanho 

das lesões (VESTER et a i, 1999). ARNOLDI & MOOL (1998) demonstraram que o 

tratamento de camundongos BALB/c com CCL3/MIP-1a recombinante e L. major 
reduziu de forma significativa a taxa de migração de células de Langerhans para o 

linfonodo de drenagem desses animais, enquanto que o tratamento com CCL2/MCP-1 

e parasitos não altera a migração destas células. O tratamento de camundongos 

resistentes infectados com L  major e tratados com met-RANTES, um antagonista
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funcional de CCR1 e CCR5 (receptores de CCL5/RANTES), tornou esses animais 

susceptíveis à infecção (SANTIAGO et a i, 2004).

Abordagens utilizando camundongos deficientes na produção de quimiocinas 

e/ou de seus receptores têm contribuído para o entendimento do papel, de diversas 

quimiocinas na leishmaniose. Camundongos deficientes para CCR2, CCR5 ou 

CCL3/MIP-1a infectados com L  donovani apresentam uma baixa produção de IFN-y 

durante a fase inicial da infecção. Entretanto, durante a fase crônica as concentrações 

de IFN-y aumentaram nos camundongos deficientes de CCR5 e CCL3/MIP-1a, de 

maneira que o aumento desta citocina correlacionou-se com uma diminuição da carga 

parasitária, sugerindo um papel importante para estas moléculas na geração de IFN-y 

por linfócitos T (SATO et a i, 1999). Além disso, a ausência do receptor CCR2 em 

camundongos infectados com L  donovani, está associada com uma diminuição na 

migração de células de Langerhans para o linfonodo, resultando numa deficiência de 

células dendríticas CD8a+ e deficiência na sensibilização de linfócitos Th1 (SATO et al., 
2000).

Recentemente Teixeira e colaboradores (2005) demonstraram que cepas de L. 
braziliensis com genotipos diversos apesar de apresentarem uma carga parasitária 

semelhante, são capazes de induzir uma resposta diferenciada na expressão de 

quimiocinas e seus receptores em diferentes tempos e/ou intensidades, levando a um 

recrutamento celular distinto e respostas inflamatórias diferenciadas. A utilização de um 

modelo intradérmico de infecção na orelha com L  braziliensis demonstrou uma 

expressão aumentada de RNAm para CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1a e CCL4/MlP-ip, 

quimiocinas recrutadoras de monócitos e macrófagos, que poderia estar relacionada
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com a elevada carga parasitária observada no linfonodo regional no período em que as 

lesões eram mais evidentes (DE MOURA et ai, 2005).

No presente trabalho investigou-se as diferenças observadas na produção e/ou 

expressão de RNAm para citocinas, quimiocinas e seus receptores, o papel da 

molécula microbicida NO em macrófagos peritonelas de camundongos BALB/c 

infectados com L  amazonensis ou L  braziliensis, carga parasitária, bem como a 

expressão de arginase dos parasitos, correlacionando-os com a sobrevivência dos 

microorganismos no interior dessas células.

A utilização de camundongos isogênicos BALB/c, que apresentam um perfil de 

resistência à L. braziliensis e susceptibilidade à L. amazonensis, oferece a vantagem de 

evitar a influência do “background” genético do hospedeiro na determinação do tipo de 

resposta, ao mesmo tempo em que permite considerar o papel do agente na 

determinação dos diferentes perfis de resposta observados.
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2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar mecanismos celulares e moleculares relacionados com os diferentes 

perfis de resposta de macrófagos peritoneias inflamatorios de camundongos BALB/c 

infectados com L. amazonensis ou L  braziliensis.

HIPÓTESE

L  amazonensis e L  braziliensis alteram distintamente a biologia de macrófagos 

infectados induzindo a produção de diferentes fatores que podem ser determinantes na 

resposta do hospedeiro à infecção.

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

• Avaliar a produção de óxido nítrico (NO) e de citocinas (TNF-a, IL-12 e 

TGF-p) nos sobrenadantes de culturas por meio da reação de Griess e ELISA, 

respectivamente.

• Analisar a expressão de RNAm para quimiocinas (CCL3/MIP-1a , 

CCL4/MIP-1P, CCL5/RANTES, CCL12/MCP-5, CXCL-9/MIG, CXCL10/IP-10/CRG-2) e 

alguns de seus receptores (CCR3, CCR4, CCR5, CCR7 e CXCR4) por RT-PCR.

• Avaliar carga parasitária contida nos macrófagos ao final de 72h de 

infecção.
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• Investigar o papel do NO na atividade microbicida dos macrófagos 

infectados conn L. amazonensis e L  braziliensis, através do bloqueio ou indução desse 

fator.

• Determinar a atividade de arginase de L  amazonensis e L  braziliensis.
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3. JUSTIFICATIVA

A resposta imuno-inflamatória na leishmaniose tegumentar tem sido estudada 

através da infecção experimental de camundongos com Leishmania e a maioria dos 

estudos tem demonstrado que o desenvolvimento de uma resposta mediada por células 

é determinante no desenvolvimento de imunidade contra o parasito.

L. amazonensis e L  braziliensis são os principais agentes etiológicos da 

leishmaniose em nosso país, sendo que L  braziliensis está envolvida com a forma 

mucocutânea da leishmaniose tegumentar no estado da Bahia.

A infecção por L  amazonensis é progressiva na maioria das linhagens de 

camundongos, enquanto L  braziliensis é controlada. Estas diferenças permitem avaliar 

como esses parasitos interferem na resposta do M(t) à infecção, se essas respostas são 

diferentes e se os fatores diferentes interferem na resposta inata e/ou imune. A exemplo 

dos estudos de interação de L. major com macrófagos e da contribuição desses 

estudos para o entendimento da resposta do hospedeiro à infecção causada por essa 

Leishmania, as relações entre L, amazonensis, L  braziliensis e macrófagos precisam 

ser mais bem compreendidas, devido a importância dessas células e de fatores



produzidos por elas nos eventos relacionados com atividade microbicida, quimiotaxia, 

tráfego leucocitário, processos inflamatórios e imunorregulação da resposta de linfócitos 

T.

Sendo assim, estudos que investiguem aspectos da relação entre essas 

espécies de parasitos e a célula hospedeira, no que se refere à produção de citocinas, 

quimiocinas e seus receptores, poderão contribuir na melhor compreensão da 

patogênese da doença causada por duas espécies de Leishmania presentes em nosso 

meio. Além disso, abre perspectivas para: a) eventual identificação de fatores dos 

parasitos que podem estar contribuindo com esses perfis de resposta, podendo vir a ser 

potenciais alvos para vacina ou terapia; b) possíveis intervenções no perfil de resposta 

do hospedeiro, no sentido de conter a infecção; c) auxiliar estudos futuros que visem à 

utilização de citocinas, quimiocinas e seus receptores como adjuvantes no 

desenvolvimento de uma vacina eficaz contra o parasito.
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4.1 ANIMAIS

Para realização dos experimentos, camundongos isogênicos fêmeas de 6-8 

semanas da linhagem BALB/c foram obtidos do Biotério do Centro de Pesquisas 

Gonçalo Moniz - FIOCRUZ. Os animais foram mantidos em caixas de criação sob 

condições controladas de temperatura, umidade, luminosidade e livres de patógenos e 

alimentados com ração comercial balanceada e água destilada autoclavada.

4.2 PARASITOS

Utilizaram-se duas espécies de Leishmania\ L. braziliensis (cepa 

MHOM/BR/94/3456) isolada do linfonodo de um paciente com leishmaniose cutânea 

localizada do Ceará e obtida da Dra. Margarida Pompeu (Universidade Federal do 

Ceará) por intermédio do Dr. Washington Luis Conrado dos Santos (Lab. de Patologia e 

Biointervenção/CPqGM-FIOCRUZ). A cepa de L. amazonensis (MHOM/BR88/BA-125), 

proveniente do Hospital Universitário Professor Edgar Santos (HUPES/UFBA/SSA) foi 

isolada de um caso de leishmaniose cutânea e foi doada ao laboratorio pela Dra. Aldina 

Barral.

A virulência e infectividade dos parasitos foram mantidas através de passagens 

em hamsters (L. braziliensis) ou camundongos C57BL/6 (L. amazonensis).

Antes da utilização das referidas cepas nos experimentos, os parasitos foram 

isolados do linfonodo poplíteo dos animais citados acima e mantidos em cultura axénica
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em meio Scineider’s completo, suplementado com soro bovino fetal inativado a 20% 

(Hyclone®) e Gentamicina (SIGMA) numa concentração de 50 i^g/ml.
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4.3 OBTENÇÃO DE MAGRÓFAGOS

Camundongos BALB/c fêmeas de 6-8 semanas foram injetados com 2 ml de 

Tioglicolato 4% na cavidade peritoneal. Após 72 h, macrófagos peritoneals foram 

obtidos do exsudato inflamatório pela lavagem peritoneal utilizando-se solução salina 

estéril gelada e heparina numa concentração de 20UI/ml. Em seguida, as células foram 

centrifugadas a 1500 rpm durante 10 min. Para cultivo, foram utilizadas placas de 24 

poços onde foram distribuídas triplicatas de 1x10® MO /poço (RT-PCR, ELISA e NO) ou 

2x10^ M<í) /poço contendo lamínulas de vidro (contagem de macrófagos infectados) e 

2x10^ MO /poço sem lamínulas (avaliação da carga parasitária) em meio RPMl 

completo. Após 24 h de incubação a 37° 0  e 5% de C02, as culturas foram lavadas 

com meio RPMl para remoção das células não aderentes e incubadas novamente em 

RPMl completo.

4.4 INFECÇÃO DE MACRÓFAGOS

Após obtenção, os macrófagos foram infectados com promastigotas de L  
amazonensis ou L. braziliensis em fase estacionária numa proporção de 10 

parasitos/Mcj). Após o pulso de 6 horas, as culturas foram lavadas com meio RPMl para 

a remoção de parasitos não internalizados. A avaliação da produção de NO, citocinas, 

expressão de quimiocinas e receptores, avaliação da carga parasitária e contagem de



lamínulas foram realizadas em grupos de células utilizadas imediatamente após o 

período de pulso de 06 horas e após períodos de caça de 24, 48 e 72 horas.

4.5 AVALIAÇÃO DO PERCENTUAL DE INFECÇÃO DE MACRÓFAGOS e 

CONTAGEM DE LEISHMANIAS POR MACRÓFAGOS

Seguido o período de 72 horas de infecção os macrófagos foram lavados e 

fixados em etanol absoluto por 10 min. As lamínulas nas quais as células estavam 

aderidas foram submetidas à bateria de coloração para hematoxilina-eosina. Depois de 

coradas, as lamínulas foram randomizadas para posterior contagem às cegas do 

número de macrófagos infectados, bem como do número de parasitos por células em 

cada grupo estudado. As contagens de pelo menos 100 células/campo das lamínulas 

foram realizadas por um examinador previamente treinado, e conferidas por um outro 

examinador diferente.

4.6 AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE CITOCINAS POR ELISA

A investigação do perfil de produção lL-12 e TGF-p por ELISA de captura, nos 

tempos pré-determinados, foi realizada em sobrenadantes de cultura de M(j)S 

submetidos aos diferentes tratamentos.

Para IL-12, utilizamos o anticorpo de captura purificado anti-lL-12 (clone C.15.6 - 

Pharmingem # 18491 D) na concentração de 2|ag/ml. O referido anticorpo foi diluído em 

tampão de carbonato 1M pH 9.6, plaqueado em placas de 96 poços (50|al/poço) e 

incubado 12-18 horas a 4°C. Em seguida, o excesso de anticorpos de captura foi 

removido através de lavagem com PBS contendo 0,05% de detergente Tween. Os
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sítios de ligações inespecificas foram bloqueados com PBS contendo 10% de soro 

bovino fetal inativado (SFB) por 2 horas, a temperatura ambiente.

A curva padrão foi construída realizando diluições seriadas (1;2) IL-12 

recombinante em PBS contendo 10% de SFB, a partir de 1 ^ig/ml. Em seguida, foi 

adicionado à placa lOO^il/poço do padrão diluído e das amostras (sobrenadantes das 

culturas) em triplicata, incubados por 16-18 horas 4°C. Após quatro lavagens, foram 

adicionados 100|dl/poço do anticorpo de detecção anti-iL12 marcado com biotina (clone 

C.17.8 - Pharmingem # 18482D), na concentração de 1|xg/ml, incubado durante 45 

minutos, à temperatura ambiente.

Após seis lavagens, adicionou-se o conjugado avidina-peroxidase (Sigma 2.5̂ 1 

g/ml) por 30 minutos. Para revelação, as placas foram lavadas 8 vezes e 

posteriormente incubadas com o substrato TMB (Sigma). A reação foi interrompida pela 

adição de ácido fosfórico diluido 1:20 em água destilada. A leitura foi realizada a 

450mm e analisamos os resultados pelo programa Softmax.

O ensaio de ELISA para lL-12 detecta p40 e tem um limite de detecção que 

varia entre 10-30 pg/ml.

Para TGF-p, foi utilizado o kit comercial (R&D Systems) que foi utilizado 

seguindo as recomendações descritas pelo fabricante, para dosagem do TGF-p ativo 

nos sobrenadantes de cultura dos M(t)S. Este ensaio tem um limite de detecção que 

varia entre 1,7-15,4 pg/ml (M= 4,61 pg/ml), conforme prospecto do fabricante.
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4.7 DETERMINAÇÃO DA PRODUÇÃO DE NO

A produção de NO foi determinada através do método de Griess (DING, 1988), a 

partir da quantificação de nitrito nos sobrenadantes de cultura. A curva padrão de leitura 

foi obtida pela diluição de nitrito de sódio diluído em RPMI completo, em diluições 

seriadas de 1:2 a partir de 200 îM distribuídas em triplicatas de 50 |al, em placas de 96 

poços. A detecção de nitrito nas amostras foi feita mediante a adição de igual volume 

do reagente à base de 1% de sulfanilamida e 0,1% de N-1-Naftiletilenodiamina (NEED). 

Após detecção as amostras foram submetidas a leitura em espectrofotômetro no 

comprimento de onda de 570 nm.

4.8 PREPARAÇÃO DO DNA COMPLEMENTAR (cDNA) POR RT-PCR

RNA total dos macrófagos submetidos aos diferentes tratamentos foi extraído 

utilizando Trizol® (GIBCO). Para preparação do cDNA adicionou-se 1 ^g de RNA aos 

tubos contendo uma solução de 5 mM de cloreto de magnésio (MgCl2), tampão de PCR 

IX  , 1 mM de desoxinucleotídeos trifosfatados (dNTPs/GlBCO), 1 U/|il de inibidor de 

Rnase (PROMEGA), 2,5 ¡J.M de oligo d(T) (GIBCO) para atuarem como “primers” na 

síntese do cDNA, 2,5 U/^il de transcriptase reversa (GIBCO) e água bidestilada.

As reações com um volume final de 20 1̂ foram levadas à máquina de PCR 

sendo submetidas a um único ciclo de incubação à 42° C por 50 minutos, 99° C por 5 

minutos e 4° C por, pelo menos, 5 minutos. Após o ciclo de incubação foram 

adicionadas às amostras 80 [i\ de água bidestilada e o cDNA foi posteriormente 

congelado à -20° C.
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4.9 BLOQUEIO DA PRODUÇÃO DE NO E DOADOR DE NO

O bloqueio de NO foi realizado nas culturas de M(j)S mediante o pré-tratamento 

com 1 mM/poço de aminoguanidina (AMG - SIGMA), um inibidor competitivo da NO 

sintetase induzida (iNOS), 6 h antes da infecção e até 72 h após infecção. Para induzir 

a síntese de NO, foi utilizado o doador de NO, S-nitroso-N-acetylpenicilIamine (SNAP - 

CALBIOCHEM) diluído em DMSO (SIGMA) numa concentração de lOOmM por poço, a 

cada 6h.

Para o bloqueio da produção de NO in vivo também foi utilizado o reagente AMG. 

Camundongos BALB/c foram infectados por injeção intradérmica na orelha de 1X10^ 

formas promastigostas de La ou Lb. A partir de 24h após infecção, os camundongos 

foram submetidos ao tratamento com AMG 2%, diluída na água dos bebedouros 

conforme adaptação de protocolos previamente publicados na literatura (MURRAY & 

NATHAN, 1999; MURRAY et al., 2003). Os camundongos foram monitorados a cada 

três dias, quando eram realizadas trocas de caixas, água e ração. Conforme 

previamente descrito (SAEFTEL et ai., 2001), os animais não apresentaram sinais de 

rejeição ou problemas ao tratamento, tais como perda de apetite, de peso ou do desejo 

de ingerir água. Após 42 dias de infecção os camundongos foram sacrificados e as 

orelhas (A) e linfonodos retroauriculares (B) retirados e submetidos ao teste de diluição 

limitante. Os grupos controles infectados receberam apenas água.
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4.10 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE RNAm PARA CITOCINAS, QUIMIOCINAS E 

SEUS RECEPTORES:

A expressão das moléculas TNF-a, IL-10, CCL3/MIP1-a, CCL4/MIP1-(3, 

CCL5/RANTES, CCL12/MCP-5, CXCL-9/MIG, CXCL10/IP-10/CRG-2 e dos receptores 

CCR3, CCR4, CCR5 e CXCR4 foi realizada por PCR, utilizando “primers”, temperaturas 

e número de ciclos específicos para cada molécula, conforme Tabela 1.

A amplificação do cDNA por PCR consiste em um aumento exponencial do 

número de DNAs-alvo, a partir da utilização de “primers” específicos e da ação da Taq 

DNA polimerase. Para a amplificação adicionou-se 3 |nl de cDNA a uma solução 

contendo 2 mM de MgCb (GIBCO), tampão de PCR 1X (GIBCO), 2,5 mM de dNTPs, 

água bidestilada, 0,025 U/^l de Taq DNA polimerase (GIBCO) e 0,5 pM/|al dos “primers” 

5’ e 3’ (GIBCO) para as diferentes moléculas analisadas no trabalho. As reações com 

um volume final de 10 \x\ foram levadas à máquina de PCR sendo submetidas às 

seguintes condições:

1) Desnaturação: 95° C -  3 minutos;

2) Desnaturação: 94° C -  1 minuto;

3) Temperatura de anelamento dos “primers” e n° de ciclos: variável (vide Tab. 1);

4) Extensão: 72° C -  2 minutos;

5) Extensão: 72° C -  7 minutos.

Os produtos dos PCRs foram analisados utilizando eletroforese em gel de 

agarose 1,8%. A análise densitométrica das bandas foi realizada por meio do software 
SCION Image Beta 4.0.2, para análise de géis ID. Os resultados apresentados estão 

ajustados pela expressão do gene de expressão constitutiva HPRT.
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\/lolécula /
Seqüência dos “primers”

Fragmento
amplificado

Temp, de 
anelamento

N° de 
ciclos

\/lu HPRT
Sense: AGC 1 1G CTG GTG AAA AGG AC 
^nti-sense: TTA TAG TCA AGG GCA TAT CC

104 pb 58°C 35

Viu TNF-a
Sense: GAT CTC AAA GAC AAC CAA CTA GTG 
\nti-sense: CTC CAG CTG GAA GAC TCC TCC CAG

255 pb 60°C 35

Viu IL-10
Sense: AGA AAA GAG AGC TCC ATC ATG C 
^nti-sense: AAT CAC TCT TCA CCT GCT CCA

454 pb 60°C 35

Viu CCL3/MIP-1a
Sense: ATG AAG GTC TCC ACC ACT GCC CTT G 
^nti-sense: GGC ATT CAG 1 1C CAG GTC AGT GAG

276 pb 62°C 30

Wlu CCL4/MIP-1P
Sense: AAC CCC GAG CAA CAC CAT GAA G 
^nti-sense: CCA CAA TAG CAG AGA AAC AGC AAT

540 pb 62°C 25

Mu CCL5/RANTES
Sense: CCC ACG TCA AGG AGT ATT TCT ACA CC 
Anti-sense: CTG GTT TCT TGG G 1 1 TGC TGT G

310 pb 62°C 40

Mu CCL12/MCP-5
Sense: TCC ACA CTT CTA TGC CTC CT 
Anti-sense: TCT CAG CCT AGA CAT GAA GG

308 pb 62°C 35

Mu CXCL9/MIG
Sense: GAT CAA ACC TGC CTA GAT CC 
Anti-sense: GGC TGT GTA GAA CAC AGA GT

398 pb 60°C 40

Mu CXCL10/CRG-2/IP-10
Sense: GAG CAG AGA TGT CTG AAT CCG 
Anti-sense: TCG CAC CTC CAC ATA GCT TAC AG

382 pb 62°C 40

Mu OCRS
Sense: CAA CTT GGC AAT TTC TGA CCT G 
Anti-sense: TTT CCA GCT GTC TTC TTC ACC T

368 pb 60°C 40

Mu CCR4
Sense: C 1 1 GCA CCA AGG AAG GTA TCA A 
Anti-sense: TGG CCA GGT ATC TGT CTA TGC T

334 pb 60°C 40

Mu CCR7
Sense: CAT AGT C 1 1 CCA GCT GCC CTA CA 
Anti-sense: TGC ACC ACA TTA AGG CTC CTG

377 pb 56°C 40

Mu CXCR4
Sense: GTC CAT TTC AAT AGG ATC 1 1C C 
Anti-sense: GTC AGG TAT AGT CAG GAG GAG G

414 pb 60°C 40

Tabela 1; Sequências de “primers” e moléculas utilizadas nas reações de PCR.



Para a determinação da carga parasitária, foram utilizadas adaptações do 

protocolo descrito por Gomes e colaboradores (2000). Mcps foram cultivados, Infectados 

e tratados como descrito anteriormente. Setenta e duas horas (72h) após a infecção, as 

culturas foram lavadas com meio RPMI e cultivadas com meio Schineider’s completo 

(suplementado com 20% de soro bovino fetal Hyclone®) e mantidas em estufa B.O.D. 

25° C. Três, cinco e sete dias após a troca do meio de cultura os parasitos isolados, na 

forma promastigota, foram contados utilizando-se câmaras de Neubauer.

Para os experimentos de determinação da carga parasitária em orelhas de 

camundongos BALB/c pré-tratados ou não com AMG e infectados com L  braziliensis, 
utilizou-se o teste quantitativo de diluição limitante (TITUS et a i, 1985), com algumas 

adaptações descritas a seguir. Os animais foram sacrificados em câmara de CO2 e as 

orelhas e linfonodos foram retirados e homogeneizados em 1 ml de meio Schineider’s 

completo. Os homogeneizados obtidos foram diluídos em séries de oito diluições 

distribuídas em placas de 96 poços contendo meio ágar-sangue que foram incubadas 

em estufa B.O.D. 25° 0  por 14 dias, período após o qual se procedeu a leitura das 

mesmas. A carga parasitária foi definida como o número de parasitos viáveis 

encontrados na diluição máxima. Os resultados foram expressos como log dos títulos 

de parasitos conforme trabalhos anteriores (LEMOS-DE-SOUZA et a i, 2000; 

GUIMARÃES et a i, 2006)
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4.11 CARGA PARASITÁRIA:



4.12 ANALISE DA ATIVIDADE DE ARGINASE DE L. amazonensis E L  braziliensis

Para avaliação da atividade de arginase dos parasitos foram realizadas 

adaptações em protocolos disponíveis na literatura (CORRALIZA et a i, 1994; KROPF 

et a/., 2003), descritas a seguir. Utilizaram-se 10® formas promastigotas das espécies 

de Leishmania em estudo que foram lisadas utilizando-se Triton X-100 a 0,1%. Após 30 

min. foi adicionado 25 mM de Tris-HCI. A cada 100 ĵ l de lisado foi adicionado 10 |il de 

MnCI2 (10 mM), seguida do aquecimento das amostras por 10 min. a 56° C. A hidrólise 

mediada por arginase foi realizada mediante a incubação do lisado com 100 lal de L- 

arginina (0,5 M, pH 9,7) a 37° por 15-120 min. A reação foi interrompida adicionando-se 

900 [i\ de H2SO 4 (96%)/ H3PO4 (85%) / H2O (1/3/7, v/v/v). A concentração de uréia foi 

medida a 540 nm após adição de 40 |il de a-isonitrosopropiophenone (diluído em etanol 

a 100%) seguido do aquecimento a 95° C por 30 min. Cada unidade de enzima equivale 

à quantidade de enzima que catalisou a formação de 1 i^mol de uréia/min.

4.13 ESTATÍSTICA E ANÁLISE DOS RESULTADOS:

Os dados obtidos foram inicialmente submetidos ao teste de Normalidade. Após 

verificação do grau de distribuição normal das amostras estudadas, foi aplicado 0 teste 

paramétrico One-Way ANOVA, para a comparação entre três ou mais grupos 

independentes e o pós-teste de Newman-Keuis, para a identificação das diferenças 

encontradas.

Nos casos de distribuição não normal ou nos casos onde não foi possível realizar 

0 teste para verificação do padrão de distribuição, foi utilizado 0 teste não paramétrico 

de KruskaI-Walis, para detecção de diferenças estatisticamente significativas entre três
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grupos independentes e o pós-teste de comparação nnúltipla de Dunn, para a 

identificação das possíveis diferenças.

As diferenças foram consideradas estatisticamente significantes, adotando-se o 

intervalo de confiança de 95%, quando p < 0,05.

Foram também definidos parâmetros para avaliação do significado biológico do 

aumento ou diminuição na produção ou expressão de RNAm de citocinas, quimiocinas 

e receptores dessas moléculas, quando a reprodutibilidade de um determinado 

fenômeno não foi acompanhada de significância estatística. Esses parâmetros são 

descritos a seguir:

- Reprodutibilidade das diferenças entre grupos em pelo menos dois 

experimentos quando da realização de dois ou três experimentos;

- Reprodutibilidade das diferenças entre grupos em no mínimo três experimentos 

quando da realização de cinco experimentos (dosagem de IL-12).

Para elaboração do resumo geral dos perfis de citocinas, quimiocinas e 

receptores produzidos por M(1)S de camundongos BALB/c infectados com L. 
amazonensis ou L. braziliensis (Tab. 2) utilizou-se como critério o aumento ou redução 

de um intervalo na escala do eixo Y dos respectivos gráficos em relação aos controles 

não infectados ou grupo oposto infectado - La ou Lb, conforme parâmetros descritos 

acima.
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5.0 RESULTADOS

5.1 Cinética da infecção de IVI(j)S peritoneais de camundongos BALB/c com 

promastigotas em fase estacionária de L.amazonensis ou L. braziliensis.

Foi realizada análise da cinética da infecção de M(t)S infectados com 

L.amazonensis ou L  braziliensis. Foi feito um pulso de seis horas e avaliações após 

períodos de caça de 24, 48 e 72 horas. A Figura 1A demonstra o percentual de M(j)S 

Infectados por ambas as espécies de Leishmania nos diferentes tempos. Os resultados 

mostram que no tempo equivalente as primeiras 6 h de pulso o percentual de M(j)S 

infectados foi similar em ambos os grupos. No entanto, ao longo dos períodos de caça 

observou-se uma diminuição no percentual de M(j)S infectados no grupo Lb (p<0,001), 

enquanto que o percentual de infecção se manteve constante no grupo infectado com 

La durante todos os tempos avaliados. Como demonstrado na figura 1B a avaliação do 

número de leishmanias por macrófagos confirma os dados observados já que ao longo 

da infecção houve um aumento progressivo da relação leishmania/M(|) no grupo 

infectado com La em relação a Lb, sendo as diferenças estatisticamente significante 

nos tempos de 48 e 72 h pós-infecção (p<0,001).
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Figura 1: Cinética da infecção de peritoneais de camundongos BALB/c com 

L.amazonensis ou L. braziliensis. M(j)S peritoneais inflamatórios de camundongos 

BALB/c foram infectados com promastigotas em fase estacionária de L.amazonensis ou 

L. braziliensis numa proporção de 10 leislnmania/M(|) . Após o período de pulso de 06 

horas e caça de 24, 48 e 72 Inoras, as células foram fixadas em etanol absoluto por um 

periodo de 10 min. e o percentual de M(|)S infectados (A) e o número de leishmanias por 

M(()S (B) foi determinado por contagem das células fixadas em lamínula de vidro. Os 

resultados acima são referentes à média ± o erro padrão de três experimentos 

independentes (*p<0,001 - One-Way AN OVA).



5.2 Efeito do IFN-y no percentual de infecção de M(|)S perítoneais de camundongos 

BALB/c com L.amazonensis ou L. braziliensis.

O efeito de IFN-y na sobrevivência de parasitos de La e Lb no interior de M(1)S na 

presença ou ausência de IFN-y foi avaliado após o período de pulso e demais períodos 

de caça mencionados acima. O percentual de M(j)S infectados foi determinado como 

descrito na figura 1. A figura 2 (A e B) mostra que embora o percentual de infecção dos 

M(|)S infectados com Lb tenha diminuído a partir do período de pulso de 6h em relação 

aos M(|)S infectados com La, o pré-tratamento com IFN-y não foi capaz de promover 

alteração no percentual de infecção de Mcj)S infectados em ambos os grupos nos 

tempos estudados. Embora não tenham sido observadas diferenças estatisticamente 

significantes entre esses grupos é possível observar na figura 2C que o número de 

leishmanias por macrófagos foi maior no grupo pré-tratado com IFN-y e infectado com 

La em relação ao grupo pré-tratado com IFN-y e infectado com Lb, sendo essas 

diferenças estatisticamente significantes no tempo de 72 h pós-ínfecção (p<0,01).
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Figura 2: Efeito do iFN-y no percentual de infecção de peritoneais de 

camundongos BALB/c com L.amazonensis (A) ou L. braziliensis (B) e no número 

de leishmanias por M(j)S (C). M(j)S peritoneais inflamatórios de camundongos BALB/c 

foram pré-tratados com IFN-y (100 Ul/poço) durante o período de 18 h e em seguida 

infectados com promastigotas em fase estacionária de L.amazonensis ou L. braziliensis



numa proporção de 10 leishmania/M(|) . Após o período de pulso de 06 horas e caça de 

24, 48 e 72 horas, as células foram fixadas e o percentual de M(j)S infectados foi 

determinado como descrito na figura 1. Os resultados acima são referentes à média ± o 

erro padrão de três experimentos Independentes (*p<0,01 - One-Way ANOVA).
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5.3 Efeito da sinergia entre IFN-y e TNF-a no percentual de infecção de 

peritoneals de camundongos BALB/c com Lamazonensis ou L. braziliensis.

Para avaliar o efeito da sinergia entre IFN-y e TNF-a, M(()S peritoneais foram pré- 

tratados com essas citocinas durante o período de 18 h e em seguida infectados com 

La e Lb e avaliados conforme descrito na figura 2. A figura 3 (A e B) mostra que nos 

tempos de 6 à 48h não houve alterações no percentual de infecção nos grupos 

infectados com La ou Lb e pré-tratados com as citocinas, em relação aos grupos não 

tratados, e que só após 72 h o pré-tratamento promoveu uma redução nesse percentual 

em ambos os grupos, mas estatisticamente significante apenas no grupo La (p<0,001).

A avaliação do número de leishmanias por macrófagos demonstrada na figura 

3C evidencia as diferenças entre os grupos estudados já que ao longo da infecção 

houve um aumento progressivo da relação leishmania/M(j) no grupo pré-tratado com 

IFN-y e TN F-a e infectado com La em relação ao grupo pré-tratado com IFN-y e TNF-a 

e infectado com Lb, sendo as diferenças estatisticamente significante nos tempos de 

24, 48 e 72 h pós-infecção (p<0,05, p<0,05 e p<0,01, respectivamente).
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Figura 3: Efeito da sinergia entre IFN-y e TNF-a no percentual de infecção de 

macrófagos perifoneáis de camundongos BALB/c com L.amazonensis (A) ou L. 

brazJliensis (B) e no número de leishmanias por M(j)S (C). M(|)S peritoneais



inflamatórios de camundongos BALB/c foram pré-tratados com IFN-y (100 Ul/poço) e 

TNF-a (100 Ul/poço) durante o período de 18 h e em seguida Infectados com La ou Lb 

e avaliados conforme descrito na figura 1. Os resultados acima são referentes à média 

± o erro padrão de três experimentos independentes (* p<0,05 e ** p<0,01 - One-Way 

ANOVA).

5.4 Diferenças na ação microbicida dos e efeito do IFN-y e da sinergia entre 

IFN-y e TNF-a na viabilidade de L.amazonensis ou L. braziliensis isoladas de M(j)S 

perítoneais de camundongos BALB/c infectados.

M(t)S peritoneais sem tratamento ou pré-tratados com IFN-y ou IFN-y mais TNF-a 

foram infectados e após 72 h de infecção foram incubados em meio Schineider’s 

completo (20% SBF) para avaliar o efeito dessas citocinas na viabilidade dos parasitos. 

A figura 4 mostra que os M(()S apresentam uma distinta resposta na sua ação 

microbicida sobre os parasitos de La e Lb, o que pode ser evidenciado pela alta 

quantidade de parasitos viáveis isolados no grupo infectado com La e baixa quantidade 

no grupo infectado com Lb. Além disso, tanto o pré-tramento com IFN-y quanto com 

IFN-y mais TN F-a não alterou a viabilidade de L, amazonensis isolada de M(j)S 

infectados em relação ao grupo que não sofreu pré-tratamento por essas citocinas. No 

entanto, L  braziliensis se mostrou susceptível a ação dessas citocinas, já que o pré- 

tramento com IFN-y foi capaz de diminuir o número de parasitos viáveis isolados (p< 

0,001). O pré-tratamento com IFN-y mais TN F-a se mostrou bastante efetivo nesse 

grupo uma vez que o número de L  braziliensis isolados a partir dos M(|)S infectados
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mostrou-se significativamente reduzido em relação ao grupo que não sofreu pré- 

tratamento (p< 0,001).
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Figura 4: Efeito do IFN-y e da sinergia entre IFN^ e TNF-a na viabilidade de 

L.amazonensis (A) ou L. brazUiensis (B) isoladas de M(|)S peritoneais de 

camundongos BALB/c infectados. M(j)S peritoneais foram pré-tratados ou não com 

IFN-y (100 Ul/poço) ou IFN-y (100 Ul/poço) e TN F-a (100 Ul/poço) durante o período de 

18 h e em seguida infectados com La ou Lb conforme descrito na figura 2. Após 72 h de 

caça 03 macrófagos foram lavados e incubados com meio Schinerder’s completo (20%



SBF). Após 3 a 5 dias os parasites isolados foram contados em câmara de Neubauer. 

Os resultados acima são referentes à média ± o erro padrão de três experimentos 

independentes (* p<0,001 - One-Way ANOVA).
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5.5 Produção de NO por peritoneais de camundongos BALB/c infectados 

com L.amazonensis ou L. braziliensis.

Os níveis de produção de NO em sobrenadantes de culturas de M(j)S peritoneais 

pré-tratados ou não com IFN-y e infectados com La ou Lb, conforme descrito 

posteriormente, foram avaliados nos diferentes períodos do estudo.

A figura 5 mostra que não foi detectada produção de níveis de NO nos grupos de 

M(t)S infectados e não infectados que não receberam pré-tratamento com IFN-y nos 

diferentes tempos estudados, exceto no grupo infectado com Lb, no qual observou-se 

uma pequena produção de NO no tempo de 6h. Nos grupos de M(j)S infectados e não 

infectados e pré-tratados com IFN-y observou-se uma progressiva produção de NO ao 

longo dos diferentes tempos. Não foram observadas diferenças na produção de NO nos 

grupos de M(|)S pré-tratados ou não com IFN-y e infectados com La ou Lb nos tempos 

estudados.
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Figura 5: Produção de NO por M^s peritoneais de camundongos BALB/c 

infectados com L.amazonensis ou L. braziliensis. M<|)S peritoneais foram pré- 

tratados com IFN-y (100 Ul/poço) ou não receberam pré-tratamento durante o período 

de 18 ii e em seguida infectados com La ou Lb conforme descrito na figura 2. Após o 

período de pulso de 06 horas e caça de 24, 48 e 72 horas, os sobrenadantes das 

culturas foram coletados e os níveis de NO foram testados pelo método de Griess. Os 

resultados acima são referentes à média ± o erro padrão de três experimentos 

independentes.



5.6 Efeito do bloqueio e da indução da produção de NO na viabilidade de 

L.amazonensis ou L. braziliensis isoladas de M^s peritoneais de camundongos 

BALB/c infectados.

Para avaliar o efeito do bloqueio ou do aumento na produção de NO sobre a 

sobrevivência de La ou Lb no interior dos M(j)S infectados, ambos os grupos foram 

tratados com AMG ou SNAP. A AMG é um inibidor da síntese de NO e o SNAP atua 

como um doador dessa molécula.

A figura 6 mostra que o tratamento dos M(t)S infectados com La com AMG não 

altera a quantidade de parasitos viáveis isolados dessas células e que o tratamento 

com SNAP foi capaz de diminuir em três vezes o número de parasitos viáveis isolados 

em relação ao grupo que não sofreu tratamento (p<0,01). Nos M(t)S infectados com Lb a 

AMG aumentou o número de parasitos viáveis de forma estatisticamente significante 

em relação ao grupo controle (p<0,01), enquanto que o tratamento com SNAP foi 

eficiente na destruição de parasitos pelos M<t)S, de modo que não foi possível identificar 

a presença de parasitos viáveis isolados dessas células no tempo avaliado (p<0,001).

Em síntese, o bloqueio da produção dessa molécula é capaz de aumentar a 

infecção por Lb, mas não altera a infecção por La. O aumento das quantidades de NO 

induzido por SNAP em níveis elevados (acima de 150 |j.M/ml), torna ambas as espécies 

de Leishmania susceptíveis e diminui a carga parasitária em ambos os grupos de 

maneira estatisticamente significante.
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Figura 6: Efeito do bloqueio e da indução da produção de NO na viabilidade de 

L.amazonensis ou L. braziliensis isoladas de peritoneais de camundongos 

BALB/c infectados. M(1)S peritoneais foram cultivados e pré-tratados com AMG, SNAP 

ou sem pré-tratamento por 06 h e em seguida infectados com La ou Lb conforme 

descrito na figura 2. Após 6h as leislimanias foram lavadas e retiradas e os M(|)S



reincubados em RPMI completo tiveram AMG reposta No grupo com SNAP houve 

reposição do reagente a cada 6h até o final do experimento. Após 48 h de caça os 

macrófagos foram lavados e cultivados em meio Schinerder’s completo (20% SBF) para 

detecção de parasitos viáveis. Após 3 dias as formas promastigotas dos parasitos 

isolados foram contadas em câmara de Neubauer. Os resultados acima são referentes 

a um experimento (média ± o desvio padrão) representativo de três experimentos 

independentes (**p<0,01; ***p<0,01 - One-Way ANOVA).

5.7. Efeito do tratamento in vivo com AMG na carga parasitária de camundongos 

BALB/c infectados com L.amazonensis ou L. braziliensis.

Para avaliar o papel do NO in vivo em camundongos BALB/c infectados com La 

ou Lb, ambos os grupos foram tratados com AMG diluída na água dos animais numa 

concentração de 2%. Seis semanas após a infecção as orelhas e linfonodos 

retroauriculares foram retirados e submetidos ao teste de diluição limitante.

A figura 7A mostra que o tratamento com AMG não altera a carga parasitária na 

pele dos animais infectados com La em relação ao grupo não tratado, como 

anteriormente observado nos experimentos de bloqueio de NO com AMG in vitro. Por 

outro lado, nos camundongos infectados com Lb a AMG aumentou o número de 

parasitos viáveis na pele em relação ao grupo que não recebeu o tratamento (p 

<0,0001).

A figura 7B mostra que não foram observadas diferenças nas cargas parasitárias 

nos linfonodos de drenagem de camundongos infectados com La e tratados com AMG 

em relação ao grupo não tratado. No grupo infectado com Lb que não recebeu
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tratamento com AMG observou-se o aumento de aproximadamente 1 log de parasitos 

em relação aos linfonodos dos grupos La tratado e não tratado. Camundongos 

infectados com Lb e tratados com AMG demonstraram aumento de 1 log no parasitismo 

nos linfonodos em relação ao grupo não tratado e de aproximadamente 2 log em 

relação aos grupos La. Não foi possível avaliar a significãncia estatística dessas 

diferenças em virtude dos experimentos terem sido realizados com “pool” de linfonodos 

de 5 animais por grupo.

Sendo assim, o bloqueio da produção dessa molécula é capaz de aumentar a 

infecção por Lb, mas não altera a infecção por La nas lesões de orelha e linfonodo.
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Figura 7: Efeito do tratamento in vivo com AMG na carga parasitária de 

camundongos BALB/c infectados com Lamazonensis ou L. braziliensis.

Camundongos BALB/c foram infectados por injeção intradérmica na orelha de 1X10^ 

formas promastigostas de La ou Lb. A partir de 24h após infecção, os camundongos 

foram submetidos ao tratamento com AIVIG 2%, diluída na água dos bebedouros. Após 

42 d de infecção os camundongos foram sacrificados e as orelhas (A) e linfonodos



retroauriculares (B) retirados e submetidos ao teste de diluição limitante. Os grupos 

controles receberam apenas água. Os resultados acima são referentes à mediana de 

dois experimentos independentes (N=1 O/grupo) (A) e de um experimento feito com pool 

de linfonodos de 05 animais por grupo (B). (*** p <0,0001 -  KruskaI-Walis).

5.8 Produção de IL-12 por M(t)S peritoneais de camundongos BALB/c infectados 

com L.amazonensis ou L. braziliensis.

Os níveis de produção de IL-12 em sobrenadantes de culturas de M<1)S 

peritoneais infectados com La ou Lb, conforme descrito posteriormente, foram avaliados 

nos diferentes períodos do estudo. A figura 8 mostra que a infecção por La não foi 

capaz de induzir produção de IL-12 pelos M(j)S ao longo dos diversos tempos 

analisados. Por outro lado a infecção com Lb induziu uma maior produção dessa 

citocina no tempo de 72 h em relação ao grupo La, porém não estatisticamente 

significante.
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Figura 8: Produção de IL-12 por M(|)S peritoneais de camundongos BALB/c 

infectados com L.amazonensis ou L. braziliensis. M(j)S peritoneais foram infectados 

com La ou Lb conforme descrito na figura 2. No período de pulso de 06 lioras e após 

lavagem e retirada das leislimanias não internalizadas e caça de 24, 48 e 72 horas, os 

sobrenadantes das culturas foram coletados e os níveis de IL-12 foram testados por 

ELISA. Os resultados acima são referentes á mediana de cinco experimentos 

independentes.

5.9 Produção de TGF-p por peritoneais de camundongos BALB/c infectados 

com L.amazonensis ou L. braziliensis.

A produção de TGF-p em sobrenadantes de culturas de M(|)S peritoneais 

infectados com La ou Lb foi avaliada nos diferentes períodos do estudo. A figura 9 

demonstra que a produção desta citocina esteve aumentada no grupo infectado com La 

no tempo de 24h após infecção em relação aos grupos controle e Lb, embora essa



diferença não tenha sido estatisticamente significante. Nos demais tempos não foram 

observadas diferenças na produção dessa citocina nos grupos estudados.
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Figura 9: Produção de TGF-p por M(j)S peritoneais de camundongos BALB/c 

infectados com L.amazonensis ou L  braziliensis. M(j)S peritoneais foram infectados 

com La ou Lb conforme descrito na figura 2. No período de pulso de 06 horas e após 

lavagem e retirada das leishmanias não internalizadas e caça de 24, 48 e 72 horas, os 

sobrenadantes das culturas foram coletados e os níveis de TGF-p foram testados por 

ELISA. Os resultados acima são referentes à mediana de dois experimentos 

independentes.



5.10 Expressão de RNAm de citocinas, quimiocinas e receptores de quimiocinas 

por M(j)S peritoneais de camundongos BALB/c infectados com Lamazonensis ou 

L. braziliensis.

5.10.1 Expressão de RNAm para as citocinas TNF-a e IL-10:

A expressão de RNAm de TNF-a em M(|)S peritoneais infectados com La ou Lb, 

conforme descrito posteriormente, foi avaliada nos diferentes períodos do estudo. A 

figura 10 mostra que a expressão de RNAm de TNF-a aumentou nas primeiras 6 h 

após a infecção nos l\/l(j)S infectados com Lb em relação aos grupos controle e La e que 

nos demais tempos a expressão de RNAm para essa citocina se mostrou baixa em 

todos os grupos estudados, não havendo diferenças na expressão de TNF-a, nos 

demais tempos.

A expressão de RNAm de IL-10 em M(|)S peritoneais infectados com La ou Lb foi 

avaliada nos diferentes periodos do estudo. Na figura 11 pode-se observar um aumento 

na expressão de RNAm para essa citocina no grupo infectado com La no tempo de 24 h 

em relação aos grupos controle e Lb. IL-10 não apresentou diferenças na sua 

expressão de RNAm nos grupos de M(j)S estudados nos tempos de 6, 48 e 72 h.

68



69

Figura 10: Expressão de RNAm de TNF-a por peritoneais de camundongos 

BALB/c infectados com L.amazonensis ou L. braziliensis. M(1)S peritoneais foram 

infectados com La ou Lb conforme descrito na figura 2. Nos períodos de 06, 24, 48 e 72 

horas após infecção o RNA total dos M(|)S foi extraído e utiizado no RT-PCR para 

amplificação do RNAm de TNF-a . Os resultados apresentados foram normalizados 

pela expressão do gene constitutivo HPRT e são referentes ã mediana de três 

experimentos independentes.
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Figura 11; Expressão de RNAm de IL-10 por M^s peritoneais de camundongos 

BALB/c infectados com Lamazonensis ou L. braziliensis. M(t)S peritoneais foram 

infectados com La ou Lb conforme descrito na figura 2. Nos períodos de 06, 24, 48 e 72 

lloras após infecção o RNA total dos M(|)S foi extraído e utilizado no RT-PCR para 

amplificação do RNAm de IL-10 . Os resultados apresentados foram normalizados pela 

expressão do gene constitutivo HPRT e são referentes à mediana de dois experimentos 

independentes.

5.10.2 Expressão de RNAm das quimiocinas CCL3/MIP-1a, CCL4/IVIIP-1P, 

CCL5/RANTES e CCL12/MCP-5:

A expressão de RNAm das CC quimiocinas CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-ip, 

CCL5/RANTES e CCL12/MCP-5 foi avaliada nos diferentes períodos do estudo em M(|)S 

peritoneais infectados com La ou Lb.

CCL3/MIP-1a e CCL4/MIP-ip foram mais expressas no tempo de 6h no grupo 

infectado com Lb em relação aos grupos controle e La, ao passo que nos demais



tempos nâo apresentou diferenças na sua expressão nos diferentes grupos (Fig. 12A e 

12B). Com relação a expressão de RNAm de CCL12/MCP-5, observou-se que essa 

quimiocina foi expressa apenas no tempo de 6h nos diferentes grupos de l\/l(l)S. Nesse 

tempo, o grupo infectado com La apresentou uma inibição na expressão dessa 

quimiocina em relação ao grupo Lb (Fig. 12D). O RNAm para CCL5/RANTES foi 

expresso em todos os grupos estudados, não apresentando diferenças na sua 

expressão ao longo dos tempos (Fig. 12C).
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Figura 12: Expressão de RNAm de CC quimiocinas por M^s peritoneais de 

camundongos BALB/c infectados com Lamazonensis ou L. braziliensis. M(j)S 

peritoneais foram infectados com La ou Lb conforme descrito na figura 2. Nos períodos 

de 06, 24, 48 e 72 horas após infecção o RNA total dos IVl(j)S foi extraído e utlizado no 

RT-PCR para amplificação do RNAm de CCL3/IVIIP-1a (A), CCL4/MIP-1|3 (B), 

CCL5/RANTES (C) e CCL12/MCP-5 (D). Os resultados apresentados foram 

normalizados pela expressão do gene constitutivo HPRT e são referentes à mediana de 

três (A, B e C) ou dois (D) experimentos independentes.

5.10.3 Expressão de RNAm das quimiocinas CXCL9/ MIG e CXCL10/IP- 

10/CRG-2:

A expressão de RNAm de CXCL9/MIG e CXCL10/IP-10/CRG-2 foi avaliada nos 

diferentes períodos do estudo em M(t)S peritoneais infectados com La ou Lb. 

CXCL9/M1G foi expressa em todos os grupos estudados, não apresentando diferenças 

na sua expressão nos períodos de 6h, 48 li e 72 h. No tempo de 24h, observou-se que



os M(|)S infectados com La apresentaram uma inibição na expressão de RNAm para 

essa quimiocina em relação ao grupo Lb (Fig. 13A). Embora CXCL10/1P-10/CRG-2 

tenha sido expressa em todos os grupos estudados, não foram observadas diferenças 

na sua expressão ao longo dos períodos analisados (Fig. 13B).

CXCL9 / MIG
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Figura 13; Expressão de RNAm de CXC quim iocinas por M(|)S peritoneais de 

camundongos BALB/c infectados com L.amazonensis ou L. braziliensis. M(j)S 

peritoneais foram infectados com La ou Lb conforme descrito na figura 2. Nos períodos



de 06, 24, 48 e 72 horas após infecção o RNA total dos M(|)S foi extraído e utilizado no 

RT-PCR para amplificação do RNAm de CXCL9/MIG (A) e CXCL10/IP-10/CRG-2 (B). 

Os resultados apresentados foram normalizados pela expressão do gene constitutivo 

HPRT e são referentes á á mediana de três experimentos independentes.

5.10.4 Expressão de RNAm para os receptores de CC quimiocinas, CCR3, 

CCR4, CCR5 e CCR7, e de CXC quimiocinas, CXCR4:

Além das quimiocinas, foi avaliada a expressão de alguns receptores de 

quimiocinas nos diferentes períodos do estudo em M(j)S peritoneais infectados com La 

ou Lb.

CCR3 é um receptor que liga a uma grande quantidade de quimiocinas, dentre 

as quais podemos destacar CCL5/RANTES e CCL12/MCP-5, avaliadas nesse estudo. 

A expressão de RNAm de CCR3 foi observada em todos os grupos estudados, não 

apresentando diferenças na sua expressão nos períodos de 6h , 24 h e 72 h. No tempo 

de 48h, observou-se que os M(j)S infectados com La apresentaram uma inibição na 

expressão de RNAm para esse receptor em relação aos grupos controle e Lb (Fig. 

14A).

CCR4 tem como principais ligantes o CCL17/TARC e o CCL22/MDC/ABCD1. 

CCR5 liga-se a CCL3/MIP-1a e CCL5/RANTES, também analisadas nesse trabalho. 

CXCR4 é o receptor para CXCL12/SDF-1 a  e p, que tem um importante papel na 

quimiotaxia de linfócitos T e B. CCR4, CCR5 e CXCR4, também foram expressos em
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todos os grupos estudados, não apresentando diferenças na sua expressão ao longo 

dos tempos (Fig. 14B, 14C, e 14E, respectivamente).

CCR7 atua como receptor para as quimiocinas CCL20/MIP-3P e CCL21/6Ckine. 

A expressão de RNAm para esse receptor teve o seu maior pico no período de 6h 

principalmente no grupo infectado com Lb em relação aos grupos controle e La. Nos 

tempos de 24, 28 e 72 h a sua expressão é modulada a níveis próximos aos dos 

demais grupos (Fig. 14D).
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Figura 14: Expressão de RNAm de receptores de CC e CXC quimiocinas por 

peritoneais de camundongos BALB/c infectados com L.amazonensis ou L. 

braziliensis. M(j)S peritoneais foram infectados com La ou Lb conforme descrito na 

figura 2. Nos periodos de 06, 24, 48 e 72 Inoras após infecção o RNA total dos M(t)S foi 

extraído e utilizado no RT-PCR para amplificação do RNAm de CCR3 (A), CCR4 (B), 

CCR7(C), e CXCR4 (D). Os resultados apresentados foram normalizados pela 

expressão do gene constitutivo HPRT e são referentes á mediana de três experimentos 

independentes.



79

M(|) de BALB/c La Lb

6h 24h 48h 72h 6h 24h 48h 72h

Citocinas

TNF-a - - - - - - -

IL-10
- - - - - - -

IL-12 - - - - - - - T

TGF-p T TT - - - - T -

CC

CCL3
(MIP-1a)

- - - rr - TT -

CCL4
(MIP-1P)

- - - - TTTt - - -

CCL5
(RANTES) - - - TT - -

CCL12
(MCP-5)

- - - T - - -

CXC

CXCL9
(MIG)

- - - - - - -

CXCL10
(CRG-2/IP-10)

- - - T - - -

Receptores

CCR3 - I - - - - -

CCR4 - - - - - - -

CCR7 t i - - TTT - -

CXCR4 - - - TT - - 44

Tabela 2: Resumo geral dos perfis de citocinas, quimiocinas e receptores 

produzidos por M(|>s de camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis ou 

L. braziliensis. [ ( t )  aumento ou ( i)  redução de um intervalo na escala do eixo Y dos



respectivos gráficos em relação aos controles não infectados ou grupo oposto infectado 

- La ou Lb, conforme parámetros descritos anteriormente no IVIaterial e Métodos]

5.11 A tiv idade da arg inase de L.amazonensis ou L. braziliensis.

Em virtude do crescimento e susceptibilidade diferenciados entre as cepas das 

espécies de La e Lb no interior dos M(|)S, avaliamos a atividade da arginase desses 

parasites em promastigotas de fase estacionária, no intuito de estabelecer correlações 

entre os niveis de produção e atividade dessa enzima pelos parasitos e sobrevivência 

no interior dos M(t)S.

Pode-se observar nos dados apresentados na figura 15 que as formas 

promastigotas de La apresentam uma elevada atividade de arginase apresentando-se 

aproximadamente de 50 a 100 vezes mais aumentada que nos promastigotas de Lb, 

nos diferentes experimentos realizados.
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Figura 15: Atividade de arginase de L.amazonensis ou L. braziliensis. Parasitos am 

fase estacionária de ambas as espécies foram lavadas em solução salina gelada e a 

atividade de arginase em 1X10® promastigotas foi determinada como descrito no 

material e métodos. Os resultados acima são referentes à média ± o desvio padrão de 

triplicatas de três experimentos independentes.



A importância dos IVI(t)S na infecção por Leishmania tem sido explorada por uma 

diversidade de estudos e grupos de pesquisas mediante a utilização de diferentes 

linhagens isogênicas de camundongos e de diferentes espécies do parasito. Neste 

trabalho utilizamos duas espécies de Leishmania, L. amazonensis e L  braziliensis, para 

estudar a interação desses parasitos in vitro com M(|)S perifoneáis inflamatórios de 

camundongos BALB/c a fim de investigar as diferenças induzidas por esses patógenos 

e alguns dos mecanismos e fatores relacionados com a resposta desses M(j)S à 

infecção por cada uma dessas espécies de Leishmania. Os resultados apresentados 

demonstram perfis diferenciados de resposta dessas células à infecção com La ou Lb. 

Os M(|)S infectados com Lb apresentaram uma diminuição no percentual de infecção 

iniciada a partir dos tempos de 24, 48 e 72 h (após o pulso de 6h), enquanto que o 

percentual de infecção e o número de leismanias/ M(j)S se mantiveram constantes no 

grupo infectado com La ao longo desses tempos (Fig. 1 A e B). Esses dados revelam a 

capacidade dessas células em destruir Lb, mas não La, independente da existência de 

estímulos exógenos como IFN-y (Fig. 2 B), e reforçam o importante papel dos M(|)S no 

curso da infecção. Possivelmente, essas diferenças podem estar relacionadas com 

diferenças no reconhecimento e na conseqüente ativação de vias distintas relacionadas 

com morte ou sobrevivência intracelular como previamente descrito (COURRET et al., 

2001; GOMES et ai., 2003)

IFN-y e TNF-a são citocinas envolvidas na ativação de M(j)S e na potencialização 

dos mecanismos microbicidas desencadeados no interior dessas células que são
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responsáveis pela destruição de patógenos intracelulares, a exemplo de Leishmania. 

Neste estudo nós avallamos o papel dessas citocinas na infecção e mostramos que 

IFN-y não foi capaz de promover alteração no percentual de M(|)S infectados com La ou 

Lb nos tempos estudados (Fig. 2 A e B). Por outro lado, o efeito da sinergia entre IFN-y 

e TNF-a foi verificado mais tardiamente, no tempo de 72 h, quando o percentual de M(j)S 

infectados mostrou-se reduzido em ambos os grupos de células, e ao longo da infecção 

na avaliação do número de Ieishmanias/M(t)s (Fig. 3 A, 3B e 3C). Esses resultados são 

compatíveis com dados obtidos por nosso grupo quando da infecção de M(j)S de 

camundongos CBA com La ou Lm, onde se observou um perfil de resposta equivalente 

(GOMES et al., 2003). Além disso, outros trabalhos têm evidenciado que a ação de 

IFN-y sobre a atividade microbicida de M(j)S contra Lm depende da ação sinérgica dessa 

citocina com TNF-a ou LPS (CILLARI et al., 1989; MAUEL et al., 1991; ASSREUY et 

al., 1994; JUTTNER et al., 1998). Esses dados sugerem que TNF-a pode estar 

induzindo um segundo sinal necessário para a efetiva ativação dos macrófagos e 

redução do número de parasitos intracelular, como anteriormente sugerido (KAMIJO et 

al., 1994; GOMES etal., 2003).

As diferenças na ação microbicida dos M(j)S bem como o efeito do IFN-y e da 

sinergia entre IFN-y e TNF-a na viabilidade de Lamazonensis ou L. braziliensis isoladas 

de M(t)S perifoneáis de camundongos BALB/c infectados foram também avaliados neste 

estudo. Embora o percentual de M(|)S infectados com La ou Lb e pré-tratados com essas 

citocinas tenha diminuído no tempo de 72 h, os M(j)S apresentam uma distinta resposta 

na sua ação microbicida sobre os parasitos de La e Lb, o que pode ser evidenciado 

pelas altas quantidades de parasitos viáveis isolados no grupo infectado com La e baixa
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quantidade no grupo infectado com Lb. Após isolamento observou-se ainda que tanto 

IFN-y sozinho quanto IFN-y mais TNF-a não alterou a viabilidade dos parasitos La 

isolados do interior dos M(j)S infectados em relação ao grupo que não sofreu pré- 

tratamento por essas citocinas (Fig. 4 A). Por outro lado, Lb se mostrou susceptível a 

ação dessas citocinas, já que IFN-y foi capaz de diminuir o número de parasitos viáveis 

isolados. A associação de IFN-y com TNF-a se mostrou efetiva nesse grupo e levou a 

uma redução significativa no número dos parasitos Lb isolados a partir dos M(l)s 

infectados (Fig. 4 B). Rocha e colaboradores (2007) mostraram que camundongos 

C57BL/6 deficientes de TNF-a fazem um quadro de doença progressiva com lesões 

que ulceram e não curam espontaneamente. Os mesmos autores mostram também que 

0 pré-tratamento de macrófagos de C57BL/6 tanto com IFN-y quanto com IFN-y e TNF- 

a diminui a carga parasitária de Lb no interior dessas células. No modelo de infecção de 

M(|)S de camundongos CBA observou-se que essas células apresentaram uma maior 

expressão de RNAm de TNF-a quando infectadas com Lm em relação às infectadas 

com La. Além disso, esse mesmo trabalho demonstrou que a sinergia entre IFN-y e 

TNF-a potencializa esses M(|)S a reduzir o percentual de infecção por ambas as 

espécies de Leishmania (GOMES et a i, 2003)

Adicionalmente, a avaliação de RNAm de TNF-a em M(|)S perifoneáis infectados 

com La ou Lb mostrou que a expressão do gene dessa citocina aumentou nas primeiras 

6 h após a infecção nos M(|)S infectados com Lb em relação aos grupos controle e La e 

que nos demais tempos a expressão de TNF-a se mostrou baixa em todos os grupos 

estudados (Fig. 10).
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Os ciados apresentados neste trabalho evidenciann, portanto, que a sinergia entre 

IFN-y e TNF-a sobre ÍVlíjjS de cannundongos BALB/c leva a unna redução no percentual 

de infecção relacionada com urna diminuição no número de Lb viáveis o que não ocorre 

na infecção com La. Por outro lado existe urna maior expressão de RNAm de TNF-a em 

M(t)S infectados com Lb em relação aos infectados com La. Esses dados apontam para 

um papel protetor dessa citocina na infecção com Lb.

É amplamente conhecido que durante o processo de fagocitose o fagocito libera 

NO que age como um potente agente microbicida inibindo o crescimento e a função de 

diversos patógenos, incluindo Leishmania. Diante disso, foi avahada a produção de NO 

pelos M(j)S infectados com La ou Lb, tratados ou não com IFN-y, no sentido de 

correlacionar a produção dessa molécula efetora com os diferentes perfis nos 

percentuais de infecção e viabilidade dos parasitos, anteriormente descritos. 

Surpreendentemente, não foram observadas diferenças na produção de NO nos grupos 

de M(|)S pré-tratados ou não com IFN-y e infectados com La ou Lb nos tempos 

estudados. O grau de responsividade desses macrófagos em relação à produção de 

NO foi evidenciado pelos altos níveis dessa molécula produzidos quando os 

macrófagos foram pré-tratados com IFN-y mais TNF-a (Fig. 5).

O fato dos M(j)S não pré-tratados com IFN-ye infectados com La ou Lb não 

apresentarem níveis detectáveis ou apresentaram baixos níveis de produção de NO, 

sugere que esse mediador pode estar sendo produzido em níveis basais, indetectáveis 

pelo método de Griess. Portanto, essa possibilidade não excluiria a contribuição do NO 

nas diferenças observadas na infecção de M(1)S com La ou Lb. Diante disso, para validar 

ou descartar a efetiva participação do NO no combate a essas espécies de Leishmania,
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foi realizado o bloqueio ou indução da produção de NO nos diferentes grupos, 

utilizando-se AMG e SNAP, respectivamente. Em seguida, foi avaliada a viabilidade dos 

parasitos La ou Lb isolados dos M(1)S perifoneáis de camundongos BALB/c. O 

tratamento dos M(j)S infectados com La com AMG não alterou a quantidade de parasitos 

viáveis isolados dessas células enquanto que o tratamento com SNAP foi capaz de 

diminuir em três vezes o número de parasitos viáveis isolados em relação ao grupo que 

não sofreu tratamento (P<0,01) (Fig. 6 A). Nos M(|)S infectados com Lb a AMG 

aumentou o número de parasitos viáveis de forma estatisticamente significante em 

relação ao grupo controle (P<0,01), enquanto que o tratamento com SNAP foi 

altamente eficiente no controle de parasitos viáveis pelos M(|)s, não sendo possível 

identificar a presença de parasitos viáveis isolados dessas células no tempo avaliado 

(P<0,001) (Fig. 6 B). Esses dados estão de acordo com outros estudos que 

demonstraram que o controle da infecção por La é independente de NO e que essa 

espécie de Leishmania apresenta uma maior resistência aos mecanismos microbicidas 

desenvolvidos pelo hospedeiro (LONARDONI et a i 2000; GOMES et al., 2003). Em 

contraposição, NO parece ter um papel importante na morte de Lb que apresentou uma 

maior susceptibilidade a esse agente, proliferando quando o NO foi bloqueado pela 

AMG ou chegando à completa esterilização desses parasitos no interior dos 

M(t)S quando utilizou-se o SNAP como doador de NO (Fig. 6 B). Trabalhos relacionando 

a resistência ou susceptibilidade de Lb á moléculas microbicidas produzidas pelos M(|)S 

são ainda escassos, no entanto, os poucos trabalhos existentes têm mostrado que 

camundongos C57BL/6 deficientes no gene da iNOS e infectados por Lb exibem um 

aumento progressivo no tamanho das lesões bem como na carga parasitária (ROCHA
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et al-, 2007). De maneira concordante com os experimentos de bloqueio in vitro, pela 

primeira vez demonstramos que o bloqueio da produção dessa molécula in vivo foi 

capaz de aumentar a infecção por Lb, mas não alterou a carga parasitária de La nas 

lesões de orelha e linfonodos de drenagem da lesão. Recentemente, Giudice e 

colaboradores (2007) estudando diversas cepas de La e Lb isoladas de lesões de 

pacientes, demonstraram que 14 das 17 cepas de Lb apresentaram maior 

susceptibilidade ao NO de M(j)S humanos, enquanto que ñas cepas de La apenas 03 

das 11 foram mais susceptíveis.

Os resultados apresentados neste trabalho reforçam o importante papel do NO 

na infecção de camundongos BALB/c com La e Lb. Os mecanismos dependentes de 

NO desenvolvidos pelos M(|)S de camundongos BALB/c são necessários no combate à 

infecção com Lb ao passo que na infecção com La esses mecanismos não promovem o 

controle do parasitismo.

O papel da IL-12 na infecção por Leishmania está relacionado à sua função no 

desenvolvimento de uma resposta do tipo Th1 que permite ao hospedeiro responder de 

forma efetiva e desenvolver um conjunto de respostas que promovem o controle do 

parasito. A depender da espécie de Leishmania e de fatores expressos pelo parasito 

(LIEW et ai., 1997; PIEDRAFTA et a!., 1999), do bacl<ground genético do hospedeiro ou 

da interação de ambos, a produção de IL-12 pode variar (REINER et a i, 1994; 

CARRERA et ai., 1996; BELKAID etal., 1998). Neste modelo de estudo tanto La quanto 

Lb não foram capazes de induzir produção de IL-12 pelos M(j)S nos tempos de 6, 24 e 

48 h após a infecção. No entanto, no tempo de 72 h verificou-se uma maior produção 

de IL-12 nos M(j)S infectados por Lb em pelo menos três dos cinco experimentos
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realizados, embora essa produção não tenha sido estatisticamente significante em 

relação aos grupos controle e La. Nesse tempo, Lb induziu uma produção variável 

dessa citocina em relação aos grupos controle e La nos diferentes experimentos 

realizados (Fig. 8). A alta variabilidade na produção de IL-12 no tempo de 72 h no grupo 

infectado com Lb provavelmente contribuiu para a falta de significancia estatística. No 

entanto, do ponto de vista biológico, essas diferenças poderiam estar relacionadas com

0 curso da infecção por La e Lb in vivo. Embora não tenham sido avaliadas neste 

estudo, variações na expressão de moléculas dos parasitos a exemplo de LPG ou 

GIPL, de experimento para experimento, poderiam explicar essas oscilações, já que 

essas moléculas são capazes de inibir ou alterar a produção de IL-12 e outros fatores 

produzidos por M<t)S (LIEW et a/., 1997; PIEDRAFTA et a i, 1999). Além disso, 

diferenças no estágio de maturação dos também podem influenciar na produção 

dessa citocina (OLIVEIRA et ai., 2005).

A capacidade de algumas leishmanias em inibir ou alterar a produção de IL-12 

pode ser um mecanismo importante relacionado com a sobrevivência do parasito no 

interior de M(t)S e manutenção de seu ciclo de vida na natureza (MCDOWELL & SACKS, 

1999). Ji e colaboradores (2003) demonstraram que La é capaz de inibir a expressão 

de RNAm de IL-12 e outras moléculas em células de linfonodo de camundongos 

C57BL/6 em relação a Lm, e que isso influencia no curso da infecção. Na infecção com 

Lb, IL-12 também parece ser importante, pois camundongos deficientes para IL-12p35 

e IL-12p35p40 tornam-se completamente susceptíveis a infecção por esse parasito 

(ROCHA ef a/., 2003).
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Os dados aqui apresentados mostram que M(t>s infectados com Lb produzem IL-

12, 72 h após infecção, enquanto células infectadas com La não são capazes de 

produzir essa citocina. Esses resultados podem ser correlacionados à resposta in vivo 

observada em camundongos infectados com La que desenvolvem uma resposta de 

susceptibilidade, aumento da carga parasitária e morte, enquanto que na infecção com 

Lb observa-se uma resposta de resistência, baixo parasitismo e cura da infecção 

(LEMOS-DE-SOUZA et a!., 2000; Jl etal., 2003; ROCHA etal., 2007).

A produção de TGF-p na leishmaniose pode ser critica, pois essa citocina atua 

modulando negativamente as funções do macrófago e favorecendo a replicação de 

parasitos, tendo sido descrita como um mecanismo de virulência para L. braziliensis 

(BARRAL-NETTO et a i, 1992; BARRAL et ai., 1993). Nos M(!)S de camundongos 

BALB/c a produção dessa citocina esteve aumentada no grupo infectado com La no 

tempos de 24 h após infecção em relação aos grupos controle e Lb, nos dois 

experimentos realizados (Fig. 9). Embora em outros modelos de estudo, utilizando M([)S 

de camundongos CBA infectados com La e Lm, TGF-p tenha sido produzido em níveis 

similares, não parecendo contribuir com a infecção (GOMES et ai., 2003), no nosso 

modelo o intenso parasitismo nos M(j)S infectados com La pode estar correlacionado 

com o aumento dessa citocina nas culturas, observado no tempo de 24 h. Barral-Netto 

e colaboradores (1992) demonstraram que TGF-(3 foi capaz de suprimir a resistência à 

infecção por Lm e que o tratamento de camundongos C57BL/6 com essa citocina, 

seguido da infecção com La ou Lb, promoveu o aumento das lesões e doença nesses 

animais. Além disso, o mesmo grupo mostrou que o bloqueio de TGF-p em 

camundongos BALB/c infectados com La aumenta a resistência desses camundongos
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a infecção por esse parasito, evidenciando o importante papel dessa molécula na 

exacerbação da infecção por Leishmania.

IL-10 é uma citocina que pode exercer um duplo papel na leishmaniose, seja 

exacerbando a infecção no contexto de uma resposta Th2 ou modulando a resposta 

Imune do tipo Th1 como descrito em outros modelos de estudo (LEMOS-DE-SOUZA et 

al., 2000; GOMES et al., 2003; PADIGEL et al., 2003). Nesse trabalho, a expressão de 

RNAm de IL-10 em M(j)S perifoneáis de BALB/c foi avaliada e não apresentou diferenças 

nos diferentes grupos de M(1)S estudados nos tempos de 6h, 48 e 72 h. No entanto, 

pôde-se observar um aumento na expressão de RNAm para IL-10 no grupo infectado 

com La no tempo de 24 h em relação aos grupos controle e Lb (Fig. 11). IL-10, assim 

como lL-4 e TGF-(3, tem sido caracterizada como potente inibidor da produção de IFN-y 

dependente de IL-12 (SCHARTON & SCOTT, 1995). Entretanto, embora a deficiência 

de IL-10 seja capaz de tornar camundongos BALB/c resistentes á infecção causada por 

Lm (KANE & MOSSER, 2001), isoladamente ela não é capaz de promover resistência e 

cura das lesões causadas por La e L. mexicana nesses animais (PADIGEL et al., 2003).

Nossos dados apontam que a expressão aumentada de RNAm de IL-10 

juntamente com a maior produção de TGF-p nos M(j)S de BALB/c infectados com La, no 

tempo de 24 h, podem estar relacionadas com uma função inibitória e conseqüente 

susceptibilidade dessas células ã infecção por essa espécie de Leishmania.

As quimiocinas e seus receptores também desempenham uma função 

importante na resposta à infecção por Leishmania e têm sido estudados por diversos 

grupos de pesquisa (STRIETER et ai., 1996; RITTER et ai., 1996; Jl et ai., 2003; 

TEIXEIRA et a i, 2005; VASQUEZ & SOONG, 2006). Neste estudo observou-se que a
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maioria das CC quimiocinas apresentou maior expressão no tempo de 6h no grupo 

infectado com Lb em relação ao grupo controle e La (Fig. 11 e Tab. 2). Dentre estas, 

podem se destacar CCL3/MIP-1a e CCL4/MIP-ip, cuja expressão esteve aumentada 

no grupo infectado com Lb em relação aos grupos controle e La (Fig. 12 B), e 

CCL12/MCP-5 que foi inibida nos M(1)S infectados com La em relação ao grupo Lb (Fig. 

12 D), nesse mesmo tempo. Além disso, observou-se ainda uma inibição da expressão 

de RNAm de CXCL9/MIG nos infectados com La em relação ao grupo Lb no tempo 

de 24 h (Fig. 13 A). Dados anteriormente descritos mostram que CCL3/MIP-1a e 

CCL4/MIP-1P estão associados com respostas imunes do tipo Th1 (SCHRUM et al., 

1996). Os dados apresentados estão de acordo com resultados que mostram uma 

inibição de CCL4/MIP-ip e CCL12/MCP-5 em camundongos infectados com La em 

relação a camundongos infectados com Lm (Jl et al., 2003).

Na tentativa de estabelecer uma correlação desses resultados com os perfis dos 

infiltrados inflamatórios de camundongos infectados por La e Lb descritos em outros 

modelos de estudo, podemos inferir que as diferenças na expressão de quimiocinas por 

M(j)S podem contribuir nos distintos padrões de infiltrados inflamatórios observados nas 

lesões desses animais. Lesões de camundongos infectados com Lb apresentam um 

infiltrado inflamatório misto composto por polimorfonucleares e M(|)S que controlam o 

parasitismo ao longo da infecção (DE MOURA et al., 2005). Lesões de camundongos 

de diferentes linhagens infectados com La apresentam infiltrado rico em M(1)S com 

vacúolos grandes e densamente parasitados, escassez de linfócitos, necrose e 

ulceração progressiva (ANDRADE et al., 1984; LEMOS-DE-SOUZA et al., 2000). Com 

base nos resultados apresentados nesse trabalho, sugerimos que M(j)S infectados com
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Lb apresentam maior produção de citocinas, como TNF-a, IL-12 e quimiocinas, e maior 

potencial de ativação, colaborando com a constituição de um infiltrado inflamatório e 

microambiente que favorece a resistência à infecção. Por outro lado, M(|)S infectados 

com La apresentam maior produção de citocinas que inibem a ativação dessas células 

e a produção de quimiocinas, a exemplo de IL-10 e TGF-p, favorecendo um perfil de 

infiltrado inflamatório cujo microambiente proporciona uma maior susceptibilidade à 

infecção. Diversos trabalhos evidenciam a correlação desses infiltrados com a 

expressão de diferentes citocinas e quimiocinas e com resistência ou susceptibilidade à 

infecção por Leishmania (RITTER et a i, 1996; Jl et a i, 2003; MOURA et al., 2005; 

TEIXEIRA et al., 2005).

Com relação ã expressão de receptores ressalta-se a inibição da expressão de 

RNAm de CCR3 no tempo de 48h nos MifS infectados com La em relação aos grupos 

controle e Lb (Fig. 14A). Por outro lado, CCR7, receptor para as quimiocinas 

CCL20/MIP-3|3 e CCL21/6Ckine, teve o seu maior pico no período de 6h principalmente 

no grupo infectado com Lb em relação aos grupos controle e La (Fig. 14D). A 

expressão aumentada de RNAm de CCR3 tem sido descrita na infecção de 

camundongos BALB/c com uma cepa virulenta de Lb (TEIXEIRA et al., 2005), por outro 

lado até o momento não havia sido mostrada nenhuma relação entre a expressão de 

CCR7 e infecção por Leishmania.

Em síntese, a maior expressão de quimiocinas e receptores nos M(1)S infectados 

com Lb em relação aos infectados com La podem ser correlacionadas com as 

diferenças no grau de ativação dessas células e conseqüentemente com a respectiva 

resposta de resistência ou susceptibilidade observada nesse estudo.
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Em função das diferenças na resposta de M(|)S peritoneais de camundongos 

BALB/c à infecção com La ou Lb, foi investigada a atividade da arginase desses 

parasitos. Formas promastigotas de La apresentaram uma elevada atividade de 

arginase que foi aproximadamente de 50 a 100 vezes maior que nos promastigotas de 

Lb. Kropf e colaboradores (2003) demonstraram a relação entre atividade da arginase 

de parasitos de Leishmania e virulência, Essa enzima é usada pelo parasito para 

produzir poliaminas que são necessárias para a sua replicação no interior de M(|)S 

(CAMARGO et a i, 1978). Recentemente, Gaur e colaboradores (2007) demonstraram 

que a arginase de L  mexicana subverte a atividade microbicida de macrófagos 

alterando a mobilização de substrato da iNOS para a síntese de poliaminas e 

conseqüente sobrevivência do parasito. Além disso, esses autores mostraram que a 

infecção com parasitos deficientes em arginase induz um aumento na síntese de IFN-y 

e diminuição de IL-4 e IL-10 por células do linfonodo desses animais, além de uma 

maior produção de NO por macrófagos, resultando numa atenuação da infecção. Dados 

preliminares do nosso laboratório demonstram ainda que cepas distintas de L  

amazonensis, isoladas de pacientes com diferentes formas clínicas de leishmaniose, 

apresentam uma atividade de arginase proporcional ao potencial dessas cepas em 

causar lesões em camundongos CBA (manuscrito em preparação).

No modelo de estudo aqui apresentado existe uma correlação entre a alta 

atividade de arginase em La com a maior carga parasitária e maior sobrevivência desse 

parasito no interior dos M(|)s. Por outro lado, a menor atividade dessa enzima em Lb 

pode estar relacionada com a baixa carga parasitária, alta susceptibilidade e uma
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conseqüente diminuição na sobrevivência dessa espécie de Leishmania aos 

mecanismos microbicidas dos M(|)S.

Coletivamente os resultados sugerem que fatores relacionados com a espécie de 

Leishmania podem influenciar o tipo de resposta do hospedeiro mediante alterações no 

perfil de citocinas, quimiocinas e seus receptores e produção de NO que podem ser 

determinantes no curso da infecção como aprsentado na figura 16.
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Figura 16: Síntese da resposta de macrófagos peritonelas de BALB/c à infecção 

com L. amazonensÊS ou L. braziliensis.



M(|)S peritoneais de camundongos BALB/c apresentam uma alta susceptibilidade 

à infecção com La, que prolifera intensamente no interior destas células, e são 

capazes de destruir Lb por um mecanismo dependente de NO.

A diminuição na capacidade microbicida dos M(j)S pode estar relacionada com 

uma modulação negativa de citocinas, expressão de quimiocinas e receptores 

relacionados com resistência à infecção, enquanto o aumento da capacidade 

microbicida dos M(j)S a Lb pode estar relacionado com a modulação positiva 

dessas moléculas.

Os dados sugerem uma relação entre a elevada atividade de arginase de La, a 

alta carga parasitária e a maior sobrevivência desse parasito no interior dos M(j)S, 

enquanto a baixa carga parasitária, alta susceptibilidade e diminuição na 

sobrevivência de Lb relaciona-se com uma baixa atividade da arginase dessa 

Leishmania.
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