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Resumo 

 

O LPG apresenta variações estruturais que são importantes para os diferentes estágios 

de desenvolvimento do parasito. Nas formas procíclicas, o LPG de L. braziliensis (cepa 

M2903), não apresenta cadeias laterais enquanto um a dois resíduos de β-glicose podem 

aparecer nas unidades repetitivas da forma metacíclica. O LPG de L. infantum (cepa BH46), 

apresenta até três cadeias laterais de glicoses nas unidades repetitivas da forma procíclica e 

ainda não foi caracterizado nas formas metacíclicas. Esses polimorfismos nas unidades 

repetitivas do LPG e seu papel na interação com o hospedeiro vertebrado e invertebrado já 

foram amplamente estudados, sobretudo, para as espécies do Velho Mundo. Entretanto, para a 

maioria das espécies do Novo Mundo, o papel desses polimorfismos no perfil 

imunopatológico da doença é ainda desconhecido. Este projeto teve como objetivo avaliar o 

estudo da interação entre os LPGs de duas espécies epidemiologicamente importantes no 

Brasil e macrófagos murinos. Estas incluem L. braziliensis e L. infantum, responsáveis pela 

forma cutânea e visceral, respectivamente. 

Neste estudo, os macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c, C57BL/6 e 

C57BL/6 knock-out (TLR2 -/- e TLR4 -/-), foram primados com IFN- e estimulados com 

LPG de ambas as espécies. A produção de citocinas (IL-1β, IL-2; IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p40, 

IFN- e TNF-α) foi determinada por citometria de fluxo e a concentração de nitrito pelo 

método de Griess. A ativação de ERK e p38 foi avaliada por Western blot. Os macrófagos 

estimulados com LPG de L. braziliensis, apresentaram uma maior produção de TNF-α, IL-1β, 

IL-6 e NO em comparação aos estimulados com LPG de L. infantum. Também foi observada 

uma cinética de ativação diferencial das MAPK entre os LPGs. Leishmania infantum 

apresentou uma ativação constante até 45 minutos após estimulação, enquanto L. braziliensis 

apresentou um único pico de ativação após 15 minutos. Estes dados sugerem que variações 

interespecíficas no LPG de Leishmania podem ter um papel importante nos eventos iniciais 

do compartimento imune inato do hospedeiro. 
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Abstract 

 

The structural variations observed on LPG are important for the different parasite 

developmental stages. The procyclic form of L. braziliensis LPG (strain M2903), is devoid of 

side chains, while one to two β-glucose side chains are added in the repeat units of the 

metacyclic LPG. The L. infantum LPG has with up to 3 glucoses residues in the repeat units 

in the procyclic parasites, while those structures are not known in the metacyclic stage. Those 

polymorphisms in the composition and sequence of the sugars branching off the repeat units 

of the LPG have been assessed in the interaction with vertebrate and invertebrate hosts, 

especially for the Old World Leishmania species. However, for most of New World species of 

Leishmania, the role of those polymorphisms in the immunopathology of the disease is still 

unknown. This study aimed to evaluate the interaction between the LPGs of two 

epidemiologically important Brazilian species and murine macrophages. Those include L. 

braziliensis and L. infantum, causative agents of cutaneous and visceral leishmaniasis, 

respectivelly. 

Mice peritoneal macrophages from BALB/c, C57BL/6, and C57BL/6 knock-out 

(TLR2 -/- e TLR4 -/-) lineages were primed with IFN- and stimulated with LPG from both 

species. Cytokine production (IL-1β, IL-2; IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p40, IFN- and TNF-α) 

and nitrite concentration were determined by flow cytometry and Griess reaction, 

respectivelly. Western blot was performed to evaluate the activation of the MAPKs ERK and 

p38. Macrophages stimulated with L. braziliensis LPG, had a higher TNF-α, IL-1β, IL-6 e NO 

production than those stimulated with L. infantum’s. A different MAPK activation kinetics 

between the two species was detected. Leishmania infantum LPG exhibited a gradual 

activation profile until 45 min after stimulation, whereas L. braziliensis LPG showed an 

activation peak at 15 min. These data suggest that interpecies variations in Leishmania LPG 

may have an important role during initial steps of infection in the host’s innate imune system. 



1 Introdução 

 

As Leishmanioses são causadas por protozoários do gênero Leishmania, sendo 

responsável por um espectro de manifestações clínicas incluindo formas cutâneas (LC), 

cutâneo-mucosa (LCM) e visceral (LV). No Brasil, a LMC e a LV são causadas pelas 

espécies L. braziliensis e L. infantum, respectivamente. As leishmanioses são doenças 

negligenciadas frequentemente relacionadas à pobreza e conflitos sociais. Possuem ampla 

distribuição mundial e estima-se que 350 milhões de pessoas vivem em áreas de risco tanto no 

Novo quanto no Velho Mundo. Embora essencialmente rurais, as leishmanioses se encontram 

em franca expansão atingindo os grandes centros urbanos. As dificuldades no controle de 

reservatórios e vetores, a ineficácia dos tratamentos devido a cepas resistentes e a inexistência 

de vacinas humanas são alguns dos fatores que contribuem para sua expansão. 

Estudos que auxiliem a compreensão dos mecanismos de interação de Leishmania 

com seus hospedeiros constituem uma ferramenta importante no entendimento da biologia 

deste parasito. Desta forma, a variabilidade genética em Leishmania tem sido alvo de um 

grande número de estudos que buscam identificar marcadores de virulência e correlacioná-los 

com a imunopatologia da doença. Um fator de virulência importante, o lipofosfoglicano 

(LPG), é o glicoconjugado majoritário da superfície de Leishmania. Durante o processo de 

interação parasito-hospedeiro, esta molécula desempenha um papel crucial na sobrevivência 

do parasito. Ele está envolvido no estabelecimento da infecção em macrófagos, na 

manipulação das vias de sinalização, na modulação da produção de citocinas e óxido nítrico, 

na proteção contra destruição pelo complemento, dentre outras. Estudos prévios de nosso 

grupo demonstraram que as estruturas dos LPGs de L. infantum e L. braziliensis apresentam 

diferenças importantes quanto à presença/ausência de resíduos de glicose nas unidades 

repetitivas. 

Nas formas procíclicas de L. braziliensis, o LPG não apresenta cadeias laterais em 

suas unidades repetitivas, enquanto podem ser observados de um a dois resíduos de β-glicose 

na forma metacíclica. O LPG de L. infantum, ainda não completamente caracterizado na 

forma metacíclica, apresenta cadeias laterais com até três glicoses nas unidades repetitivas das 

formas procíclicas (Figura 5). Esses polimorfismos nas unidades repetitivas do LPG e seu 

papel na interação com os hospedeiros vertebrado e invertebrado já foram amplamente 

estudados nas espécies de Leishmania do Velho Mundo. Entretanto, para as espécies do Novo 

Mundo, não se sabe o real papel desses polimorfismos, e se essas diferenças, na estrutura e 

distribuição do LPG, são apenas importantes nos diferentes estágios de desenvolvimento da 

Leishmania ou podem também refletir o perfil imunopatológico da doença. 
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Como parte de um amplo projeto que tem como objetivo o estudo da Glicobiologia de 

espécies de Leishmania do Novo Mundo, este trabalho avaliou a interação entre macrófagos e 

LPGs de L. braziliensis e L. infantum, espécies responsáveis pelas formas cutânea e visceral, 

respectivamente. 
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2 Objetivo 

 

2.1 Objetivo geral  

 

Avaliar alguns aspectos da imunidade inata na interação entre os LPGs de L. 

braziliensis e L. infantum e macrófagos murinos. 

 

2.2 Objetivos específicos  

 

Avaliar a produção diferencial de óxido nítrico e citocinas (IL-1β, IL-2; IL-4, IL-6, IL-

10, IL-12p40, IFN- e TNF-α) em macrófagos murinos de diferentes linhagens estimulados 

por LPGs das duas espécies. 

 

Avaliar as MAP cinases ERK1/2 e SAPK-2/p38 em macrófagos murinos de 

camundongos BALB/c após estimulação com LPGs das duas espécies. 

 

Avaliar se receptores do tipo toll 2 e 4 são reconhecidos por LPGs das duas espécies 
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3 Revisão de literatura 

 

3.1  As Leishmanioses 

 

As leishmanioses são causadas por protozoários da família Trypanosomatidae (ordem: 

Kinetoplastida) do gênero Leishmania. Elas são doenças negligenciadas, estando em 6º lugar 

segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) (WHO, 2010). Estima-se que 14 milhões de 

pessoas estejam infectadas. A cada ano, a incidência de novos casos para a LV é de cerca de 

500 mil, enquanto que para LC este número possa chegar a 1,5 milhão de casos. Entretanto, 

estes números podem estar subestimados, uma vez que as leishmanioses são obrigatoriamente 

notificadas somente em 33 dos 88 países onde elas ocorrem. Cerca de 350 milhões de pessoas 

vivem em áreas risco no Novo e no Velho Mundo (Desjeux, 2004). 

Os parasitos do gênero Leishmania infectam vários mamíferos silvestres ou 

domésticos. No homem, as leishmanioses são causadas por aproximadamente 21 espécies 

sendo transmitidas no Novo e Velho Mundo por flebótomos dos gêneros Lutzomyia e 

Phlebotomus (Psychodidae, Phlebotominae), respectivamente (Herwaldt, 1999). Até o 

momento, aproximadamente 1000 espécies de flebotomíneos já foram descritas, e dessas, 30 

são vetores comprovados ou suspeitos na transmissão do parasito (Desjeux, 2004). 

As leishmanioses englobam um espectro de manifestações clínicas dependendo da 

espécie, região, estado  imunológico e genético do indivíduo (Carvalho et al., 2005). Elas são 

classificadas em leishmaniose cutânea (LC), cutâneo-mucosa (LCM) e visceral (LV) 

(Cunningham, 2002). A LC no Velho Mundo é causada por L. infantum, Leishmania tropica, 

Leishmania major, Leishmania aethiopica e Leishmania donovani. No Novo Mundo, esta 

forma é causada por espécies dos subgêneros Leishmania e Viannia. As primeiras incluem 

Leishmania (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis, L. (L.) venezuelensis e L. (L.) garnhami. As 

espécies do subgênero Viannia são L. (V.) braziliensis, Leishmania (V.) panamensis, 

Leishmania. (V.) guyanensis, Leishmania (V.) peruviana, Leishmania (V.) lainsoni e 

Leishmania (V.) colombiensis (Reithinger et al., 2007). Neste estudo, abordaremos 

especificamente as espécies L. (L.) infantum e L. (V.) braziliensis, causadoras de LV e 

LC/LCM, respectivamente. 

A LV é endêmica em aproximadamente 72 países (WHO, 2010), sendo uma das 

formas mais graves podendo levar a óbito se não tratada. Os agentes etiológicos são L. 

donovani (Ásia e África) e L. infantum (Ásia, Europa, África e Américas). Nas Américas e 

principalmente no Brasil, a LV apresenta ampla distribuição, coincidente com a ocorrência de 
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seu vetor (Lainson e Rangel, 2005). Esta forma, em geral, é assintomática ou subclínica, 

podendo seguir curso agudo, subagudo ou crônico. Na síndrome Kalazar clássica os sinais e 

sintomas são febre, hepato-esplenomegalia, pancitopenia, anemia, trombocitopenia, 

leucopenia com neutropenia, eosinopenia, linfócitos, monocitose e hipergamaglobulinemia 

(Herwaldt, 1999). Os cães são os principais reservatórios domésticos, enquanto raposas e 

marsupiais constituem os reservatórios silvestres (Grimaldi et al., 1989; Sherlock et al., 

1984). A LV, inicialmente rural, tem-se urbanizado como resultado da adaptação do vetor, 

degradação ambiental e movimentos migratórios (Barata et al., 2005; Werneck, 2008). No 

Brasil, este vetor é a Lutzomyia longipalpis, que possui alta antropofilia e capacidade de se 

adaptar aos ambientes domésticos e peri-domésticos (Lainson e Rangel, 2005). 

As formas tegumentares causadas por L. braziliensis incluem a LC e a LCM. A LC 

pode ocorrer em qualquer parte do corpo, mas geralmente é originada no local da inoculação. 

Apresenta-se como uma lesão uniforme, iniciada como uma pápula avermelhada. 

Posteriormente, evolui para uma úlcera com bordas bem demarcadas, podendo aparecer 

semanas, meses ou anos após a infecção (Herwaldt, 1999; Ashford, 2000). A LCM ocorre 

apenas no Novo Mundo sendo causada por L. braziliensis e L. panamensis. Casos da doença 

já foram observados na Bolívia, Brasil e Peru, causando intenso dano das mucosas oral, nasal, 

laríngea e faríngea, com conseqüentes lesões desfigurantes (Herwald, 1999). Curas 

espontâneas são incomuns para essa forma da doença e infecções bacterianas secundárias 

estão frequentemente associadas, sendo a causa mais comum de óbito. (WHO, 2010). No 

Brazil, Lutzomyia whitmani e Lutzomyia intermedia são os principais vetores de L. 

braziliensis (Grimaldi e Tesh, 1993). 

 

3.2  Ciclo biológico 

 

Durante seu ciclo de vida, o parasito possui dois estágios de desenvolvimento: as 

formas amastigotas intracelulares, que são ovóides, imóveis e sem flagelo aparente, 

encontrada em fagócitos mononucleares no hospedeiro vertebrado e as formas promastigotas, 

que são alongadas, flageladas e móveis encontradas no intestino do vetor (Kaye e Scott, 

2011). 

Durante o repasto sanguíneo no hospedeiro infectado, a fêmea do flebotomíneo ingere 

macrófagos/monócitos contendo as formas amastigotas do parasito. No intestino médio, estas 

se diferenciam em promastigotas procíclicas que se dividem e aderem ao epitélio intestinal, 

evitando sua eliminação com o bolo alimentar. Após o processo de metaciclogênese, as 
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promastigotas se desprendem do epitélio e migram em direção ao intestino anterior se 

diferenciando em promastigotas metacíclicas. Em um novo repasto sanguíneo, estas formas 

são inoculadas no hospedeiro, sendo fagocitadas pelos macrófagos, diretamente ou após a 

infecção de neutrófilos (van Zandberg et al., 2004; Peters et al., 2008; Rogers et al., 2009). 

Após a fagocitose, os parasitos são internalizados em um vacúolo e se diferenciam em formas 

amastigotas, sendo capazes de inibir os mecanismos microbicidas da célula (Descoteaux e 

Turco, 1999). Estas se multiplicam continuamente, até o rompimento do macrófago e 

liberação dos parasitos que poderão infectar outras células ou serem ingeridos pelo vetor 

(Reithinger et al., 2007) (Figura 1). 

 
Figura 1: Representação do ciclo de vida de Leishmania spp.(Adaptado de Assis et al., 2012a). 

 

Durante seu ciclo os parasitos encontram condições adversas ao seu desenvolvimento 

tanto no vetor quanto no hospedeiro vertebrado, desenvolvendo diversos mecanismos de 

escape, como por exemplo, os glicoconjugados. Estes podem estar ancorados à membrana ou 

serem secretados (Sacks e Kamhawi, 2001; Turco, 2003). A participação destas moléculas, 

especialmente os lipofosfoglicanos (LPGs), na sobrevivência do parasito no hospedeiro 

vertebrado será discutida mais a diante, sendo o foco principal desse trabalho. 
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3.3  Aspectos imunológicos das Leishmanioses 

 

De uma forma geral, o controle da Leishmania no hospedeiro humano envolve tanto 

uma resposta imune inata quanto adaptativa. O balanço inicial de uma resposta celular 

eficiente pode direcionar para uma melhor imunidade adquirida e, consequentemente diminuir 

a gravidade dos eventos imunopatológicos (Gazzinelli et al.,2004). No caso de L. major, é 

bem conhecido o perfil de resistência (Th1) e susceptibilidade (Th2) envolvendo células T 

auxiliares (CD4+), desenvolvido no modelo de infecção experimental de camundongos 

BALB/c e C57BL/6 (Sacks e Noben-Trauth, 2002). 

Os macrófagos são células imunes efetoras essenciais na resposta imune contra a 

Leishmania. Dependendo do contexto e do microambiente de citocinas ao qual são expostas, 

essas células podem diferenciar em sub-populações distintas, refletindo as vias clássica e 

alternativa de ativação, que agem de forma oposta, mas com papéis imunológicos 

complementares (Holzmuller et al., 2006). Aqueles ativados pela via clássica (tipo 1), são 

determinantes durante a resposta do tipo Th1. As células natural killer (NK) e Th1, em 

resposta a produção de IL-12, produzem Interferon- (IFN-) que atua como primeiro 

estímulo para a ativação dos macrófagos (Mosser e Edwards, 2008). O desenvolvimento de 

uma resposta imune celular capaz de controlar a infecção por Leishmania é criticamente 

dependente de IFN-, o qual aumenta a resposta microbicida dos macrófagos principalmente 

atráves da indução da síntese de NO (Mosser e Edwards, 2008). Além do IFN-, a IL-12 é 

também crucial na infecção por Leishmania (Watford et al., 2004). Ela é um heterodímero 

composto de duas subunidades (p35 e p40) sendo primariamente produzida por células 

dendríticas e macrófagos (Trinchieri et al., 2003). Além disso, o fator de necrose tumoral-α 

(TNF-α), é outro produto importante dos monócitos/macrófagos neste processo. Esta citocina 

desempenha um papel central no início e na regulação da cascata de citocinas durante a 

resposta inflamatória, e ainda está envolvida em eventos locais e sistêmicos durante a 

inflamação (Makhatadze, 1998). 
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3.4  O compartimento imune inato 

 

Durante os eventos iniciais da resposta imune inata, o reconhecimento de padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs) por receptores do tipo Toll (TLR) são 

importantes para a indução de TNF-α que age de forma autócrina estimulando a célula. 

Assim, em resposta a presença de IFN-, em combinação com TNF-α, essas células se tornam 

células efetoras com alta capacidade microbicida (Gazzinelli et al., 2004). Esses macrófagos 

secretam citocinas pró-inflamatórias como IL-1, IL-6, IL-23 e IL-12, produzem níveis 

elevados de espécies reativas de oxigênio e apresentam alta expressão de óxido nítrico 

sintetase (iNOS) (Mosser e Edwards, 2008). 

Do que foi exposto, é importante salientar que a polarização de uma resposta Th1 ou 

Th2 será dependente do balanço de citocinas geradas e da espécie de Leishmania, que nem 

sempre segue o padrão definido para L. major, principalmente em parasitos do Novo Mundo 

como L. infantum e L. braziliensis onde um perfil misto de resposta pode ser observado em 

varias formas da doença (WHO, 2010). Entretanto, um aspecto ainda desconhecido é como 

moléculas de superfície destas espécies podem ativar a resposta imune inata.  

Os TLRs são expressos em células do sistema imune, como macrófagos, células 

dendríticas, células B e NK, sendo importantes componentes da resposta imune inata do 

hospedeiro (Medzhitov e Janeway, 1997; Muzio e Mantovani, 2000). Eles são proteínas 

transmembrana que contém vários domínios: um extracelular formado de unidades repetitivas 

ricas em leucina, outro citoplasmático homólogo à do receptor de IL-1, conhecido como 

domínio do receptor Toll/IL-1 (TIR), importante na via de sinalização (Janeway e Medzhitov, 

2002). 

Já são conhecidos 13 TLRs em camundongos e 11 TLRs em humanos, sendo 

específicos para PAMPs distintos e produzem diferentes respostas (Carpenter e O’Neill, 2007; 

Kawai e Akira, 2006). O primeiro TLR identificado foi o TLR4, envolvido no 

reconhecimento do lipopolissacarídeo (LPS) das bactérias gram-negativas (Poltorak et al., 

1998). Subsequentemente, a especificidade de reconhecimento de outros tipos de TLRs para 

os diversos PAMPs foi identificada. De uma forma geral, TLR1, -2, -4, -6 e -10 reconhecem 

lipídeos. TLR2, em dimerização com TLR1 e TLR6, reconhecem triacil lipopeptídeos e diacil 

lipopeptídeos, respectivamente. Essa diversidade no reconhecimento de TLR2 é resultado da 

heterodimerização com TLR1 ou TLR6 e/ou moléculas acessórias, como CD14 e CD36 

(Ozinsky et al., 2000; Iwaki et al., 2005; Hoebe et al., 2005). TLR3 reconhece fitas duplas de 

RNA, que são produzidas por muitos vírus durante a replicação. TLR7 reconhece fragmentos 
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sintéticos de moléculas tipo imidazoquinolina, análogos de guanosina e fita simples de RNA. 

TLR8 participa do reconhecimento de imidazoquinolinas e fita simples de RNA. TLR9 

reconhece motivos CpG de DNA bacteriano e viral (Miggin e O’Neill, 2006). TLR5 

reconhecem flagelinas e o TLR11 humano reconhece o uropatógeno Escherichia coli (Zhang 

et al., 2004). Por outro lado, o TLR11 murino reconhece uma proteína tipo-profilina, ligante 

de actina presente em protozoários (Yarovinsky et al., 2005; Lauw et al., 2005). Em relação à 

infecção por Leishmania, TLR2, TLR3, TLR4 e TLR9 foram identificados como receptores 

importantes (revisado por Tuon et al., 2008) principalmente em espécies do Velho Mundo (de 

Veer et al., 2003; Becker et al., 2003). Entretanto, ainda não sabemos quais TLRs seriam 

reconhecidos pelo LPG de espécies do Novo Mundo, como L. infantum e L. braziliensis. 

Após o reconhecimento dos PAMPs, ocorre a ativação de uma cascata de sinalizações 

intracelulares, que culmina com a indução de citocinas. Esses eventos ocorrem pela formação 

de complexos de proteínas entre os TLRs e os receptores proximais citoplasmáticos TIR, 

juntamente com moléculas adaptadoras. Em geral, as vias majoritárias ativadas por TLRs 

compreendem a via IB(IKK), proteínas ativadas por mitógenos-MAPK e a via PI3K/Akt. 

Essas vias de sinalização regulam o balanço entre a viabilidade e a inflamação celular, sendo 

direcionadas pelo recrutamento da proteína adaptadora ao domínio intracelular dos TLRs 

(Akira e Takeda, 2004) (Figura 2).  
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Figura 2: Vias de sinalização dos receptores do tipo Toll. Os TLRs reconhecem padrões específicos dos 
componentes microbianos levando a ativação sequencial de MyD88 e TRIF. MyD88 é um adaptador essencial 
para a resposta inflamatória. MyD88 se liga ao domínio TIR do receptor e fosforila IRAK4, que fosforila 
IRAK1. IRAK1 fosforila TRAF6 levando a ubiquitinização do complexo TAK. Ativação das vias IKK (NF-B), 
JNK e p38 leva a produção de citocinias inflamatórias (Figura adaptada de Krishnan et al., 2007). 
 

O domínio TIR pode estar ligado a cinco moléculas adaptadoras: o fator adaptador de 

diferenciação mielóide 88 (MyD88), MAL (adaptador MyD88-similar), TIRAP (proteína 

adaptadora contendo o domínio TIR), TRIF (adaptador contendo o domínio TIR induzindo 

Interferon-α), TRAM (molécula adaptadora relacionada ao TRIF) e SARM (proteína 

contendo SAM e ARM) (O’Neill et al., 2003). A sinalização via MyD88 é umas das mais 

estudadas e está envolvida na ativação de NF-B por todos os TLRs, exceto TLR3. A 

ativação de TLRs, por um PAMP, recruta o fator adaptador MyD88 do domínio TIR 

(Medzhitov, 1998). Em seguida, uma série de eventos intracelulares culminando com a 

degradação de IB, permite a translocação de NF-B para o núcleo, resultando na produção 

de citocinas pró-inflamatórias (Kawai e Akira, 2006). Essa via é conhecida como MyD88-

dependente e seu papel já foi demonstrado em infecções bacterianas e por Leishmania. 

Camundongos deficientes em MyD88 foram ineficazes em montar uma resposta inflamatória 

contra LPS, peptídeoglicanos, lipoproteínas e motivos CpG (Takeuchi et al., 2000; Kawai et 

al., 1999; Hacker et al., 2000; Schnare et al., 2000). Em adição, esses camundongos foram 
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resistentes ao choque induzido por flagelinas (Hayashi et al., 2001). Em Leishmania, a 

expressão de IL-1α foi substancialmente diminuída em animais deficientes em MyD88 (Hawn 

et al., 2002). Em outro trabalho, camundongos C57BL/6 se tornaram susceptíveis a infecção 

em conseqüência do aumento de IL-4 e diminuição de IFN-, e IL-12p40 (Muraille et al., 

2003). Esses resultados demonstraram o papel destes componentes durante a resposta imune 

inata. 

 

3.5   O compartimento imune inato e Leishmania 

 

Vários estudos têm demonstraram a participação de TLR4 e TLR9 na infecção por 

Leishmania (Tuon et al., 2008) e TLR2 no reconhecimento do LPG de Leishmania em células 

NK e macrófagos (Becker et al. 2003, de Veer et al., 2003). É possível que essa interação 

com TLRs em macrófagos, module funções importantes garantindo a sobrevivência do 

parasito. O silenciamento da expressão de TLR2, TLR3, IRAK-1 e MyD88 revelou o seu 

envolvimento na produção de NO e TNF-α por macrófagos em resposta a infecção por L. 

donovani (Flandin et al., 2006). Outro estudo mostrou que camundongos TLR4 (-/-) tiveram 

menor resistência a infecção por L. major (Kropf et al., 2004). Em infecções por L. donovani, 

foi demonstrado que o parasito inibiu a produção de IL-12p40 via TLR2 e TLR4 em 

macrófagos. Isto também resultou num aumento da produção de IL-10 através da supressão 

da fosforilação de p38 e ativação de ERK (Chandra e Naik, 2008). Porém, muitos destes 

mecanismos ainda são desconhecidos em espécies do Novo Mundo. Trabalhos recentes com 

L. braziliensis demonstraram que apesar da importância de MyD88 no reconhecimento in 

vitro e in vivo do parasito, o TLR2 apresentou um papel modulatório nas respostas imunes em 

células dendritícas (Vargas-Inchaustegui et al., 2009). 

As múltiplas vias de sinalização das MAPK estão presentes em todas as células dos 

eucariotos. Essas vias regulam de forma coordenada diversas atividades celulares, como 

expressão gênica, mitose, metabolismo e motilidade, sobrevivência, apoptose e diferenciação 

celular. Até hoje, cinco grupos distintos de MAPKs foram caracterizados em mamíferos: 

cinases reguladas por sinal extracelular (ERKs) 1 e 2 (ERK1/2), c-Jun amino-terminal cinases 

(JNKs) 1, 2, e 3, p38 isoformas α, β, , e δ, ERKs 3 e 4, e ERK5 (revisado por Kyriakis e 

Avruch, 2001; Chen et al., 2001). O grupo das MAP cinases mais estudados nos vertebrados 

são as cinases ERK, JNK, p38. As MAPKs podem ser ativadas por uma variedade de 

estímulos. Em geral, ERK-1 e ERK-2 são preferencialmente ativadas em resposta fatores de 

crescimento, enquanto JNK e p38 são mais responsivas ao estresse celular (choque osmótico a 
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radiação ionizante) e estimulação por citocinas (Pearson et al., 2001). A inibição das MAPKs 

em infecções por Leishmania foi inicialmente descrita em amastigotas de L. amazonensis, 

demonstrando uma rápida alteração na fosforilacao de ERK em resposta a LPS (Martiny et 

al., 1999). Em um segundo trabalho utilizando amastigotas de L. donovani foi demonstrado 

que a inativação de ERK foi acompanhada pela inibição do fator transcricional Elk-1 e 

inibição da expressão de c-fos (Nandan et al., 1999). Estudos utilizando promastigotas e 

fosfoglicanos (PGs) sintéticos de Leishmania demonstraram que estas moléculas são capazes 

de interferir na produção de IL-12 e de NO em macrófagos pela via da cinase ERK (Feng et 

al., 1999). Em relação à p38, células infectadas por L. major modularam negativamente a 

produção de NO por esta via (Awasthi et al., 2003). Inúmeros outros trabalhos têm 

demonstrado que as MAPKs têm sua ativação inibida em macrófagos infectados com 

Leishmania, onde a inibição de suas fosforilações resulta em baixa expressão de IL-12 e iNOS 

(Ajizian et al., 1999; Salmon et al., 2001). Mais recentemente, Balaraman et al. (2005) 

demonstraram que o LPG de L. donovani estimula a ativação simultânea das cinases ERKs, 

JNK e p38, em células J774; contudo, com cinética diferenciada. ERK e p38 são 

aparentemente necessárias para a ativação de AP-1, produção de IL-12 e indução de NO 

nestas células. Entretanto, o papel dos LPGs de espécies do Novo Mundo nestas vias ainda 

são desconhecidos. 



‐ 28 ‐ 

 

3.6 Glicobiologia de Leishmania 

 

Durante os fenômenos de interação anteriormente descritos, o papel dos 

glicoconjugados de Leishmania é crucial para a sobrevivência contra condições extremamente 

adversas em seu ciclo de vida (Assis et al., 2012b). Estes são determinantes na interação com 

o hospedeiro vertebrado e invertebrado, uma vez que mutantes para estas moléculas não são 

capazes de sobreviver em seus respectivos hospedeiros (Butcher et al., 1996). Os 

glicoconjugados de superfície incluem o lipofosfoglicano, os glicoinositolfosfolípides 

(GIPLs) e as proteases de superfície (GP63) que são ancorados por glicosilfosfatidilinositol 

(GPI). Além disso, os glicoconjugados podem ser secretados sob a forma de fosfatases ácidas 

(SAP), fosfoglicanos (PGs) e proteofosfoglicanos (PPGs) (Turco, 2003) (Figura 3).  

 

 
Figura 3: Representação esquemática dos glicoconjugados de Leishmania. LPG = lipofosfoglicano, GIPLs = 
glicosilinositolfosfolípide, GPI=glicosilfosfatidilinositol, PG = fosfoglicano, PPG = proteofosfoglicano, SAP = 
fosfatase ácida secretada. (Adaptada de Turco, 2003). 
 

Dentre os glicoconjugados de Leishmania, os LPGs são os mais estudados, sendo 

expressos predominantemente nas formas promastigotas e ausentes nas formas amastigotas 

(McConville e Blackwell, 1991). O LPG é um fator de virulência multifuncional tendo 

importância na interação com os hospedeiros vertebrado e invertebrado. Suas principais 

funções incluem: adesão e especificidade ao intestino médio do inseto vetor e resistência a 

ação de enzimas digestivas (revisado por Sacks & Kamhawi, 2001), resistência à destruição 

pelo complemento (Brittingham e Mosser, 1996), inibição do processo de maturação do 

fagossomo (Dermine et al., 2000), modulação da produção de IL-1, IL-1β, IL-12 e NO 

(Frankenburg et al., 1990; Hatzigeorgiou et al., 1996; Proudfoot et al., 1996; Piedrafita et al., 
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1999), inibição da proteína cinase C- PKC (Giorgione e Turco, 1996), agonista de TLR2 

(Becker et al. 2003, de Veer et al., 2003), indução de redes extracelulares de neutrófilos 

(Guimarães-Costa et al., 2009) e indução de PKR (Vivarini et al., 2011). 

O LPG forma um glicocálice denso, recobrindo toda superfície do parasito incluindo o 

flagelo (Turco e Descoteaux, 1992), sendo estruturalmente composto por 4 domínios: (I), uma 

âncora de 1-O-alquil-2-liso-fosfatidilinositol (PI); (II), uma porção central composta por um 

heptassacarídeo Gal(α1-6)Gal(α1-3)Galf(β1-3)[Glc(α1)-PO4]Man(α1,3)Man (α1,4)-GlcN(α1); 

(III), uma região de repetições de dissacarídeos fosforilados Gal(β1,4)Man (α1)- PO4  e (IV), 

um oligossacarídeo neutro terminal do tipo “cap” (Descoteaux e Turco, 1999) (Figura 4).  

 
Figura 4: Representação esquemática da estrutura do LPG. Bioquimicamente é composto por 4 domínios: I) 
uma âncora de 1-O-alquil-2-liso-fosfatidilinositol (PI), (II) uma porção central composta por um heptassacarídeo 
Gal(α1-6)Gal(α1-3)Galf(β1-3)[Glc(α1)-PO4]Man(α1,3)Man(α1,4)-GlcN(α1), (III) uma região de repetições de 
dissacarídeos fosforilados Gal(β1,4)Man (α1)- PO4  e um oligossacarídeo neutro formando uma estrutura 
terminal do tipo “cap”. (Adaptado de Assis et al., 2012a). 
 

A caracterização estrutural do LPG demonstra uma completa conservação da âncora 

lipídica, do heptassacarídeo e da composição de dissacarídeos fosforilados. Contudo, o LPG 

apresenta intensa variabilidade na composição e sequência de açúcares ligados às unidades 

repetitivas e na composição do “cap” (McConville et al., 1992, 1995; Ilg et al., 1992; Soares 

et al., 2004). Após a metaciclogênese, processo pela qual formas procíclicas se diferenciam 

em metacíclicas infectantes, a molécula de LPG dobra de tamanho devido ao aumento do 

número de unidades repetitivas (Sacks et al., 1995; Barron & Turco, 2006). Mudanças 

qualitativas nas unidades repetitivas também ocorrem como no LPG de L. major no qual os 

resíduos de galactose são substituídos por arabinose nas formas metacíclicas (McConville et 

al., 1992). Dentre os LPGs já caracterizados podemos citar L. major (McConville et al., 

1990); L. mexicana (Ilg et al., 1992); L. tropica (McConville et al., 1995, Soares et al., 2004); 

L. aethiopica (McConville et al., 1995); L. donovani (Sudão e Índia) (Sacks et al., 1995; 

Mahoney et al., 1999). Todos estes trabalhos, com exceção de L. mexicana, estudaram 
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preferencialmente espécies do Velho Mundo. Recentemente, mais espécies do Novo Mundo 

começaram a ter seus LPGs caracterizados incluindo L. infantum e L. braziliensis. 

O segundo LPG de uma espécie do Novo Mundo foi da espécie L. infantum (cepa 

PP75), o qual possui resíduos de β-glicose em aproximadamente 1/3 das unidades repetitivas, 

ocorrendo uma diminuição na expressão dessas glicoses nas formas metacíclicas (Soares et 

al., 2002) (Figura 5A). Similarmente, de cadeias laterais com até três glicoses foram também 

observadas no LPG de outra cepa de L. infantum (BH46), utilizada em nosso estudo (Coelho-

Finamore et al., 2011). O terceiro LPG caracterizado de uma espécie do Novo Mundo foi o de 

L. braziliensis (cepa M2903). Ao contrário do que acontece na cepa PP75 de L. infantum, o 

LPG de L. braziliensis não possui cadeias laterais em sua forma procíclica, enquanto um a 

dois resíduos de β-glicose podem são adicionados nas unidades repetitivas das formas 

metacíclicas (Soares et al., 2005) (Figura 5B). Não sabemos qual a relevância destes 

polimorfismos na estrutura dos LPGs no processo de interação com macrófagos murinos. 

 

Figura 5: Diagrama esquemático da estrutura do LPG. Formas (A) procíclicas de L. infantum; (B) 
procíclicas e metacíclicas de L. braziliensis. P= fosfato, Glc=glicose (Adaptado de Assis et al., 2012a).  
 

Do que foi exposto é possível concluir que o LPG constitui um fator de virulência 

multifuncional tendo importância na interação dos parasitos com o hospedeiro vertebrado e 
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invertebrado. Tendo em vista os polimorfismos observados nas unidades repetitivas dos LPGs 

de L. infantum e L. braziliensis e a ausência de estudos com estes glicoconjugados, este 

projeto tomou como foco, o estudo da interação entre macrófagos murinos e o LPG destas 

duas espécies. Como parte de um amplo projeto envolvendo a Glicobiologia das espécies do 

Novo Mundo, este projeto avaliou o papel destas moléculas na produção de NO, citocinas e 

ativação de MAPKs. 

 

4 Metodologia 

 

4.1 Cepas de L. infantum e L. braziliensis e condições de cultivo 

 

As formas promastigotas de L. braziliensis (MHOM/BR/1975/2903) e L. infantum 

(MHOM/BR/1970/BH46) foram cultivadas até fase log de crescimento, para a obtenção de 

formas procíclicas promastigotas. Os parasitos foram mantidos em estufa BOD a 25ºC em 

meio definido M199 (Sigma®), acrescido de soro fetal bovino (SFB) (10%), penicilina (100 

U/ml), streptomicina (50 μg/ml), glutamina (12,5mM), Hepes (40 mM), adenina (0,1 mM), 5-

fluorocitosina (10 μg/mL), 6-biopterina (1 μg/mL) e hemina (0,0005%), pH 7,4. As curvas de 

crescimento foram obtivas para a determinação do melhor dia para extração de LPGs. Os 

parasitos foram semeados a partir de uma cultura de células na fase estacionária, em triplicata, 

em garrafas para cultivo celular na concentração inicial de 5 X 104 parasitos/mL. O 

crescimento dos parasitos foi acompanhado por 11 dias, com contagens diárias no mesmo 

horário (Soares et al., 2002). 

 

4.2 Extração do LPG 

 

Os parasitos foram lavados em PBS e centrifugados a temperatura ambiente (7 min, 

2100g). Para delipidação da amostra foram adicionados 2,5 mL de solução de 

clorofórmio/metanol (3:2 v/v) e 0,5 ml da solução de cloreto de magnésio a 4 mM. O material 

foi sonicado e centrifugado (7 min, 2100g) resultando em uma fase sólida intermediária com a 

qual o procedimento foi repetido. À fase sólida foram adicionados 2,5 mL da solução de 

cloreto de magnésio a 4 mM. O material foi sonicado e centrifugado (7 min, 2100g) para a 

extração de proteínas. O sobrenadante foi desprezado e o procedimento repetido. Em seguida, 

foram adicionados 3,0 mL da solução de clorofórmio/metanol/água (10:10:3 v/v) e 0,5 mL da 

solução de clorofórmio/metanol (1:1 v/v) apenas na primeira etapa. O material foi submetido 
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a três etapas de sonicação e centrifugação (7 min, 2100g) nas quais o sobrenadante contendo 

os GIPLs foi obtido. 

Para extração do LPG foram adicionados 2,5 mL ESOAK (água/etanol/etil 

éter/piridina/NH4OH; 15:15:5:1:0,017 v/v) ao sedimento resultante que foi sonicado e 

centrifugado (7 min, 2100g). O procedimento foi repetido três vezes e o sobrenadante 

contendo LPG foi evaporado utilizando-se nitrogênio gasoso em banho a 45ºC (Orlandi e 

Turco, 1987). 

 

4.3 Purificação e dosagem do LPG 

 

A amostra contendo LPG foi solubilizada em 1 mL da solução ácido acético 0,1 

N/cloreto de sódio 0,1 N, sonicada e submetida a uma cromatografia de interação hidrofóbica 

na qual a resina fenil Sepharose foi utilizada. Aproximadamente 2 mL desta resina foram 

empacotados em uma coluna Bio-Rad (#731-1550) e lavados com 6 volumes de ácido acético 

0,1 N/NaCl 0,1 N. Após o último mL desta solução penetrar na coluna, a amostra contendo 

LPG ressuspendida na mesma solução foi adicionada. Em seguida, o material foi lavado de 

acordo com a seguinte seqüência: 1 mL de acético 0,1 N/NaCl 0,1 N, 1 mL de ácido acético 

0.1 N, 1 mL de dH20. Foram utilizados 4 mL de ESOAK para eluir o LPG. A amostra foi 

novamente evaporada com nitrogênio gasoso em banho maria a 45ºC e, em seguida, 

solubilizada em 100 μL de água milli-Q e armazenada a 4º C (Soares et al., 2002). O LPG foi 

dosado pelo método fenol-ácido sulfúrico segundo Dubois et al.,1956. 

 

4.4 Obtenção de células 

 

Os camundongos foram mantidos no Biotério do Centro de Pesquisas René 

Rachou/FIOCRUZ de acordo com o Manual de Uso e Manuseio de Animais Experimentais 

(“Guide for the Care and Use of Experimental Animals”) (Olfert et al., 1993). Este projeto foi 

aprovado pelo Comitê de ética em Uso de Animais (CEUA) da Fundação Oswaldo Cruz 

(FIOCRUZ) (Protocolo P-0297-06). O protocolo de manuseio para os camundongos “knock-

out” foi aprovado pela comissão Nacional de Biosegurança (CTNBio) (protocolo 

#01200.006193/2001-16). 

Os camundongos das linhagens BALB/c, C57BL/6, TLR2 (-/-) e TLR4 (-/-) foram 

inoculados intraperitonealmente com 2 mL de solução de tioglicolato 3%. Após 72 horas, os 

animais foram eutanasiados com CO2 e os macrófagos recuperados por lavagem da cavidade 
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peritoneal utilizando meio RPMI gelado. Em seguida, as células foram contadas em câmara 

de Neubauer e ressuspendidas em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(SFB). Alíquotas de 200μL foram colocadas em uma placa de 96 poços de forma que a 

concentração final fosse de 3,5 X 105 células/poço. A placa foi incubada por 1 hora à 37ºC em 

5% de CO2 para adesão das células. Em seguida, o meio foi trocado por meio RPMI 

suplementado (10% SFB).  

Os parasitos quando utilizados no ensaio in vitro foram mantidos a 25º C em meio 

M199 suplementado com 10% de SFB até a fase estacionária de crescimento. Em seguida, 

eles foram contados em câmera de Neubauer, lavados uma vez com PBS e ressuspendidos em 

meio RPMI suplementado (10% SFB). Após o período de incubação de 18 horas, os 

macrófagos foram lavados com meio RPMI e à cultura foram adicionados da suspensão de 

parasitos para uma concentração final equivalente a 10 parasitos/macrófago (MOI 10:1). 

 

4.5 Curva dose resposta utilizando células RAW 

 

Para se determinar a melhor concentração de LPG para os ensaios biológicos, células 

da linhagem contínua (RAW 264.7) foram usadas nos experimentos de padronização. As 

células foram tripsinizadas, diluídas em RPMI suplementado com 10% SFB e contadas em 

câmara de Neubauer. As células foram aplicadas em uma placa de 96 poços (2 X 105 

células/poço). Em uma placa as incubações foram realizadas em diferentes concentrações de 

LPG na ausência de IFN-, Na outra, as células foram primadas com 3U/mL (Hu et al., 2002) 

de IFN-, por 18 horas (Mosser e Zhang, 2008) antes da adição de LPG (20, 10, 5, 1, 0.5 e 0.1 

μg/mL) de LPG de ambas espécies. LPS (100 ng/mL) foi utilizado como controle positivo em 

todos os experimentos. Cada amostra foi preparada em triplicata. A placa foi incubada (37º C, 

5% CO2, 24 e 48 h). A quantificação de NO foi realizada pelo método de Griess (Griess 

Reagent System, 2009). 

 

4.6 Curva dose resposta utilizando macrófagos BALB/c 

 

A fim de confirmar se o perfil observado em células RAW poderia aplicar-se aos 

experimentos com macrófagos peritoneais de camundongos, estes foram repetidos apenas 

para a linhagem BALB/c na presença de IFN-. As células foram aplicadas em uma placa de 

96 poços (3,5 X 105 células/poço) e as condições de incubação foram idênticas ao item 

anterior. 
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4.7 Avaliação da produção de NO e citocinas após estimulação por LPG 

 

Nos experimentos anteriores de padronização, ficou estabelecido que a melhor 

concentração de LPG fosse de 10 μg/mL para ambas as espécies. Esta foi utilizada em todos 

os experimentos subsequentes de NO e citocinas para todas as linhagens de camundongos 

(BALB/c, C57BL/6, TLR2 (-/-) e TLR4 (-/-)). Foram realizados dois experimentos em 

duplicata. Os macrófagos foram incubados da mesma maneira do item anterior e a 

quantificação de NO foi realizada pelo método de Griess. A dosagem de citocinas por 

determinada pela citometria de fluxo conforme descrito abaixo. 

 

4.8 Dosagem de citocinas por citometria de fluxo (CBA multiplex) 

 

A concentração de citocinas (IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p40, IFN-, e TNF-

α) nos sobrenadantes foi determinada usando o Kit CBA Mouse Cytokine assay kits (BD® 

Biosciences, CA/EUA) de acordo com as recomendações do fabricante. As medições foram 

realizadas no citômetro FACS Calibur (Beckton Dickinson, Mountain View, CA, EUA). A 

aquisição de dados foi realizada utilizando o programa Cell-QuestTM software package 

fornecido pelo fabricante. A análise de dados foi feita no programa FlowJo software 7.6.4 

(Tree Star Inc., Ashland, OR, EUA). Foi realizada uma aquisição de 1800 eventos (mínimo de 

300 eventos por bead) para cada preparação. Os resultados representam a média de dois 

experimentos em duplicata. 

 

4.9 Inibição da produção de NO em macrófagos estimulados com LPS 

 

Para avaliar se o LPG teria a capacidade de inibir a produção de NO induzido por LPS 

como observado nas espécies do Velho Mundo (Proudfoot et al., 1996), foram realizados 

experimentos de inibição. Nestes, os macrófagos procedentes de camundongos BALB/c 

foram primados com 3 U/mL de IFN-, por 6 horas. Em seguida, os mesmos foram incubados 

com LPG (10 µg/mL) por 18 horas. Após este período, o LPS (100 ng/mL) foi adicionado ao 

meio. O sobrenadante foi coletado após 24 horas e a concentração de nitrito determinada pelo 

método de Griess. Paralelamente, foram utilizadas amostras não primadas. Os resultados 

representam a média em triplicata. 
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4.10 Preparação dos lisados celulares e western-blot das MAPKs 

 

Macrófagos peritoneais da linhagem BALB/c foram extraídos e purificados como 

descrito no item 4.4. As células foram plaqueadas (3,5 X 106 células/poço), em uma placa de 

6 poços. Os LPGs de L. braziliensis e L. infantum (10μg/mL) foram adicionados e incubados 

por 0, 5, 15, 30 e 45 minutos. LPS (100ng/mL), controle positivo, foi incubado apenas por 45 

minutos. As células foram lavadas e lisadas em tampão de lise (Tris-HCl a 20 mM, pH 7.0, 

Triton X-100 a 1%, ortovanadato de sódio a 1 mM, fluoreto fenil-metil-sulfonila (PMSF) 

1mM, fluoreto de sódio (NaF) a 50mM, NaCl 150mM, EDTA a 5 mM, Glicerol 10%, 

Ditiotreitol (DTT) a 0,5mM e coquetel inibidor de protease Sigma®). 

Os lisados foram homogeneizados e centrifugados a 13000g por 20 min a 4°C 

(ROUSE et al., 1994). Os lisados foram submetidos à eletroforese em gel 10% SDS-PAGE 

(100V) (Laemmili, 1970) e transferidos para uma membrana de nitrocelulose e a membrana 

bloqueada por 1 hora (caseína a 5% em TBS-Tween 20 0,1%). A membrana foi lavada 3X em 

TBS-Tween 20 a 0.1% e incubada com os anticorpos primários, capazes de reconhecer as 

formas dualmente fosforiladas das MAPK (ERK-1/ERK-2, SAPK-2/p38) na diluição de 

1:250 e 1:1000, respectivamente, por 16 horas a 4°C. A membrana foi lavada 3X em TBS-

Tween 20 a 0.1% e incubadas por 1 horas com anticorpos secundários anti-IgG conjugados 

com peroxidase (1:500 e 1:5000) e as reações visualizadas usando Luminol. 

 

4.11 Análise estatística 

 

Os dados obtidos após a estimulação dos macrófagos com as diferentes cepas de 

Leishmania e seus respectivos LPGs foram representados através da média ± desvio-padrão. 

O teste Shapiro-Wilk foi realizado para avaliar a hipótese nula de distribuição Gaussiana dos 

dados (considerando p>0,05) (Shapiro, 1965). Os testes T student e ANOVA foram realizados 

para comparação das médias entre amostras independentes e entre os grupos, respectivamente. 

Os dados foram analisados com a utilização do software GraphPad Prism 5.0 e valores de 

p<0,05 foram considerados significativos. Os gráficos foram produzidos utilizando-se o 

programa GraphPad Prism 5.0. 
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5 Resultados 

 

5.1 Curva de crescimento de promastigotas de L. infantum 

(MHOM/BR/70/BH46) e L. braziliensis (MHOM/BR/1975/2903) 

 

Para se determinar o melhor momento para obtenção de um número máximo de 

parasitos na fase log de crescimento para a extração do LPG, foram realizadas curvas de 

crescimento. O crescimento máximo para L. braziliensis foi atingido no sexto dia, alcançando 

uma contagem máxima de 2,10 X107 parasitos/mL. Leishmania infantum atingiu seu pico 

máximo no nono dia na concentração de 1,3 X 107 parasitos/mL. Por esta razão, a extração do 

LPG foi realizada entre os dias 5 e 6 para L. braziliensis e entre os dias 7 e 9 para L infantum 

(Figura 6). 

 

 
Figura 6: Curva de crescimento de L. braziliensis e L. infantum. Curva realizada em Meio M199 acrescido de 
10% de SFB a 26 ºC. 
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5.2 Produção de NO – Curva de produção  

 

Com o intuito de definir a melhor concentração de LPG a ser usada nos experimentos 

de indução de NO/citocinas e ativação das MAPK, uma curva dose-resposta foi realizada 

utilizando macrófagos de linhagem contínua (Raw 264.7). 

Para as células não primadas, não houve produção significativa de nitrito na maioria 

das concentrações de LPG em 24 horas, exceto 20 μg/mL para L. infantum e para LPS 

(controle positivo) (Figura 7A). Após 48 h, apenas as concentrações de LPG de 20μg/mL para 

ambas as espécies foram capazes de desencadear a produção de NO. Esses resultados foram 

consistentes com os previamente observados na literatura para GPI-mucinas de T. cruzi e 

LPGs de espécies do Velho Mundo, nos quais âncoras de GPI são capazes de ativar a 

produção de NO e citocinas apenas após estímulo prévio com IFN-, Proudfoot et al., 1996; 

Camargo et al., 1997). Por outro lado, em células primadas, a produção de nitrito foi dose-

dependente após 24 e 48 h (Figura 7B). Para as células de linhagem contínua o LPG de L. 

braziliensis, na concentração de 20μg/mL, induziu uma maior produção de NO do que o de L. 

infantum para a mesma concentração (Figura 7B). Essa diferença na produção foi maior 

(1,6X) após 48 horas de incubação. Estes resultados demonstram que ambos os LPGs foram 

capazes de ativar as células RAW 264.7 de forma mais eficaz na presença de IFN-.  



‐ 38 ‐ 

 

A 

 

B

 
Figura 7: Indução da produção de nitrito em macrófagos de linhagem contínua Raw 264.7. Células 
estimuladas com diferentes concentrações de LPG. (A), células não primadas e (B), células primadas IFN-g. 
Controle positivo utilizou LPS (100ng/mL). 

 

Uma segunda curva foi realizada para avaliar se macrófagos peritoneais de BALB/c 

apresentariam o mesmo perfil dose-resposta observado nas células RAW 264.7. Não foi 

observada diferença significativa para a produção de NO entre os macrófagos de BALB/c 

estimulados pelo LPG de L. braziliensis e L. infantum em 24 horas. Similarmente às células 

RAW 264.7, o perfil dose-resposta foi observado após 48 horas de incubação (Figura 8). A 

concentração máxima observada foi de 25µM de nitrito nas amostras estimuladas com 

20μg/mL de L. braziliensis LPG. Nos macrófagos murinos, os dois tipos de LPGs 

apresentaram o mesmo perfil de indução de NO para as concentrações de 20 e 10 μg/mL, não 

havendo diferença significativa para ambas as espécies (P > 0.05). 
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Figura 8: Indução da produção de nitrito em macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c. 
Macrófagos primados com IFN- e estimulados com diferentes concentrações de LPG de L. infantum e L. 
braziliensis após 24 e 48h. Controle positivo utilizou LPS (100ng/mL). 
 

Tanto as células de linhagem contínua quanto as células peritoneais apresentaram 

perfil semelhante para a produção de nitrito, confirmando assim a indução dose-resposta dos 

LPGs. Baseado nestes resultados, a concentração de 10 μg/mL foi escolhida para os 

experimentos subsequentes de indução de citocinas, nitrito e ativação de MAPKs com as 

outras linhages de camundongos. 

 

5.3 Produção de NO 

 

Com o objetivo de avaliar uma possível participação dos receptores TLR2 e TLR4 na 

sinalização, macrófagos peritoneais primados com IFN-, provenientes de camundongos 

BALB/c, C57BL/6, TLR2 (-/-) e TLR4 (-/-) foram estimulados com LPG (10 μg/mL) e 

parasitos vivos (proporção de 10:1) por 48h. Nota-se uma maior produção de NO em 

camundongos C57BL/6 do que em BALB/c estimulados com LPG e parasitos vivos (Figura 

9) (Anova, P < 0,0001). Foi observado também para estas linhagens que o LPG de L. 

braziliensis induziu uma maior produção de NO do que o de L. infantum (teste t, P < 0,01). 

Entretanto, esta diferença não foi observada em macrófagos “knock outs” (P > 0.05). 

Comparando-se os camundongos da linhagem selvagem (WT) e knock-out de 

C57BL/6, o perfil de produção de NO entre o WT e TLR2 (-/-) foi similar (P>0,05). Contudo, 

em células TLR4 (-/-) ocorreu uma diminuição significativa na produção de NO após a 

estimulação pelo LPG das duas espécies em comparação com o WT e TLR2 (-/-) (Anova, 
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p<0,0001). Sugerindo assim, uma participação maior dos receptores TLR4 na sinalização do 

LPG. Entretanto, uma significante produção de nitrito foi observada para os macrófagos 

estimulados com LPG e parasitos vivos nestes camundongos, não descartando a participação 

de TLR2 neste processo e de outras moléculas do parasito (P < 0.0001). Porém, não houve 

diferença significativa na estimulação por parasitos vivos comparando-se C57BL/6 (WT) com 

TLR2 (-/-) e TLR4 (-/-) (P > 0.05). Conforme esperado, LPS estimulou a produção de nitrito 

em todas linhagens, exceto TLR4 (-/-). 

 
Figura 9: Indução da produção de nitrito. Macrófagos estimulados com LPG (10 µg/mL) e promastigotas de 
Leishmania (10:1). LPS= lipopolissacarídeo; LPG Lb= Lipofosfoglicanos de L. braziliensis; LPG Li= 
Lipofosfoglicanos de L. infantum; Lb= promastigotas de L. braziliensis; Li= promastigotas de L. infantum. As 
concentrações de NO foram quantificadas pela reação de Griess após 48 horas de incubação. Os resultados 
representam a média de dois experimentos em duplicata.  
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5.4 Produção de citocinas 

 

De maneira semelhante aos experimentos de NO, os sobrenadantes de culturas de 

macrófagos das quatro linhagens foram submetidos à citometria de fluxo para a dosagem de 

citocinas. Não foi observada nenhuma produção significativa de IL-2, IL-4, IL-10, IL-12p40 e 

IFN- após estimulação com LPGs e parasitos vivos. Na Figura 10 (A e B) estão 

representados apenas os resultados para IL-10 e IL-12, onde apenas o controle positivo (LPS) 

induziu a produção destas citocinas na maioria das linhagens. 

A 

 

B 

 

 

Figura 10: Indução da produção de IL-10 (A) e IL-12 (B). Macrófagos estimulados com LPG (10 µg/mL), 
LPS (100ng/mL) e promastigotas de L. braziliensis (Lb) e L. infantum (Li) (10:1) após 48 h. Legenda C=controle 
negativo; LPS= lipopolissacarídeo; LPG Lipofosfoglicanos. Os resultados representam a média de dois 
experimentos em duplicata. 



‐ 42 ‐ 

 

Para as outras citocinas (TNF-α, IL-1β e IL-6), foi possível detectar a sua produção 

após estimulação com LPGs. No caso de TNF-α, semelhante ao observado para NO em 

camundongos BALB/c (Figura 10), o LPG de L. braziliensis induziu uma produção maior 

(2,5 X) do que o de L. infantum (teste t, P < 0,05) (Figura 11). Por outro lado, o LPG induziu 

níveis muito baixos, mas detectáveis, de TNF-α em camundongos TLR2 (-/-) e TLR4 (-/-) 

(Figura 11). Como esperado, o LPS (controle positivo) induziu a produção de TNF-α em 

BALB/c, C57BL/6 e TLR2 (-/-). A diferença na produção de TNF-α foi estatisticamente 

significativa entre os camundongos C57BL/6 e TLR2 (-/-) e TLR4 (-/-) (ANOVA, P < 0.001). 

 

 
Figura 11: Indução da produção de TNF-α. Macrófagos estimulados com LPG (10 µg/mL), LPS (100ng/mL) 
e promastigotas de L. braziliensis (Lb) e L. infantum (Li) (10:1) após 48 h. Legenda C=controle negativo; LPS= 
lipopolissacarídeo; LPG Lipofosfoglicanos. Os resultados representam a média de dois experimentos em 
duplicata. 
 
 

Em geral, para IL-1β e IL-6, o LPG de L. braziliensis induziu uma maior produção 

destas citocinas do que o de L. infantum nos camundongos BALB/c, C57BL/6 e TLR2 (-/-) 

(Figura 12A e B) (teste t, P < 0.05). Para IL-6, foi observada diferença estatística significativa 

entre os camundongos C57BL/6 e os camundongos TLR2 (-/-) e TLR4 (-/-) (ANOVA, p < 

0,001), estimulados pelo LPG de ambas as espécies. Estes dados mais uma vez, confirmam 

para o envolvimento de TLR4 na sinalização por LPG. 
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B 

 
Figura 12: Indução da produção de IL-1β (A) e IL-6 (B). Macrófagos estimulados com LPG (10 µg/mL), LPS 
(100ng/mL) e promastigotas de L. braziliensis (Lb) e L. infantum (Li) (10:1) após 48 h. Legenda C=controle 
negativo; LPS= lipopolissacarídeo; LPG Lipofosfoglicanos. Os resultados representam a média de dois 
experimentos em duplicata. 
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5.5 Inibição da produção de nitrito pelo LPG em células peritoneais estimuladas 

com LPS  

 

Neste trabalho, os LPGs de ambas as espécies induziram a produção de nitrito em 

macrófagos (Figuras 7B e 8). Estudos anteriores demonstraram que o PG de L. major era 

capaz de inibir a produção de nitrito em células J774 (Proudfoot et al. 1996). Com este 

intuito, macrófagos BALB/c primados foram incubados por 18h com LPG, lavados e 

ressuspendidas em RPMI contendo LPS (100ng/mL) e LPG (10 μg/mL) (37 oC, 5% CO2, 

24h). Os LPG de ambas as espécies inibiram em mais de 79% a produção de nitrito em 

células estimuladas com LPS (Figura 13). 

 

 

 

 

Figura 13: Inibição da produção de nitrito pelo LPG em macrófagos posteriormente estimulados com 
LPS. Legenda: Meio, controle negativo; LPS, lipopolissacarídeo (100ng/mL); LbLPG+LPS/LbLPG, células 
incubadas por 18 horas com LPG de L. braziliensis (LbLPG) e depois estimuladas com LbLPG+LPS; LiLPG, 
células incubadas por 18 horas com LPG de L. infantum (LiLPG) e estimuladas com LiLPG+LPS. Os resultados 
representam a média em triplicata.  
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5.6 Modulação da ativação de MAPK 

 

Assim como nas espécies do Velho Mundo, os resultados anteriores também 

evidenciaram o papel da ativação de TLRs por LPGs de espécies do Novo Mundo. Deste 

modo, com o objetivo de investigar o seu papel nas vias de sinalização de macrófagos, as 

MAPKs (ERK e p38) foram avaliadas após estimulação por LPGs. Não foi detectada ativação 

de ERK pelo LPG de L. infantum. Ao contrário, p38 apresentou um perfil de ativação 

progressivo alcançando maior atividade aos 45 minutos (Figura 14A). Diferente do observado 

para L. infantum, uma significativa ativação de ERK e p38 foi detectada após estimulação 

pelo LPG de L. braziliensis atingindo um pico aos 15 minutos (Figura 14B). Em conjunto, 

esses dados indicam que os LPGs de L. infantum e L. braziliensis estimulam diferencialmente 

a cinética de ativação de p38 e ERK em macrófagos. 

 

 

 

A                                                                   B 

 
Figura 14: Cinética de ativação das MAPKs (ERK e p38) pelo LPG de (A), L. infantum e (B), L. 
braziliensis. Macrófagos peritoneais provenientes de camundongos BALB/c foram estimulados por 5, 15, 30 e 
45 minutos com LPG (10 µg/mL) e por 45 minutos com LPS (100ng/mL). As formas dualmente fosforiladas de 
ERK e p38 ativadas foram detectadas por Western blot. C, controle negativo e LPS, lipopolissacarídeo. p38 total 
foi utilizada como normalizador. 
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6 Discussão 

 

Dentre todos os glicoconjugados conhecidos em Leishmania o mais estudado é o LPG, 

sendo que mutantes deficientes para a síntese desta molécula não são capazes de estabelecer 

infecção tanto no hospedeiro vertebrado quanto invertebrado. Este trabalho pretendeu estudar 

a interação deste glicoconjugado com macrófagos murinos de duas espécies de Leishmania 

epidemiologicamente importantes no Brasil. Os LPGs destas espécies variam em sua 

composição bioquímica conforme observado na Figura 5. Estes polimorfismos foram 

avaliados durante na interação com macrófagos murinos, uma vez que não se sabe até que 

ponto estas variações interferem na produção de NO, citocinas e sinalização. 

A imunopatogenia das leishmanioses apresenta aspectos extremamente importantes 

em relação à complexa interação entre os parasitos e as respostas imunes dos vertebrados 

(Assis et al., 2012a). Estudos in vivo têm demonstrado que as primeiras horas após a infecção 

são críticas para a montagem da resposta celular subsequente e diferenciação das células 

TCD4+ principalmente nas infecções por protozoários (Gazzinelli et al., 2004). O modelo 

murino de Leishmaniose cutânea tem sido muito utilizado nos estudos de respostas imunes 

por L. major tendo sido importante para o estabelecimento do paradigma Th1/Th2 (Liew et 

al., 1997). Porém, este mesmo paradigma não se aplica a outras espécies de Leishmania, que 

exibem um amplo espectro de manifestações clínicas (Desjeux et al., 2004). Em infecções por 

L. braziliensis, observa-se que a polarização Th1/Th2 não é bem definida. Nesta espécie, a 

resposta à infecção não ocorre devido a um fenótipo Th1 eficiente, e sim por falha na 

montagem da resposta Th2, apresentando níveis de IL-4 de 10-15 vezes menor do que nos 

animais infectados por L. major (Dekrey et al., 1998). 

In vivo e in vitro, um dos aspectos importantes nos eventos iniciais da infecção por 

Leishmania é a produção de NO por macrófagos que é dependente de IFN- (Mosser e 

Edwards, 2008). Em nosso trabalho, macrófagos primados e estimulados com LPG de L. 

braziliensis produziram níveis maiores de NO. Nossos resultados confirmam os da literatura 

de que macrófagos primados são capazes de produzir NO em presença de LPG, e que essa 

produção é variável entre as espécies e cepas (Proudfoot et al., 1996; Coelho-Finamore et al., 

2011). Além disso, foi observada uma resposta dose-dependente na produção de NO (Figuras 

7 e 8B). Entretanto, a concentração de 20 µg/mL apresentou um perfil de resposta exacerbado 

nestes ensaios, sendo escolhida a concentração de 10 µg/mL para todos os experimentos. De 

modo semelhente, não foi detectada a produção de NO por macrófagos não-primados (Figura 
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8A) confirmando os dados anteriores da literatura para âncoras de GPI (Proudfoot et al., 

1996; Camargo et al., 1997). 

Os dados apresentados neste trabalho demonstraram diferenças significativas na 

produção de citocinas e NO entre os camundongos C57BL/6 e BALB/c expostos a LPG. De 

forma geral, camundongos C57BL/6 estimulados com LPG de L. infantum e braziliensis 

apresentaram uma maior produção de NO, IL-1β, IL-6 e TNF-α; com exceção do LPG de L. 

braziliensis que induziu uma maior produção de TNF-α em camundongos BALB/c. Outra 

diferença marcante entre esses camundongos foi relacionada com a produção de NO. 

Camundongos C57BL/6 induziram uma maior produção de NO em respostas ao LPG, que os 

camundongos BALB/c (Figura 9). Estas variações podem ser resultado também pelo perfil 

imuno-genético do hospedeiro aos antígenos da Leishmania (Silveira et al., 2009; Assis et al., 

2012a). Em nosso trabalho, não houve diferença entre o perfil de ativação por parasitos de 

ambas as espécies em todas as linhagens observadas, estas foram determinantes apenas após 

estimulação com as moléculas intactas. 

Estudos anteriores realizados in vivo demonstraram claramente que as citocinas pró-

inflamatórias (IL-1, IL-6 e TNF-α), assim como várias quimiocinas, são induzidas nos 

estágios iniciais das infecções por parasitos de L. major e L. donovani, causadoras da LC e 

LV, respectivamente. Contudo, promastigotas de L. major mostraram ser melhores ativadoras 

do que L. donovani (Matte et al., 2001). Essa diferença no perfil de ativaçao das citocinas 

TNF-α, IL-6, IL-1β e de NO, também foi observada em macrófagos estimulados com LPG de 

L. braziliensis e L. infantum. Este dado é interessante, uma vez que reflete um papel 

estimulatório do LPG similar ao observado para os parasitos de espécies do Velho Mundo que 

tem imunopatologias semelhantes às espécies do Novo Mundo deste estudo. 

Neste trabalho, macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c e C57BL/6 

estimulados com LPG de L. infantum produziram níveis menores de citocinas e NO do que 

aqueles estimulados com LPG de L. braziliensis. O LPG de L. infantum induziu uma menor 

produção de TNF-α. Esses resultados são semelhantes a anteriores onde diferentes LPGs de 

Leishmania induziram à produção de níveis variáveis de TNF-α (de Veer et al., 2003). Em 

adição, nossos resultados demonstraram um perfil diferencial de IL-6 e NO, com ausência de 

produção de IL-1β, IL-10 e IL-12 para o LPG de L. infantum. Esses dados são semelhantes 

aos observados para a LV humana, onde uma imunossupressão e resposta mista Th1 e Th2 

são observadas (WHO, 2010). Estudos in vitro demonstraram que a incapacidade transitória 

de induzir resposta imune celular contra antígenos do parasito pode estar relacionada com 

ausência de proliferação celular, produção de IL-2 ou IFN-, durante a infecção (Holaday et 
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al., 1993). De modo semelhante, os LPGs de ambas as espécies em nosso estudo não 

induziram níveis detectáveis de IL-2, IL-4 e IFN-. Adicionalmente, não foi observada 

produção de IL-10 e IL-12, provavelmente indicando um papel inibitório dos LPGs para estas 

citocinas. Níveis elevados de IL-10 são frequentemente observados em pacientes com LV por 

L. infantum (Bhowmick et al., 2009). Entretanto, após o tratamento estes níveis caem sendo 

acompanhados por um aumento na produção de IL-12 (Carvalho et al., 1981; 1985; 1989). 

Aqui a citocina IL-12, não foi produzida após estimulação com LPGs. Provavelmente, isto 

ocorreu devido a uma inibição de sua síntese. Estes resultados são semelhantes aos 

observados L. infantum e L. braziliensis, que sob as mesmas condições não ativaram a 

produção de IL-12, mas foram capazes de inibir a sua síntese em macrófagos estimulados com 

LPS pré-incubados com GIPLs destas espécies (Assis et al., 2012b). Outros estudos também 

demonstraram o papel do LPG em regular a produção de NO (Proudfoot et al., 1996) e IL-12 

pelos macrófagos (Piedrafita et al., 1999). É importante ressaltar que a ausência na produção 

de IL-12 em nosso trabalho não ocorreu devido à produção de IL-10, já que não foi observada 

a produção desta citocina. 

Analisando a produção de mediadores induzidos pelo LPG de L. braziliensis percebe-

se uma tendência mais pró-inflamatória do que a de L. infantum, com níveis mais elevados de 

IL-1β, IL-6, TNF-α e NO. Esse perfil também é similar ao encontrado na infecção humana. 

Neste modelo, antígenos do parasito interagem com células dendríticas (CD) e polarizam para 

uma resposta do tipo Th1 (revisado por Silveira et al., 2009). Nesta infeção, a imunopatologia 

pode variar de acordo com a resposta inflamatória. No caso da LMC, níveis elevados de TNF-

α, IFN- e baixos de IL-10 podem ser observados. Por outro lado, na LC níveis elevados de 

TNF-α e IL-10 e baixos de IL-12 e IFN-γ são detectados (WHO, 2010).  

Neste projeto, também avaliamos o papel de componentes da resposta imune inata 

frente à estimulação pos LPGs de espécies do Novo Mundo. Estudos in vivo, utilizando 

espécies de Leishmania do Velho Mundo, demonstraram a importância de parasitos e LPGs 

com TLRs e outros componentes do sistema imune inato em experimentos com camundongos 

e células humanas. De Veer et al. (2003) e Becker et al. (2003) demonstraram que o LPG é 

um importante agonista de TLR2 induzindo a produção de citocinas em macrófagos e células 

NK, respectivamente. Em adição, estudos com RNA de interferência demonstraram que 

TLR2 e TLR3 estão envolvidos no reconhecimento do LPG de L. donovani em macrófagos 

primados com IFN- (Flandin et al., 2006). Em L. major, camundongos deficientes para 

TLR4 são mais susceptívés à infeçcão resolvendo de maneira menos eficaz as lesões (Kropf et 

al., 2004).  
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Vários trabalhos tem demonstrado o papel de TLRs em Leishmania incluindo TLR2, 

TLR3, TLR4 e TLR9 além da molécula adaptora MyD88 (revisado Tuon et al., 2008). Para 

investigar o possível papel dos TLR2 e TLR4 na sinalização por LPG de espécies do Novo 

Mundo, macrófagos peritoneais provenientes destes camundongos knockout foram utilizados. 

Conforme o perfil de NO e citocinas observamos de maneira geral um papel preponderante de 

TLR4 seguido por TLR2 em macrófagos ativados por LPGs. Em relação à síntese de NO por 

parasitos vivos de ambas as espécies, este mediador foi produzido de maneira mais eficiente 

nos camundongos C57BL/6, TLR2 (-/-) e TLR4 (-/-), demonstrando que outros TLRs 

poderiam ter sido ativados por outras moléculas do parasito. Porém, esta ativação não foi 

estatisticamente diferente entre os grupos (ANOVA, P > 0,05). Entretanto, estes 

camundongos produziram mais NO do que os da linhagem BALB/C, e isto poderia ser 

resultado de seu padrão de resistência/susceptibilidade (Sacks e Noben-Trauth, 2002). Ao 

contrário do observado para NO, após exposição aos LPGs de ambas as espécies, a produção 

de TNF-α foi bem menor nos camundongos TLR2/4 (-/-) do que nos selvagens (C57BL/6), 

resultado esperado uma vez que estes receptores estarem ausentes nestes animais e são 

determinantes para a indução da síntese desta citocina. 

A participação de TLR4 no reconhecimento do LPG pôde também ser observada pela 

produção de NO e de algumas citocinas neste trabalho. Uma primeira hipótese seria de que 

nossas preparações poderiam ter traços de LPS. Porém, nosso resultados anteriores com LPG 

de L. infantum realizados em presença de Poliximina B (Coelho-Finamore et al., 2011) e com 

GIPLs das duas espécies (Assis et al., 2012b) não detectaram contaminação com esta toxina, 

garantindo a pureza de nossas soluções durante nossos procedimentos. Além disso, em nossos 

experimentos as citocinas IL-10 e IL-12 e os camundongos TLR2 (-/-) para TNF-α  não foram 

também ativados por nossas amostras contendo LPG, em concentração 100 vezes mais alta do 

que a utilizada para LPS (10 µg/mL X 100 ng/mL). Esses resultados são diferentes dos 

observados para as espécies do Velho Mundo (de Veer et al., 2003; Becker et al., 2003) e L. 

amazonensis (Vivarini et al., 2011) que demonstraram que o LPG é reconhecido por TLR2. 

Do que foi exposto, é possível observar que os experimentos in vitro têm demonstrado 

o papel de TLR2 e TLR4 para as diferentes espécies de Leishmania tanto do Novo quanto 

Velho Mundo. Porém, os estudos in vivo, tem mostrado além destes receptores o papel de 

TLR3 e TLR9 no controle da infecção, sendo estes resultados consistentes com a presença de 

outros agonistas quando observada a integridade do parasito.  

Estudos anteriores com LPG de L. major e mais recentes com GIPLs de L. infantum e 

L. braziliensis observaram que estes glicoconjugados eram capazes de inibir a produção de 
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nitrito em macrófagos quando expostos previamente a LPS ou IFN- (Proudfoot et al., 1996; 

Assis et al., 2002b). Assim, para testar um possível papel dos nossos LPGs na inibição da 

produção de NO, macrófagos foram incubados com estas moléculas e em seguida, 

estimulados com LPS. Consistente com observações anteriores foi observada uma inibição 

significativa na produção de NO induzido por LPS. Apesar de preliminares, esses resultados 

indicam que o LPG pode modular a síntese de NO, sendo um importante mecanismo de 

escape utilizado pelo parasito. 

Tendo em vista que nossos LPGs foram capazes de ativar TLRs, nosso interesse foi 

dirigido aos eventos intracelulares após esta estimulação. Além da via de MyD88, a 

sinalização por TLRs também ativa a via de sinalização de MAPKs, com consequente 

recrutamento de fatores de transcrição nuclear e produção de citocinas (Takeda et al., 2002).  

Com o intuito de avaliar a modulação da ativação de MAPKs, estas foram avaliadas 

pela presença das formas di-fosforiladas de ERK e p38. Estudos recentes utilizando GIPLs 

destas duas espécies não foram capazes de ativar estas MAPKs (Assis et al., 2012b), 

demonstrando que os GIPLs são potentes inibidores destas cinases. É interessante notar nos 

nossos experimentos, este perfil foi completamente diferente após estimulação com LPGs. 

Não foi detectada a ativação de ERK pelo LPG de L. Infantum ao contrário do LPG de L. 

braziliensis no qual foi detectada uma ativação máxima com 15 minutos. No caso de p38, 

ambos os LPGs foram capazes de ativá-la após 5 minutos, sendo que esta ativação foi gradual 

para L. infantum e pontual para L. braziliensis. A ativação de p38 é importante para o controle 

da infecção por Leishmania e a taxa de sobrevivência do parasito diminui em indivíduos 

tratados com anisomicina, potente ativador desta MAPK (Junghae e Raynes, 2002). A 

diferença entre o perfil de ativação de p38 pelos dois LPGs pode em parte explicar a diferença 

no perfil de produção de NO, em macrófagos BALB/c e C57BL/6, de TNF-α, apenas para 

BALB/c (Balaraman et al.; 2005; Privé e Descoteaux, 2000). Estudos pioneiros de Feng et al. 

(1999) utilizando LPS demonstraram um papel importante destas MAPK (e também ERK) na 

indução de NO e TNF-α. Nossos resultados demonstrarm que isto pode também ser 

importante para o caso de LPGs de Leishmania. Em relação à ERK, os estudos com está 

MAPK durante a interação com Leishmania ou moléculas derivadas são controversos na 

literatura e englobam principalmente as espécies do Velho Mundo (revisado por Olivier et al., 

2005). Em nosso trabalho, ERK não foi ativada por L. infantum, e este resultado é consistente 

com a ausência da produção de IL-12 durante a infecção por esta espécie in vivo (WHO, 

2010). Em adicão, trabalhos in vitro demonstraram a importância da ativação de ERK na 

indução de IL-12 (Balaraman et al.; 2005). Por outro lado, esta MAPK foi ativada de forma 
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bastante transiente pelo LPG de L. braziliensis, estímulo talvez não suficiente para se detectar 

in vitro níveis consideráveis de IL-12. 

Em última análise, este trabalho demonstrou um perfil diferente de produção/ativação 

de NO, citocinas e MAPKs pelos LPGs de L. braziliensis e L. infantum. Em macrófagos 

observou-se que a indução de NO foi dose-dependente e mais acentuada para o LPG de L. 

braziliensis. Este perfil se repetiu para as citocinas TNF-α, IL-1β e IL-6. Ambos LPGs foram 

capazes de inibir a produção de NO em macrófagos estimulados com LPS. Em conjunto, 

esses resultados demonstram que o LPG de L. braziliensis apresenta uma tendência mais pró-

inflamatória do que o LPG de L. infantum, correlacionando com níveis mais elevados de NO, 

TNF-α, IL-1β e IL-6. Em adição, os resultados encontrados sugerem uma participação 

pronunciada de TLR4, e em menor grau de TLR2. Esses resultados, juntamente com outros 

trabalhos já publicados, sugerem que o LPG pode estar envolvido nas interações com 

macrófagos induzindo e modulando extra e intracelularmente o sistema imune do hospedeiro. 

Assim, o polimorfismo observado entre os LPGs de L. braziliensis e L. infantum pode ser 

responsável pela ativação diferencial dos macrófagos resultando em manifestações clínicas 

distintas causadas. Juntos, estes dados levam a crer que o LPG presente na superfície das 

Leishmania, pode ter um papel importante nos eventos iniciais do sistema imune inato, 

podendo direcionar para o futuro sucesso da infecção e aspectos imunopatológicos 

posteriores. O entendimento destes mecanismos poderá ajudar no desenvolvimento de 

métodos alternativos de controle para as Leishmanioses tanto do Velho quanto Novo Mundo. 
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7 Conclusões  

 

Os LPGs de L. braziliensis e L. infantum ativaram a produção de NO em 

camundongos primados de forma dose dependente; 

 

Macrófagos estimulados por LPG de L. braziliensis apresentaram um perfil mais pró-

inflamatório que os macrófagos estimulados com LPG de L. infantum, correlacionando com 

maior produção de NO, TNF-α, IL-1β e IL-6; 

 

A produção diferencial de citocinas e NO observada entre os camundongos selvagens 

e knockouts, sugere uma participação preferencial de TLR4, e em menor grau de TLR2, nas 

vias de reconhecimento do LPG; 

 

A pré-incubação com LPGs de ambas as espécies inibiu a produção de NO em 

macrófagos estimulados posteriormente com LPS; 

 

A cinética de ativação de p38 apresentou um perfil gradual para L. infantum, enquanto 

que para L. braziliensis essa ativação foi pontual; 

 

Ao contrário do que foi observado para L. braziliensis, o LPG de L. infantum não foi 

capaz de ativar ERK. 
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9 Anexos 

8.1 Artigo submetido à publicação 
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