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RESUMO 

No presente trabalho a imunopatologia da infecção por Leishmania amazonensis foi 
estudada em quatro linhagens de camundongos singênicos. Diferentes parâmetros como 
análise da expressão/produção de citocinas em diferentes órgãos e no soro, quantificação da 
carga parasitária, caracterização das populações celulares presentes no infiltrado inflamatório, 
assim como alterações histopatológicas e na matriz extracelular foram avaliados a fim de 
verificar as diferenças existentes na resposta imunopatológica entre as linhagens de 
camundongos utilizadas. A partir destas análises observamos que na fase inicial da infecção, 
tanto na lesão primária como no linfonodo, as células predominantemente encontradas foram 
eosinófilos e mastócitos em todas as linhagens de camundongos. A maior presença de células 
como linfócitos Tγδ, células B, plasmócitos, assim como altos níveis de anticorpos foi 
verificada nos camundongos sensíveis a infecção por L. amazonensis sugerindo o papel destes 
na suscetibilidade a doença. Quanto à carga parasitária, as linhagens mais sensíveis 
(C57BL/10 e CBA) apresentaram maior densidade de amastigotas e maior destruição tecidual 
com lesões grandes, além de metástase e visceralização do parasito, enquanto os 
camundongos resistentes (C3H.He) apresentaram poucos parasitos, sem formação de úlceras 
ou visceralização. De acordo com nossas observações, a resposta imunológica à L. 
amazonensis demonstra uma compartimentalização e consequente diferença na 
produção/expressão de citocinas nos diferentes órgãos estudados. As linhagens mais sensíveis 
apresentaram, na lesão primária, níveis mais elevados de expressão de citocinas 
próinflamatórias como IL-12, TNF-α e IFN-γ, assim como a indução de iNOS, estando tais 
níveis associados a maior destruição tecidual observada, enquanto níveis elevados de TGF-β 
estariam associados a desativação do macrófago e consequente estabelecimento do parasito no 
início da infecção. A expressão de IL-4 foi mais evidente nos linfonodos dos camundongos 
sensíveis. Já no baço de camundongos C57BL/10 uma expressão concomitante de TNF-α e 
IL-10, assim como IL-12, IFN-γ e iNOS estavam associadas a presença de parasitos. A 
expressão de citocinas proinflamatórias (INF-γ, TNF-α e IL-12) no fígado de camundongos 
C57BL/10 foi observada na fase inicial da infecção, enquanto citocinas regulatórias (TGF-β e 
IL-10) na fase tardia. Os camundongos resistentes à infecção por L. amazonensis 
apresentaram baixos níveis de expressão de citocinas em todos os órgãos analisados. Apesar 
de não haver uma correlação direta na produção/expressão destas citocinas nestes órgãos, a 
infecção induz uma produção mista de citocinas que é independente da constituição genética 
do hospedeiro. Na análise da expressão de proteínas da matriz observamos uma associação 
entre o aumento na expressão fibronectina, colágeno I e III com a expressão de TGF-β no 
fígado e linfonodo de C57BL/10 e C3H.He. Tal associação não foi observada na pata e no 
baço destes animais. A expressão de colágeno III na pata, na fase tardia da infecção, estava 
relacionada à presença maciça de histiócitos parasitados. Altos níveis de expressão de 
laminina foram observados na pata de camundongos C57BL/10, 30 dias após a infecção, 
assim como o aumento de colágeno IV e fibronectina.  
 
 
Palavras-chave: L. amazonensis, camundongos singênicos, matriz extracelular, citocinas, 

imunopatologia. 
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ABSTRACT 

In the present work L. amazonensis infection immunopathology was studied in four 
inbred mouse strains. With the aim of evaluate the differences in immunopathologic response 
between all strains, different parameters such as: cytokines analysis expression/production, in 
different organs and serum, parasite quantification, inflammatory infiltrate description, as well 
as histopathological and extracellular matrix alterations were evaluated. The association of 
these analyzes showed that in the early phase of infection, in both primary lesion and lymph 
nodes, the cells predominantly found in all mouse strains were eosinophils and mast cells. A 
highest presence of Tγδ lymphocytes, B cells, plasma cells, as well as high levels of 
antibodies were observed in L. amazonensis susceptible mice, suggesting a role of this 
parameters in disease susceptibility. In regard the parasite load, the more susceptible strains 
(C57BL/10 and CBA) showed a heavy parasite load, massive tissue destruction with large 
lesions and metastasis, and parasite visceralization. The resistant mice (C3H.He) showed few 
parasites and no scars or visceralization were observed. According to our observations, L. 
amazonensis immune response showed cytokines production/expression 
compartmentalization in different studied organs. The more susceptible strains showed an 
increase of proinflammatory (IL-12, TNF-α and IFN-γ) cytokines expression, as well as the 
iNOS induction, in the primary lesion. This enhancement of expression was associated with 
tissue destruction, while high levels of TGF-β were associated with macrophages deactivation 
and subsequent parasite establishment in the early infection. The expression of IL-4 was more 
evident in susceptible mice lymph nodes. In C57BL/10 mice spleen a concomitant expression 
of TNF-α and IL-10, as well as IL-12, IFN-γ and iNOS, were associated with parasites 
presence. Proinflammatory cytokines (IFN-γ, TNF-α and IL-12) expression in C57BL/10 
mice liver was observed in the initial phase of infection, whereas regulatory (TGF-β and IL-
10) cytokines were seen in the late phase. The resistant to L. amazonensis mice showed low 
levels of cytokine expression in all examined organs. Although there is not a direct 
association between cytokines production/expression in these organs, the L. amazonensis 
infection induces a mixed cytokines production that is independent of the host genetic 
background. The analysis of extracellular matrix proteins expression showed an association 
between FN, collagen I and III expression increase with the expression of TGF-β in the liver 
and lymph nodes of C57BL/10 and C3H.He mice. This association was not observed in the 
footpad and spleen of these animals. The footpad expression of collagen III in the late phase 
of infection was associated with the massive presence of parasitized histiocytes. A highest 
level of laminin, as well as the increase of collagen IV and fibronectin expression was 
observed in C57BL/10 mice footpad, 30 days after infection. 
 

Key-words: L. (L.) amazonensis, inbred mice, extracellular matrix, cytokines, 

immunopathology. 
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1.1. As leishmanioses  

1.1.1. A doença 

As leishmanioses constituem um complexo de enfermidades causadas por diferentes 

espécies de um protozoário, parasito intracelular obrigatório, pertencente ao gênero 

Leishmania. Sua distribuição geográfica é ampla, sendo endêmica em várias partes da África, 

Índia, Oriente Médio, Sudeste da Europa e Américas do Sul e Central (Handman, 2001). 

Estima-se que cerca de mais de 350 milhões de pessoas em todo o mundo vivam em áreas que 

apresentam risco iminente de infecção e destas, cerca de 12 milhões estejam acometidas pela 

doença (WHO, 2011).  

Existem, até o presente momento, cerca de 40 espécies reconhecidas do parasito que 

estão divididas nos subgêneros Leishmania e Viannia (Lainson & Shaw 1972, 1987, 1998). 

Dependendo da espécie de Leishmania envolvida e das interações entre as genéticas do 

parasito e do hospedeiro, assim como seu estado imunológico e a infecções concomitantes, a 

doença apresenta um amplo espectro de manifestações clínicas. Esse espectro vai desde 

infecções assintomáticas ou lesões cutâneas geralmente benignas e autorresolutivas, a lesões 

destrutivas e desfigurantes da forma mucosa e mesmo aos casos potencialmente fatais das 

formas viscerais (Turk & Belehu, 1974; Herwaldt, 1999).  

A leishmaniose tegumentar divide-se em 3 formas clínicas principais: cutânea 

localizada (LCL), mucocutânea (LMC) e cutânea-difusa (LCD). A forma cutânea localizada é 

caracterizada por uma única lesão no local da picada, ou por lesões múltiplas (por 

disseminação do parasito por via hematogênica ou linfática, ou ainda, por múltiplas picadas 

do vetor); enquanto a forma mucocutânea caracteriza-se por lesões na mucosa oral, nasal e/ou 

faríngea e presença concomitante de lesões cutâneas ativas, sendo uma forma secundária que 

pode ocorrer até mesmo anos após a cura de uma lesão cutânea-localizada, representando o 

polo hiperérgico da leishmaniose tegumentar. A forma cutânea difusa representa o polo 

anérgico da doença, sendo muito resistente ao tratamento (WHO, 2000; Handman, 2001). É 

caracteriza pela presença de múltiplas lesões nodulares disseminadas por todo o corpo do 

indivíduo, com macrófagos cheios de amastigotas e infiltrado linfocítico limitado. Alguns 

autores admitem ainda a forma mucosa (LM), que se caracteriza por lesões de mucosa, sem 

presença de lesões cutâneas ativas, diferenciando-se assim da forma mucocutânea (Oliveira-

Neto, 1998). 

A leishmaniose visceral (LV) ou calazar é a forma mais grave da doença. É considerada 
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uma doença espectral devido à variação na resposta imunológica do hospedeiro resultar em 

diferentes manifestações clínicas. Apresenta uma forma de baixa resistência caracterizada por 

lesão sistêmica visceral, na qual o teste cutâneo de Montenegro é negativo e vários aspectos 

clínicos são descritos. Se não for tratada, a LV pode evoluir para a morte, entretanto, após a 

quimioterapia há uma redução da carga parasitária que pode levar ao estabelecimento de 

imunidade mediada por células. Nesta fase, os títulos de anticorpos diminuem e o paciente 

desenvolve imunidade à reinfecção por premunição (Sergent e cols., 1924). A doença é 

caracterizada por picos irregulares de febre, emagrecimento progressivo, aumento do baço e 

fígado (hepatoesplenomegalia), anemia, trombocitopenia e ativação policlonal de células B 

com hipergamaglobulinemia. Esse quadro se desenvolve devido à multiplicação dos parasitos 

nos tecidos e órgãos ricos em células do sistema monocítico fagocitário (Handman, 2001). 

Cerca de 10% dos pacientes acometidos pela LV pode evoluir para uma forma clínica 

conhecida como leishmaniose dérmica pós-calazar, mesmo após aparente cura da infecção 

inicial. Tal manifestação caracteriza-se por aparecimento de nódulos na face ou na superfície 

extensora dos membros que podem perdurar por anos (Carvalho e cols., 1992). 

1.2. O parasito 

 1.2.1. Classificação taxonômica 

Reino: PROTISTA  (Haeckel, 1866) 

Sub-Reino: PROTOZOA  (Goldfuss, 1817) 

Filo: SARCOMASTIGOPHORA  (Honigberg e cols, 1964) 

Sub-Filo: MASTIGOPHORA  (Deising, 1866) 

Classe: ZOOMASTIGOPHOREA  (Calkins, 1909) 

Ordem: KINETOPLASTIDA  (Honigberg, 1963, emend. Vickerman, 1976) 

Sub-Ordem: TRYPANOSOMATINA  (Kent, 1880) 

Família: Trypanosomatidae (Doflein, 1901, emend. Grobben, 1905) 

Gênero: Leishmania (Ross, 1903) 

  Em 1982, no entanto, Saf’janova propôs a divisão do gênero em dois subgêneros: 

Sauroleishmania para espécies isoladas de répteis, e Leishmania para as espécies de 

mamíferos. Cinco anos mais tarde Lainson e Shaw (1987) propuseram a criação de um novo 

subgênero Viannia, para as espécies que se desenvolvem na região pilórica do intestino 

posterior do flebotomíneo, ficando o subgênero Leishmania para as espécies que têm seu 
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desenvolvimento na válvula estomodeal, localizada na interseção entre os intestinos médio e 

anterior do inseto (Nieves e Pimenta, 2000). O subgênero Sauroleishmania foi elevado a 

gênero (Killick-Kendrick e cols., 1986), ficando o gênero Leishmania restrito aos parasitos de 

mamíferos (Lainson & Shaw, 1992). No entanto, a validade do atual sistema de classificação 

que reconhece 30 espécies, entre as quais 20 são responsáveis por doenças humanas, tem sido 

questionada por muitos autores (Bañuls e cols., 2007). Muito recentemente, Fraga e 

colaboradores (2010) utilizaram sequencias de uma proteína altamente conservada conhecida 

como proteína de choque térmico de 70kD (hsp70 gene) para analisar isolados e cepas de 

diferentes origens geográficas, demonstrando que apenas oito grupos monofiléticos  foram 

detectáveis em 17 amostras analisadas. De acordo com esses autores, o gênero Leishmania é 

formado por um grupo monofilético com três subgêneros distintos: L. (Leishmania), L. 

(Viannia) e L. (Sauroleishmania). Dentro do subgênero Leishmania, apenas 4 espécies foram 

reconhecidas: L. (L.) donovani, L. (L.) major, L. (L.) tropica e L. (L.) mexicana, enquanto L. 

(L.) donovani infantum foi classificada como subespécie. Já no subgênero Viannia, L. (V.) 

lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) guyanensis e L. (V.) braziliensis foram consideradas espécies e 

L. (V.) guyanensis panamensis e L. (V.) braziliensis peruviana consideradas subespécies. As 

espécies L. tropica, L. aethiopica, L. mexicana, L. amazonensis e L. garnhami não puderam 

ser distinguidas como espécies separadas. Os resultados deste estudo ainda não foram 

validados devido às ressalvas resultantes da utilização de um único marcador genético do 

parasito (Schönian e cols., 2010). 

  Entre as espécies descritas, pelo menos treze delas foram encontradas em casos 

humanos no Novo Mundo e oito no Brasil: 

  Subgênero Viannia (Lainson & Shaw, 1987) 

♦ Leishmania braziliensis (Vianna, 1911) (*) 

♦ Leishmania peruviana (Velez, 1913) 

♦ Leishmania guyanensis (Floch, 1954) (*) 

♦ Leishmania panamensis (Lainson & Shaw, 1972) 

♦ Leishmania lainsoni (Silveira e cols., 1987) (*) 

♦ Leishmania naiffi (Lainson & Shaw, 1989) (*) 

♦ Leishmania shawi (Lainson e cols., 1989) (*) 

♦ Leishmania colombiensis (Kreutzer e cols., 1991) 

♦ Leishmania lindenbergi (Silveira e cols., 2002) (*) 
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Subgênero Leishmania (Saf’janova, 1982) 

♦ Leishmania chagasi Cunha & Chagas, 1937- sinonímia Leishmania 

infantum Nicoli, 1908 (*) 

♦ Leishmania mexicana Biagi, 1953 emend. Garnham, 1962 

♦ Leishmania amazonensis Lainson & Shaw, 1972 (*) 

♦ Leishmania venezuelensis Bonfante-Garrido, 1980 

♦ Leishmania pifanoi 

  (*) Já descritas no Brasil 

  Outras espécies como Leishmania enrietti (Muniz & Medina, 1948), Leishmania 

hertigi (Herrer, 1971), Leishmania deanei (Lainson & Shaw, 1977) e Leishmania aristidesi 

(Lainson & Shaw, 1979 emend. Lainson & Shaw, 1987) são espécies parasitas de mamíferos 

no Novo Mundo, porém nunca foram encontradas parasitando o homem.  

 1.2.2. Morfologia 

  As leishmânias possuem dois principais estágios de desenvolvimento: as formas 

promastigota e amastigota (Adler, 1963; Hommel, 1978), embora no interior do intestino do 

inseto vetor as formas promastigotas sofram algumas modificações morfológicas passageiras 

(Bates & Rogers, 2004). A diferenciação entre essas formas é feita com base nas 

características morfológicas, na taxa de crescimento, nas exigências nutricionais e na 

regulação da expressão de proteínas de superfície que medeiam a interação parasito-

hospedeiro (Waller & McConville, 2002). A forma promastigota é encontrada no tubo 

digestório de insetos flebotomíneos e se caracteriza morfologicamente por apresentar forma 

alongada e delgada, com corpo celular medindo 5-20 x 1-4 µm, provida de um longo flagelo 

livre no polo anterior da célula e cinetoplasto anterior ao núcleo. Já as formas amastigotas são 

arredondadas ou ovais, medem cerca de 3 x 5 µm, apresentam um curto flagelo restrito à 

bolsa flagelar, sendo apenas visualizado por microscopia eletrônica, e são encontradas no 

hospedeiro vertebrado, infectando principalmente macrófagos (revisto em Ueda-Nakamura e 

cols., 2001; Vannier-Santos e cols., 2002), entretanto, células como fibroblastos 

(Schwartzman & Pearson, 1985, Hespanhol e cols., 2005), neutrófilos (Pearson & Steibrgel, 

1981), mastócitos (Bidri e cols., 1997) e células dendríticas (DC) (von Stebut e cols., 1998) 

entre outras, podem ser parasitadas. As amastigotas do complexo Leishmania mexicana 
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apresentam ainda uma organela análoga ao lisossomo, denominada megassomo. Tal organela 

é rica em cisteína proteinase e está associada ao acúmulo e possível degradação de 

macromoléculas endocitadas (revisto em Vannier-Santos, 2002).  

  Assim como outros tripanossomatídeos, as leishmânias apresentam outras 

organelas tais como: acidocalcisomas, que são compartimentos de estoque de Ca++ e ricos em 

pirofosfato, Mg++, Na+ e em alguns casos Zn++, e imagina-se estarem envolvidos na 

homeostase do pH e osmorregulação do parasito (revisado em Docampo e Moreno, 1999). 

Outra organela única presente em Leishmania e outros tripanossomatídeos é o glicossomo, 

uma organela altamente especializada envolvida na geração glicolítica de ATP (revisto em 

Vannier-Santos, 2002). 

  Leishmânias, assim como outros integrantes da ordem Kinetoplastida, apresentam 

apenas uma mitocôndria, que se estende por todo o corpo celular do organismo. Esta 

mitocôndria única se comunica com o cinetoplasto, e, por ser rica em DNA, se cora 

facilmente com corantes básicos, sendo facilmente visível em microscopia de luz. O corpo 

celular do parasito é rodeado por microtúbulos subpeliculares que terminam próximos à bolsa 

flagelar (revisto em Vannier-Santos, 2002; de Souza, 2002).  

1.2.3. Transmissão 

A transmissão do parasito entre uma diversidade de hospedeiros mamíferos 

(homem, cão doméstico, roedores silvestres, entre outros) é realizada por insetos hematófagos 

da família Psychodidae, gêneros Phlebotomus (Velho Mundo) ou Lutzomyia (Novo Mundo), 

sendo comumente chamados de flebotomíneos e popularmente conhecidos como mosquito 

palha, biriqui, cangalhinha ou mosca da areia (Killick-Kendrick, 1987; Lainson & Shaw 1992; 

Lainson e cols. 1994, SVS, 2003). Os insetos são pequenos, pilosos e de coloração clara (cor 

de palha ou castanho claro), criam-se no solo, em locais ricos em matéria orgânica, escuros e 

úmidos. Apenas as fêmeas são hematófagas, com ciclos de atividade crepuscular e pós-

crepuscular, sendo facilmente reconhecidas pela atitude que adotam quando pousam, pois 

suas asas permanecem eretas e entreabertas (Killick-Kendrick, 1987; 1999, Rey, 2001a). 

Embora os flebotomíneos não sejam insetos essencialmente hematófagos, podendo alimentar-

se de seiva vegetal, as fêmeas necessitam de sangue para a maturação de seus ovos e, desta 

forma, alimentam-se de sangue de animais. O aparelho bucal picador-sugador possui, 

diferentemente do dos mosquitos, um cibário que consiste em estruturas quitinizadas providas 

de dentes e dentículos quitinosos presente no assoalho da cavidade bucal (Rey, 2001b). Desta 

forma, ao picarem o animal, produzem uma escarificação na epiderme, rompendo capilares e 

formando uma espécie de poça de onde sugam o sangue (Ribeiro, 1987). Neste processo, 
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algumas células podem ser rompidas ou desprendidas do tecido, sendo sugadas junto com o 

sangue. Se o animal estiver infectado, formas amastigotas liberadas de células lisadas ou no 

interior de macrófagos íntegros podem ser ingeridas (Awasthi e cols., 2004). 

Uma vez ingeridas, as amastigotas passam para o intestino médio do inseto e 

transformam-se em promastigotas, conhecidas como procíclicas, que podem ser encontradas 

em diferentes morfotipos. As promastigotas nectomonadas, são formas mais largas que se 

proliferam dentro da matriz peritrófica. Com o rompimento da parte anterior desta matriz por 

enzimas quitinolíticas das promastigotas (Schlein e cols., 1992), os parasitos migram e se 

aderem às microvilosidades das células do intestino médio, onde se proliferam e podem dar 

origem a promastigotas metacíclicas ou a pequenas e largas formas haptomonadas, que por 

sua vez, podem migrar para o esôfago e faringe e se transformar em paramastigotas (revisado 

em Schlein, 1993). As promastigotas metacíclicas migram para a região da cárdia e válvula do 

estomodeu, até que ocorra acúmulo massivo nesta válvula. As formas não metacíclicas se 

ligam à camada cuticular do estomodeu, degenerando a válvula. Devido à lesão valvular, o 

flebotomíneo regurgita as formas promastigotas metacíclicas de Leishmania (formas 

infectivas) que, juntamente com a saliva, passam da probóscide para o tecido cutâneo 

subjacente do hospedeiro vertebrado (revisado por Killick-Kendrick, 1990; Bates, 2008).  

Uma vez dentro do hospedeiro vertebrado, a leishmânia utiliza receptores da 

célula hospedeira para ser internalizada via fagocitose mediada por receptores (Roberts e 

cols., 2000; revisado por Handman & Bullen, 2002). Múltiplos receptores de macrófago têm 

sido implicados no processo de invasão, incluindo receptores de complemento 1 (CR1), 3 

(CR3), 4 (CR4), receptor de manose, receptor Fc para imunoglobulina G e receptor de 

fibronectina (Handman & Bullen, 2002; Peters e cols., 1995; Handman, 2001). Dois 

glicoconjugados predominantes na superfície celular de Leishmania, a glicoprotease 63 

(gp63) e o LPG estão envolvidos no processo. A gp63 é uma zinco metaloprotease que está 

presente em grandes quantidades na superfície de promastigotas, e LPG é um glicolipídeo 

complexo que está implicado na sobrevivência durante a fase inicial da infecção e 

estabelecimento nos macrófagos (Salvatore e cols., 2001). O LPG, presente na membrana das 

promastigotas metacíclicas, formam uma espécie de capa, protegendo-as contra a lise pelo 

sistema complemento, uma vez que o complexo de ataque à membrana é rapidamente 

descartado pela presença destas moléculas (Puentes e cols., 1990).  

A interação Leishmania/receptores de macrófagos é seguida pela fagocitose do 

parasito e formação do vacúolo parasitóforo, que se funde com os lisossomos. 

Aproximadamente após 30 minutos, o vacúolo torna-se acidificado com um pH 4,5-5,0. 

Dentro do fagolisossomo do macrófago, as promastigotas sofrem significantes alterações 
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bioquímicas e metabólicas, transformando-se em amastigotas que se protegem deste meio 

extremamente ácido, graças a uma ATPase transportadora de próton que mantém o ambiente 

intracelular do parasito em um pH 6,5 (Chang e cols., 1990; Glase e cols., 1992). Essas 

formas sofrem sucessivos ciclos de divisão binária até que rompem o macrófago, sendo 

liberadas no meio extracelular, podendo ser fagocitadas por células dendríticas, macrófagos 

ou outras células (de Souza, 2002). Durante esse estágio biológico, o parasito produz 

alterações nas células infectadas afim de sobreviver e se multiplicar. Paralelamente, o 

hospedeiro desenvolve suas respostas à infecção. Assim, a infecção leishmaniótica produz 

uma série de reações complexas no hospedeiro, todas mais ou menos interrelacionadas com as 

respostas do seu sistema imunológico (Grimaldi, 1982). 

1.3. Resposta imunológica X Leishmania 

Ao penetrar no organismo do hospedeiro vertebrado, a leishmânia precisa enfrentar seu 

sistema imunológico, para poder sobreviver e se multiplicar. Inicialmente, ela precisa 

enfrentar os mecanismos inatos de defesa, como o sistema complemento e células como os 

macrófagos, células “Natural Killer” (NK) e células de Langerhans, e posteriormente os 

mecanismos específicos da resposta adaptativa. Para evadir deste complexo sistema, que tem 

como principal objetivo eliminar a infecção, o parasito dispõe de uma série de mecanismos 

que permitem seu sucesso na colonização do hospedeiro.  

Estudos demonstram que alguns componentes da saliva do flebotomíneo, que são 

injetados no momento do repasto sanguíneo, podem favorecer o parasito nos primeiros 

estágios da infecção. A saliva possui diversos componentes vasodilatadores, anticoagulantes e 

imunossupressores, que facilitam a sucção sanguínea na poça formada pela picada do inseto e 

impedem que o hospedeiro se torne sensível a sua picada (de Almeida e cols., 2003; Morris e 

cols., 2001). Experimentos mostram que quando a L. (L.) major é injetada junto com a saliva 

de flebotomíneos em camundongos, a infecção é dramaticamente exacerbada (Titus & 

Ribeiro, 1988). Entre os componentes injetados com a saliva está a prostaglandina E2 que, 

além de ser um vasodilatador, possui ação imunossupressora (Lonardoni e cols., 2000). Outro 

importante componente é a maxadila, potente vasodilatador presente na saliva do gênero 

Lutzomya (Lerner e cols., 1991), que parece ser a grande responsável pela exacerbação 

observada (Morris e cols., 2001). 

Além dos componentes da saliva ajudarem a leishmânia a se estabelecer no organismo 

do hospedeiro, as moléculas gp63 e LPG, presentes na sua superfície, a protegem da lise pelo 

sistema complemento, além de servirem como ligantes para os receptores da superfície de 

células da imunidade inata, sem, no entanto, ativar o metabolismo oxidativo do macrófago 
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(Alexander e cols., 1999).  

Embora a resposta imunológica inata não necessite de um reconhecimento específico, é 

capaz de reconhecer antígenos não próprios que expressam padrões moleculares associados a 

patógenos (PAMPs), os quais são conservados e estão presentes em grupos específicos de 

patógenos (Stafford e cols., 2002). Moléculas com estes padrões são reconhecidas através de 

receptores para reconhecimento de padrões (PRRs) presentes na superfície das células da 

imunidade inata, que se constituem na primeira frente de combate a patógenos. Estas células 

têm, portanto, o papel de limitar a disseminação e crescimento inicial dos parasitos, assim 

como modular e garantir as reações posteriores do sistema imunológico (Stafford e cols., 

2002). Dentre estas células, o macrófago é o principal responsável pela eliminação do 

parasito, já que se apresenta como sua principal célula hospedeira. Para que cumpram esta 

tarefa com maior eficiência, os macrófagos precisam ser ativados, tornando-se capazes de 

produzir uma grande quantidade de metabólitos tóxicos de oxigênio, tais como ânions 

superóxido (O2), peróxido de hidrogênio (H2O2) e óxido nítrico (Assreuy e cols., 1994). Para 

que sejam ativados, os macrófagos necessitam reconhecer os PAMPs e serem estimulados por 

citocinas específicas. 

Os principais PRRs envolvidos no reconhecimento de Leishmania, são os receptores do 

tipo TOLL (TLR) que além de reconhecerem PAMPs, têm papel na transdução de sinais 

intracelulares que ativam o macrófago, induzindo seus mecanismos imunológicos inatos 

(Hunter & Sher, 2001). Isto é, atuam na ativação do fator nuclear κB (NF-κB), resultando na 

produção de reativos oxigenados, intermediários nitrogenados, secreção de citocinas e 

quimiocinas, além de diferenciação celular (Hunter & Sher, 2001).  

Quando os PRRs de macrófagos reconhecem âncoras glicosil-fosfatidil inositol (GPI) na 

superfície da Leishmania dois sinais são ativados. Um deles induz a produção de TNF-α e IL-

12 e o outro induz a síntese de óxido nítrico (NO) (Stafford e cols., 2002), que atua como um 

importante mediador citotóxico e citostático, agindo na infecção por patógenos intracelulares 

(Liew e cols., 1990), tendo uma grande participação no combate a estes parasitos (Liew e 

cols., 1999). O NO parece ser um pré-requisito para o funcionamento de células NK e para a 

produção de citocinas durante a resposta imunológica inata (Bogdan e cols., 2000).  

O conjunto de citocinas e mediadores lipídicos liberados pela ativação de macrófagos 

residentes irão induzir a expressão de moléculas de adesão, que por sua vez, medeiam a 

migração de leucócitos polimorfonucleares (PMN) para o local de infecção. A presença de 

PMNs nas primeiras horas de infecção por Leishmania tem sido descrita principalmente nas 

lesões agudas, embora também estejam presentes nas lesões crônicas (Grimaldi e cols., 1980; 

Grimaldi e cols., 1984; Andrade e cols., 1984; de Magalhães e cols., 1986; Pompeu e cols. 
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1991).  

Os neutrófilos são o tipo celular dominante nos primeiros 3 dias após a infecção, e têm 

sido relacionados com a destruição dos parasitos através de enzimas proteolíticas 

armazenadas em grânulos especiais e pela produção de reativos de oxigênio (Lima e cols. 

1998) ou, em outros casos, podem funcionar como reservatórios do parasito nas fases iniciais 

da infecção (Beil e cols., 1992; van Zandbergen e cols. 2002). Experimentos mostram que 

camundongos suscetíveis e resistentes depletados de neutrófilos exibem uma alta carga 

parasitária quando comparados com os grupos controle (Lima e cols. 1998). 

O tempo de vida de um neutrófilo é relativamente curto, sofrendo apoptose após 

aproximadamente 6 horas (Squier, 1995). Tem sido demonstrado que a leishmânia pode 

retardar a apoptose dos neutrófilos por até 3 dias (Aga e cols., 2002), de modo que 

monócitos/macrófagos possam ser recrutados pela indução de quimiocinas (MIP-1α e MIP-

1β) (Scapini e cols., 2000). Estes por sua vez, fagocitam os neutrófilos apoptóticos infectados, 

(Savill e cols. 1989) que entram silenciosamente em suas principais células hospedeiras 

(Laskay e cols., 2003), sem ativarem seus mecanismos microbicidas (Meagher e cols., 1992).  

Os eosinófilos são outro tipo de PMN que também estão presentes em quantidades 

variáveis nas lesões provocadas por Leishmania, sendo mais evidentes em infecções 

produzidas por L. amazonensis (Grimaldi e cols., 1984; Pompeu e cols. 1991; Beil e cols., 

1992). O recrutamento de eosinófilos para os locais de infecção está relacionado a fatores 

quimiotáticos inerentes ao parasito (Saito e cols., 1996) e derivados de mastócitos, assim 

como a ativação do complemento e de linfócitos ativados (Yoshimura, 1989). Embora não 

tenham um papel importante na destruição de Leishmania, como os neutrófilos, os eosinófilos 

possuem importantes mecanismos de regulação da resposta inflamatória, como a estimulação 

da degranulação de mastócitos, além da liberação de várias citocinas, quimiocinas e fatores de 

crescimento, tais como IL-12, IL-4, fator estimulador de colônia de granulócitos e macrófagos 

(GM-CSF) e “regulated upon activaton, normal T-cell expressed and secreted” (RANTES), 

assim como podem expressar moléculas de MHC classe II e apresentar antígenos para as 

células T (Del Pozo e cols., 1992; Weller e cols., 1993). 

Além dos macrófagos, os mastócitos também liberam mediadores importantes, como o 

TNF-α, para a migração de PMNs para os locais de infecção (Malaviya e cols., 1996). Os 

mastócitos são elementos residentes do tecido, derivados de progenitores da medula óssea 

(Kitamura e cols., 1981, Kirschenbaum e cols., 1999) e representam um crucial e abundante 

constituinte da pele (Eady e cols., 1979). Estas células estão envolvidas na inflamação crônica 

de várias doenças, participando no início das reações alérgicas e na manutenção da 

inflamação alérgica, devido à liberação de uma variedade de moléculas como a histamina, 
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leucotrienos e várias citocinas tais como TNF-α, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IFN-γ, TGF-β 

e GM-CSF em resposta à ligação de IgE ao antígeno específico (Wodnar-Filipowicz e cols., 

1989; Galli e cols., 1991; Okayama e cols., 1995; Williams & Coleman, 1995). Os mastócitos 

também podem ser ativados independentemente de anticorpos, ligando-se diretamente à 

superfície de bactérias como Klebsiella pneumoniae e protozoários como Leishmania 

(Echtenacher e cols., 1996; Malaviya e cols., 1996; Bidri e cols., 1997). Ao interagirem com 

promastigotas de L. major ou L. infantum, os mastócitos rapidamente degranulam, liberando 

citocinas que podem influenciar no direcionamento da resposta imunológica adquirida. 

Citocinas como IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13, liberadas pelos mastócitos após sua ligação a 

antígenos complexados a IgE, podem ser importantes para o início de uma resposta T helper 2 

(Th2). Por outro lado, os mastócitos respondem a IL-12 produzindo IFN-γ (Gupta e cols., 

1996). Estes resultados sugerem que estas células podem ser capazes de induzir tanto uma 

resposta do tipo T helper 1 (Th1), quanto Th2. 

Assim como os mastócitos, as células natural killer (NK) respondem ao estímulo de IL-

12 através da produção de altos níveis de IFN-γ, sendo implicadas no desenvolvimento de 

uma resposta do tipo Th1 (Scharton & Scott, 1993).  

As células NK são capazes de induzir a lise celular através de um processo de 

citotoxicidade semelhante ao utilizado pelos linfócitos T CD8+ e também através de 

citotoxicidade dependente de anticorpos (ADCC) (Becker e cols., 2003), constituindo-se em 

um componente celular adicional da resposta imunológica inata.  

Diversos trabalhos têm relacionado o envolvimento das células NK na resistência e 

suscetibilidade à infecção por Leishmania. Tem sido demonstrado que estas células induzem 

resposta protetora mediada por IFN-γ em camundongos C3H.HeN infectados com L. major, 

quando comparados com a diminuída atividade destas células em camundongos BALB/c, 

sugerindo seu possível papel na resistência ou suscetibilidade do hospedeiro. A interação 

entre Leishmania e células NK parece levar à ativação destas células com produção de IFN-γ 

e aumento de sua atividade citotóxica (Nylen e cols., 2003). Há também evidências de que as 

células NK possam lisar células infectadas por L. major apesar de as moléculas envolvidas 

neste processo ainda não terem sido elucidadas (Wright e cols., 1983). Finalmente, foi 

demonstrado que células NK são capazes de ligar LPG da membrana de promastigotas de L. 

major através de um TLR na sua superfície. Esta ligação levaria a ativação da via do fator 

nuclear κB (NF-κB), aumentando, assim, a produção de IFN-γ e TNF-α, além da própria 

expressão do TLR-2 (Becker e cols., 2003). 

Além dos macrófagos e células NK, as células dendríticas (DC) também atuam como 

células efetoras da imunidade inata contra a Leishmania. As DCs são células especializadas 
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na captura, transporte e apresentação de antígenos às células T virgens (Banchereau & 

Steinman, 1998; Lanzavecchia & Sallusto, 2001; Shortman & Liu, 2002).  

Tem sido relatado que as células dendríticas encontradas na epiderme (células de 

Langherhans), ao se ligarem a antígenos estranhos através de seus PRRs, tornam-se ativadas e 

transportam antígenos parasitários da pele para os linfonodos drenantes, onde irão ativar as 

células T virgens (Moll, 2000; Banchereau e cols., 2000), sendo assim responsáveis pela 

transição para uma resposta imunológica adaptativa.  

Foi visto que o LPG da Leishmania pode inibir a migração das células de Langerhans, 

dificultando sua chegada ao linfonodo (Ponte-Sucre e cols., 2001). A internalização tanto de 

amastigotas como de promastigotas de L. major está relacionada ao aumento da expressão de 

MHC classe I e classe II, bem como de moléculas coestimulatórias como o CD40 e B7 e ao 

aumento da produção de IL-12 (Moll e cols. 1993), sendo, portanto a principal responsável 

pelo direcionamento a uma resposta do tipo Th1. Estudos in vitro demonstraram que existem 

populações distintas de DCs e que nem todos os subtipos são igualmente suscetíveis à 

infecção por amastigotas de L. major (Henri e cols., 2002).  

Células dendríticas (Moll e cols.,1995), assim como fibroblastos (Bogdan e cols., 2000), 

têm sido relacionados à persistência da Leishmania após a cura clínica de camundongos 

resistentes (Aebischer e cols., 1993), permitindo a manutenção da imunidade. Tais células 

podem apresentar continuamente antígenos de Leishmania às células T de memória, 

mantendo a imunidade. Na realidade, as DCs são consideradas as células apresentadoras de 

antígenos (APCs) mais poderosas, sendo as primeiras a produzirem IL-12 (Gorak e cols., 

1998) e as únicas capazes de induzir uma resposta imunológica adaptativa primária, 

permitindo, assim, o estabelecimento de uma resposta imunológica específica (Hart, 1997). 

Essas células parecem ser também capazes de modificar diretamente a diferenciação de 

células T em Th1 ou Th2 (Boonstra e cols., 2003). DCs produzem IL-12 após infecção por L. 

major (McDowell e cols., 2002) ou L. amazonensis (Bennett e cols., 2001) em conjunto com 

estímulo através de CD40L, uma importante molécula coestimulatória. O mesmo, porém, não 

ocorre em infecções por L. tropica (McDowell e cols., 2002) ou L. mexicana (Qi e cols., 

2001). Após o reconhecimento e processamento do antígeno estranho pelas APCs, estes são 

apresentados às células T virgens nos linfonodos, principalmente por DCs. O reconhecimento 

dos antígenos se dá no contexto das moléculas do MHC, onde antígenos conjugados ao MHC 

classe I são apresentados aos linfócitos T CD8+ e antígenos conjugados ao MHC classe II são 

apresentados aos linfócitos T CD4+. Para que os linfócitos que reconheceram os antígenos 

sejam ativados, eles necessitam de um segundo sinal de ativação, que é dado pela ligação de 

moléculas coestimulatórias, presentes na superfície das APCs, aos seus respectivos receptores 
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nos linfócitos T. Estas incluem o CD40 e a molécula B7-1 (CD80) (presentes nas APCs), que 

ligam-se ao CD40L ou ao CD28 (na superfície dos linfócitos). Por outro lado, a ligação de 

B7-2 (CD86) da APC com CTLA-4 na célula T fornece um sinal negativo que vai limitar a 

expansão desta célula (Rogers e cols., 2002). 

Tem sido demonstrado que a ligação de CD40 com CD40 ligante (CD40L) induz a 

resistência à infecção por L. major, já que camundongos deficientes em CD40L são altamente 

suscetíveis à infecção (Campbel e cols., 1996; Kamanaka e cols., 1996). Embora o papel das 

moléculas B7 ainda não esteja claro, sua expressão em DCs influencia a imunidade contra L. 

major. Quando culturas de células epidérmicas enriquecidas por células de Langerhans foram 

infectadas com L. major, a expressão de B7-1 encontrava-se reduzida em culturas 

provenientes de camundongos BALB/c, enquanto que nas culturas com células provenientes 

de C3H, a molécula que se encontrava reduzida era B7-2 (Mbow e cols., 2001). 

O tipo de célula T estimulada pelas APCs, assim como o padrão de citocinas liberadas 

no meio, influenciará o curso da infecção por Leishmania que é dependente de uma resposta 

celular, já que é um parasito intracelular.  

A relevância do balanço/equilíbrio das subpopulações de linfócitos Th1/Th2, na 

regulação do curso da doença in vivo, provém de estudos no modelo murino com L. major. 

Esses estudos demonstram que a resistência à infecção por L. major está associada à 

diferenciação de linfócitos T CD4+ em Thl, mas não em Th2. Neste modelo, a resposta do tipo 

Thl leva à cura de lesões de leishmaniose cutânea experimental, enquanto a progressão da 

doença está associada a uma resposta do tipo Th2 (Liew & Millott, 1990; Heinzel e cols, 

1991; Hondowicz & Scott, 2002). 

Desta forma, nos animais suscetíveis à infecção por L. major, a produção de IL-4 é 

maior, direcionando a diferenciação dos linfócitos para subpopulações Th2. Estas produzem 

mais IL-4, inibindo a síntese de NO por macrófagos ativados, permitindo consequentemente a 

sobrevivência e multiplicação dos parasitos (Liew e cols, 1999). Por outro lado, em 

indivíduos naturalmente resistentes à leishmaniose cutânea ocorre uma grande produção de 

IL-12, direcionando a reposta para o padrão Thl. As células Th1 produzem IFN-γ, os quais 

ativam macrófagos que produzem NO e, consequentemente matam os parasitos intracelulares. 

Tem sido relatado que a diferenciação da resposta imunológica em Th1 ou Th2 depende 

marcantemente das interações iniciais sofridas pelos linfócitos, como o tipo de antígeno 

reconhecido e o estímulo de citocinas (Paul & Seder, 1994; Scott e cols., 1988).  Células T 

com TCR Vβ4/Vα8 interagem com o antígeno LACK (Homólogo de Leishmania do receptor 

para kinase C ativada) de Leishmania, produzindo grandes quantidades de IL-4, polarizando a 

resposta para o tipo Th2 em camundongos BALB/c infectados por L. major (Launois e cols., 



Introdução__________________________________________________________________ 

Cardoso, FO________________________________________________________________ 
24

1997). Embora a presença de IL-4 esteja relacionada com a indução de uma resposta do tipo 

Th2, enquanto que a de IL-12 esteja relacionada com uma resposta do tipo Th1, durante a fase 

inicial da infecção por L. major, tanto os camundongos suscetíveis quanto resistentes, 

demonstram uma resposta mista dos linfócitos T CD4+ com a produção de IL-12, IL-4 e IL-

13. Estes dados indicam que a resposta pode ser redirecionada nas fases posteriores da 

infecção (revisado por Sacks & Noben-Trauth, 2002). 

Do mesmo modo que os linfócitos T CD4+ podem diferenciar-se Th1 e Th2, as células 

T citotóxicas (Tc) CD8+ também podem diferenciar-se em linfócitos Tc1 e Tc2 (Ferrick e 

cols., 1995). Desta forma, Tc1 produz IFN-γ e TNF-α enquanto Tc2 secreta IL-4, IL-5, IL-6 e 

IL-10, sendo as duas últimas também secretadas por Tc1, porém em menor quantidade 

(Mosmann e cols., 1997). Também de modo semelhante aos padrões Th1 e Th2, a 

diferenciação em Tc1 parece ser estimulada por IFN-γ e IL-12, enquanto a diferenciação em 

Tc2 requer grandes quantidades de IL-4 em ausência de IFN-γ (Mosmann e cols., 1997). 

Ambas as populações têm ação citotóxica por via de perforina, uma vez que células 

provenientes de animais deficientes em perforina não demonstram atividade citotóxica por 

Tc1 nem por Tc2 (Mosmann e cols., 1997). Da mesma forma, ambas também são capazes de 

lisar células expressando moléculas Fas (Sad e cols., 1997). 

Embora os linfócitos T CD4+ sejam considerados como os mais importantes na infecção 

por Leishmania, o papel dos linfócitos T CD8+ tem sido considerado no curso da infecção.  

Linfócitos T CD8+ têm sido associados ao fenótipo protetor em camundongos BALB/c 

reinfectados com Leishmania, devido à produção de IFN-γ (Müller e cols., 1993; Stefani e 

cols., 1994). Seu papel na infecção primária com altas doses de L. major por via subcutânea 

em camundongos C57BL/6 deficientes em CD8+ (Huber e cols., 1998) ou tratados por 

anticorpos anti-CD8+ (Titus e cols., 1987) não foi importante, pois os animais mantinham a 

habilidade de curar a lesão. No entanto, estudos com doses mais baixas e inoculação 

intradérmica mostraram que, além das células CD4+, as CD8+ também são necessárias para o 

controle da infecção na pele (Belkaid e cols., 2002a). A importância destas células na 

eliminação das amastigotas de células fagocitadas também foi demonstrada em camundongos 

BALB/c infectados por L. donovani que foram incapazes de controlar o parasitismo tecidual 

quando suas células CD8+ foram depletadas (Stern e cols., 1988). 

A ação citotóxica mediada por perforina, assim como a indução de apoptose de 

macrófagos parasitados parecem ser os mecanismos candidatos pelos quais as células CD8+ 

tentam conter a multiplicação do parasito (Tsagozis e cols., 2003). Dados sugerem que a ação 

leishmanicida dos linfócitos CD8+ é modulada por IL-2 e envolve secreção de IFN-γ (Murray 

e cols., 1993; Lehmann e cols., 2000). Na realidade, alguns autores sugerem que o papel mais 
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importante dos linfócitos T CD8+, mas especificamente os Tc1, durante a infecção por 

Leishmania seja a produção de IFN-γ (Reiner & Locksley, 1995). Estas células poderiam, 

inclusive, ser responsáveis por regular a expressão desta citocina pelas células T CD4+ 

(Herath e cols., 2003). A produção de IFN-γ e TNF-α seriam importantes, via ativação de 

macrófagos, para a eliminação das amastigotas liberadas após a lise da célula hospedeira pelo 

linfócito citotóxico, uma vez que foi evidenciado que as amastigotas liberadas mantêm a sua 

infectividade e podem infectar os macrófagos vizinhos (Smith e cols., 1991). A liberação 

destas amastigotas, que estavam em células incapazes de combatê-las, e sua disponibilização 

para células mais aptas, como, por exemplo, macrófagos ativados, parece ser um importante 

papel das células T CD8+ (Sacks & Noben-Trauth, 2002). 

Enquanto as células T estão associadas à resolução das lesões por Leishmania, as 

células B e anticorpos têm sido implicadas na suscetibilidade à infecção. Camundongos que 

carregam uma mutação na molécula Btk (Xid), a qual está relacionada com a alteração da 

sinalização mediada por receptor nas células B convencionais e com a ausência de células B1, 

apresentam uma resistência aumentada à leishmaniose experimental (Hoerauf e cols, 1994). 

Entretanto, a ausência total desta população de linfócitos pode levar a uma patologia 

exacerbada nos camundongos deficientes em linfócitos B (camundongo knockout (KO) para a 

região transmembranar da molécula de imunoglobulina) infectados com L. donovani, que 

pode ser revertida pela transferência de imunoglobulinas (Smelt e cols, 2000). Outro estudo, 

utilizando camundongos tratados com anti-IgM e infectados com L. tropica, demonstrou que 

as células B são necessárias para a geração de células T supressoras, as quais estão implicadas 

na supressão da hipersensibilidade tardia a antígenos de Leishmania e consequente 

suscetibilidade observada em camundongos BALB/c. Apesar disso, nos camundongos 

resistentes depletados de células B a diminuição da resistência era transitória, já que esta 

linhagem era capaz de resolver as lesões (Sacks e cols., 1984). 

 1.3.1. Citocinas envolvidas na resposta imunitária 

O processo inflamatório causado pela infecção por Leishmania é modulado por 

várias citocinas, as quais podem ser determinantes na resolução ou na progressão das lesões.  

O IFN-γ é considerado a principal citocina que participa da resposta imunológica 

do hospedeiro contra a Leishmania. Os linfócitos T e as células NK são as principais fontes de 

produção do IFN-γ (Charley & Bonnardiere, 1993) apesar de já ter sido provado que também 

pode ser produzida por macrófagos e células dendríticas (Frucht e cols., 2001).  Dentre as 

principais atividades do IFN-γ estão a estimulação da resposta inata através das células NK, 

estímulo da atividade citotóxica específica, baseada no reconhecimento de antígenos 
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associados a moléculas de MHC e, principalmente, ativação de macrófagos (Boehm e cols., 

1997). O IFN-γ aumenta a expressão de IL-12 por macrófagos e monócitos (Trinchieri, 1995) 

e, em camundongos, atua na troca de classe de anticorpos de IgM para IgG2a e IgG3 (Snapper 

e cols., 1992; Collins & Dunnick, 1993). Finalmente, ela ainda atua no aumento da expressão 

de MHC I e II (Revel & Chebath, 1986), sendo este último estimulado em quase todas as 

células, com exceção para os linfócitos B, nos quais ele na realidade antagoniza o aumento de 

expressão provocado por IL-4 (Mond e cols., 1986). Entre os mecanismos de evasão da 

Leishmania foi demonstrado que L. donovani (Nandan & Reiner, 1995), L. major e L. 

mexicana (Bhardwaj e cols., 2005) inibem a ação do IFN-γ, atuando diretamente em sua via 

de sinalização intracelular. Em camundongos que conseguem controlar a infecção observam-

se quantidades significativas dessa citocina, indicando assim que ela participa de forma 

significativa na proteção do hospedeiro (Sadick e cols., 1986). 

O IFN-γ e o TNF-α contribuem para o aumento da ação microbicida dos 

macrófagos (Titus e cols., 1989; Scott, 1991) por aumentar a produção de NO pela indução da 

óxido nítrico sintase induzível (iNOS) (Deng e cols., 1993). Este, por sua vez, possui uma 

ampla gama de atividades biológicas (Pfeffer, 2003), tais como indução de choque, potente 

ação pró-inflamatória e ainda mediador capaz de estimular monócitos, eosinófilos, 

neutrófilos, células endoteliais e fibroblastos (Beutler & Cerami, 1988). O TNF-α é produzido 

principalmente por macrófagos ativados, mas também por células T e B, células NK, 

fibroblastos e células endoteliais (Derouich-Guergour e cols., 2001). Em doenças infecciosas 

o TNF-α tem sido descrito como mediador de resistência, controlando o parasitismo 

intracelular e limitando a duração do processo inflamatório (Derouich-Guergour e cols., 

2001). 

A comprovação da importância do TNF-α no controle da leishmaniose foi feita 

administrando-se anticorpos anti-TNF-α em camundongos CBA. Esses camundongos, que 

são geneticamente resistentes à infecção por L. major, desenvolveram lesões cutâneas 

relativamente maiores que os animais do grupo controle, ao passo que a injeção de TNF-α no 

sítio primário reduziu significativamente o tamanho da lesão (Liew e cols. 1990). Em outro 

estudo, foi visto que camundongos C3H, resistentes à infecção por L. major, produzem 

quantidades significativas de TNF-α, enquanto que camundongos BALB/c, suscetíveis, não 

produzem níveis detectáveis desta citocina (Titus e cols., 1989), confirmando a capacidade 

protetora do TNF-α na inibição da multiplicação da Leishmania (Titus e cols., 1989).  

Por outro lado, no homem, títulos altos de TNF-α não parecem estar associados à 

proteção contra Leishmania (Pisa e cols., 1990). Pacientes com formas mais graves da doença, 
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especialmente com lesões mucosas ativas (da-Cruz e cols., 1996), forma visceral ativa 

(Barral-Netto e cols., 1991) e forma difusa (Pisa e cols., 1990) estavam associadas a altos 

níveis desta citocina. Como a forma mucocutânea tem sido associada a uma resposta 

imunológica exacerbada, pode ser que os altos níveis de TNF-α neste caso estivessem 

associados ao agravamento da lesão (Da-Cruz e cols., 1996), o que não explicaria os 

resultados encontrados na forma visceral e difusa, uma vez que, nestas doenças, a resposta 

imunológica é tida como reduzida. 

Ao mesmo tempo em que atua em sinergia com TNF-α, o IFN-γ antagoniza IL-4. 

Esta citocina tem sido descrita principalmente por induzir diferenciação e proliferação em 

células Th2 (Paul, 1997), auxiliando linfócitos B e, em camundongos, influenciando na troca 

de classe de anticorpos de IgM para IgG1 e IgE (Choi & Reiser, 1998). Ela ainda aumenta a 

expressão de MHC II em linfócitos B (Noelle e cols., 1984), assim como a expressão do seu 

próprio receptor (Ohara & Paul, 1988). Ela é produzida principalmente por células Th2, 

basófilos e mastócitos (Nelms e cols., 1999), podendo ainda ser expressa em linfócitos γδ 

(Ferrick e cols., 1995) e eosinófilos (Dubucquoi e cols., 1994). A IL-4 atua também 

modulando a expressão de moléculas de adesão em células vasculares, tendo assim um 

importante papel na inflamação. Desta forma, a IL-4 favorece o recrutamento de células T e 

eosinófilos, ao invés de granulócitos para o sítio da inflamação (Nelms e cols., 1999). 

Kopf e cols., em 1996, mostraram que camundongos BALB/c, normalmente 

suscetíveis à L. major tornavam-se resistentes quando tinham o seu gene para IL-4 depletado. 

Estes animais, porém não tinham alterada a secreção de citocinas pró-inflamatórias tais como 

TNF-α e IL-12 e mantinham a atividade de iNOS (Kopf e cols., 1996). No mesmo ano, 

porém, Noben-Trauth e cols. (1996) não viram qualquer alteração na suscetibilidade de 

camundongos BALB/c que haviam tido o gene da IL-4 deletado em suas células tronco 

embrionárias. Mais tarde também mostraram que animais depletados do receptor para IL-4 

tampouco se tornavam mais resistentes à infecção por L. major (Noben-Trauth e cols., 1999). 

Kropf e cols. (2003) sugerem que as diferenças observadas possam ser devidas a variações 

nas cepas de parasitos utilizadas, assim como na idade dos animais no momento da infecção. 

Outra observação contraditória quanto ao papel da IL-4 foi demonstrada por Louis e cols. 

(2003). Eles viram que quando a IL-4 é administrada nas primeiras horas de infecção, antes 

do desenvolvimento de uma resposta T dependente, ela atua induzindo a produção de IL-12 

por DCs, o que favorece a resolução da infecção. Quando, no entanto, ela é administrada mais 

tardiamente, induz o desenvolvimento de uma resposta Th2, associada à suscetibilidade. 

A IL-12 é um heterodímero formado pelas subunidades p40 e p35 e produzida, 

principalmente, por células fagocíticas profissionais, células apresentadoras de antígenos, por 
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células T, particularmente pelas subpopulações Th0 e subpopulações Th1. As células T CD8+ 

também podem produzi-la, mas em pequena quantidade. Essa citocina em conjunto com o 

TNF-α e IFN-γ contribui para o aumento da resolução da infecção por L. major, ou seja, 

induz a uma resposta do tipo Thl (Belosevic e cols., 1990a; Belosevic e cols., 1990b). Uma 

das principais funções biológicas da IL-12 é estimular a produção de IFN-γ pelas células NK 

e pelos linfócitos T, que por sua vez vai atuar sobre células fagocíticas, aumentando sua 

capacidade parasiticida e a secreção de citocinas pró-inflamatórias, incluindo a própria IL-12 

(Trinchieri, 1998). Além disso, aumenta a atividade citotóxica dos linfócitos T CD8+ e das 

células NK (Abbas e cols., 2000) e promove a diferenciação dos linfócitos T CD4+ para 

respostas celulares do tipo Th1 (Park & Scott, 2001), inibindo sua diferenciação em Th2, 

atuando, assim, não somente como uma citocina proinflamatória, mas também como um 

potente imunorregulador da resposta celular (Trinchieri, 1998).  

O papel da IL-12 no início da infecção por Leishmania é incontestável e diversos 

autores defendem que, uma vez que uma resposta Th1 foi estabelecida sua função efetora in 

vivo é independente de IL-12 (Constantinescu e cols., 1998). No entanto, trabalhos mais 

recentes defendem o papel desta citocina na manutenção de uma resposta Th1. Isso porque 

camundongos KO para IL-12 reconstituídos com células Th1 obtidas de camundongos 

singênicos, que haviam curado uma infecção primária por L. major, não foram capazes de 

resistir a uma infecção pelo mesmo parasito (Park & Scott, 2001). A leishmânia pode inibir a 

produção de IL-12 (Carrera e cols., 1996) interferindo na síntese de IFN-γ, o que 

consequentemente contribui para a diminuição dos efeitos microbicidas dos macrófagos. O 

tratamento de camundongos com IL-12 recombinante confere a estes animais resistência à 

infecção por L. major. Ficou demonstrado que após esse tratamento, os animais produzem 

IFN-γ e, portanto, há um predomínio da resposta do tipo Thl (Heinzel e cols., 1993; Heinzel e 

cols., 1995a; Heinzel e cols., 1995b). 

Enquanto IFN-γ e TNF-α estão associadas à ativação de macrófagos (Stafford e 

cols., 2002), o TGF-β foi caracterizado por inativar os processos fisiológicos dos macrófagos, 

mediando à imunossupressão da produção de IFN-γ e favorecendo a replicação e 

sobrevivência do parasito dentro da célula (Belkaid e cols. 2002b, Gorelik e cols. 2002).  

O TGF-β é uma proteína homodimérica produzida por uma ampla gama de 

células, incluindo macrófagos, células NK, T e B (Omer e cols., 2000). Tem ação na 

diferenciação celular, adesão e migração, estando envolvido em diferentes processos tais 

como: inflamação, reparo de tecido, fibrose, entre outros (Omer e cols., 2000). Esta citocina 

pode ter um papel pró ou antiinflamatório dependendo da sua concentração (Wahl, 1994). 
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Desta forma, o TGF-β recruta monócitos, células T e neutrófilos para o sítio da inflamação no 

início da infecção, através da modulação das moléculas de adesão na superfície de células 

endoteliais (Omer e cols., 2000). No entanto, em altas concentrações suprime a produção de 

TNF-α e NO por macrófagos (Espevik e cols., 1987) e IFN-γ e TNF-α por células NK 

(Bellone e cols., 1995), tendo ainda sido visto como inibidor da expressão e atividade de IL-

12 (Bogdan & Rollinghoff, 1998). 

Na infecção de camundongos BALB/c por L.amazonensis, ocorre uma grande 

liberação de TGF-β nas primeiras 24 horas de infecção (Reed, 1999) e o tratamento com 

anticorpo neutralizante anti-TGF-β, em camundongos com 4 semanas de infecção, leva a uma 

diminuição da carga parasitária e aumento dos níveis de NO na lesão (Reed, 1999), mostrando 

a influência desta citocina na desativação do macrófago. De modo semelhante, a produção de 

TGF-β ativo pode estar envolvida na falta de resposta antigênica associada à leishmaniose 

visceral (Carvalho e cols., 1985; 1994). Wilson e cols. (1998) mostraram que o TGF-β 

produzido em granulomas do fígado foi, em parte, responsável pela inibição da liberação de 

IFN-γ pelas células T CD4+. Barral e cols. (1995) mostraram que o TGF-β está presente na 

lesão de pacientes com leishmaniose cutânea. Em pacientes com lesão que evolui para cura 

espontânea, sua presença se dá de modo passageiro no início da infecção, porém em pacientes 

com lesões mucocutâneas ou disseminadas, o TGF-β aparece de forma persistente, estando, 

provavelmente, relacionado à falta de capacidade do organismo em eliminar o parasito. 

Outro potente desativador de macrófagos é a IL-10. Esta citocina foi 

primeiramente descrita como fator inibidor de síntese, uma vez que atua na produção de 

citocinas pró-inflamatórias, tais como TNF-α e IL-12, e quimiocinas pelo macrófago (Conti e 

cols., 2003). IL-10 recombinante foi capaz de suprimir a liberação de TNF-α e reativos 

oxigenados por macrófagos peritoneais de camundongos de maneira independente de TGF-β 

(Bogdan e cols., 1991). A IL-10 é produzida por macrófagos, células T e B, além de 

mastócitos, queratinócitos, entre outras células (Conti e cols., 2003) e influencia nas 

atividades de diferentes tipos celulares, incluindo células T, B e NK, mastócitos, DCs e 

granulócitos (Moore e cols., 2001). Acredita-se que sua ação na supressão da produção de 

citocinas e quimiocinas se dê pela inibição da via do NF-κB (McInnes e cols., 2001). A IL-10 

ainda inibe a produção de IFN-γ por células T e diminui a expressão de moléculas MHC II 

por monócitos, diminuindo, assim a expansão de células T (Hashimoto e cols., 2001). 

O papel da IL-10 nas infecções por Leishmania foi estudado por muitos autores 

uma vez que a severidade da leishmaniose visceral e a progressão da lesão em pacientes com 

leishmaniose cutânea têm sido associadas a altos níveis de IL-10 (Ghalib e cols., 1993; Louzir 
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e cols., 1998). Camundongos deficientes para IL-10 foram capazes de controlar a infecção, 

mesmo após a infecção com altas doses de L. major (Kane & Moseer, 2001). Da mesma 

forma, animais tratados com anticorpos neutralizantes anti-IL-10 após a infecção por este 

parasito, mostraram forte redução da lesão (Chatelain e cols., 1999). Células CD4+ de 

camundongos suscetíveis à infecção por L. major apresentam uma maior expressão de IL-10 

que células provenientes de camundongos resistentes (Chatelain e cols., 1999). Camundongos 

BALB/c KO para IL-10 também se mostraram resistentes à infecção por L. (L.) donovani, 

com aumento na produção de IFN-γ (Murphy e cols., 2001). Por outro lado, a utilização de 

anticorpos neutralizantes anti-IL-10 só foram capazes de reduzir parcialmente a infecção por 

L. mexicana e L. amazonensis (Padigel e cols., 2003). A resolução da infecção foi, porém, 

mais significativa quando os animais foram neutralizados tanto para IL-10, quanto para IL-4 

(Padigel e cols., 2003). 

1.4. Matriz extracelular 

A matriz extracelular (MEC) é uma complexa rede de macromoléculas relativamente 

estáveis e de diferentes naturezas que são produzidas, exportadas e complexadas pelas células, 

modulando a estrutura, fisiologia e biomecânica dos tecidos, mantendo sua integridade e 

também oferecendo base para aderência de células. A MEC é especialmente abundante nos 

tecidos conjuntivos, mas apresenta papel fundamental também nos demais tecidos. No tecido 

conjuntivo denso assegura a resistência e elasticidade pela sua riqueza em colágeno e elastina. 

No tecido conjuntivo frouxo os agregados de proteoglicanas asseguram a manutenção de um 

ambiente hidratado que permite a difusão de nutrientes e catabólitos. A MEC pode ter uma 

função especializada como membrana basal, sendo composta por isoformas de colágeno tipo 

IV, proteoglicanos (perlecan) e glicoproteínas (laminina e entactina). 

A MEC é dividida em dois componentes principais:  

• Matriz fibrilar: 

 - Fibras colágenas; 

 - Fibras elásticas. 

• Matriz não-fibrilar: 

 - Glicosaminoglicanos (sulfato de condroitina, ácido hialurônico); 

 - Proteoglicanos (GAGs + proteínas); 

 - Glicoproteínas (fibronectina, laminina, condronectina); 

 - Enzimas (Metaloproteinases).  
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Estes componentes interagem fortemente entre si e entre as células a fim de manter a 

integridade estrutural de diversos tecidos. Essas interações também sustentam importantes 

eventos celulares como migração, proliferação, diferenciação e apoptose (Huxley-Jones e 

cols., 2007, Aumailley & Gayraud, 1998). É uma estrutura bastante dinâmica que realiza 

importante papel no processo de desenvolvimento normal bem como em várias patologias. 

1.4.1. Colágenos 

O colágeno é a proteína mais abundante no organismo, perfazendo entre 25 e 30% 

das proteínas corporais e participam de diferentes formas da MEC (Myllyharju & Kivirikko, 

2004). Pertence a uma grande família de proteínas compostas por 29 membros que estão 

divididos em diferentes subfamílias (Myllyharju & Kivirikko, 2004). Os colágenos fibrilares 

(colagenos I, II, III, V, XI, XXIV e XXVII) têm a habilidade de formar grandes fibrilas que 

são responsáveis pela força tensil dos tecidos. Os colágenos também podem formar filamentos 

finos (colágeno IV), fibrilas de ancoramento (colágeno VII) e grandes redes (colágenos IV, 

VIII e X). Além destes, a família colágeno também contém membros que ancoram a 

membrana basal ao estroma, chamados de multiplexinas (colágenos XV e XVIII). Outro 

subgrupo de colágenos (colágenos XIII, XVII, XXIII e XXV) é capaz de formar proteínas 

transmembrana devido a suas subunidades α possuírem domínios transmembrana (Franzke e 

cols., 2005).   

Todos os colágenos são formados pela mesma estrutura básica, uma tripla hélice 

composta por cadeias α. A estrutura primária dessas cadeias consiste de uma repetição de 

Gly-X-Y, onde a glicina é essencial na formação da tripla hélice. X e Y podem representar 

qualquer aminoácido, mas geralmente correspondem a prolina e hidroxiprolina 

respectivamente. 

Em humanos, vários receptores na superfície celular podem reconhecer e se ligar 

ao colágeno. Dependendo do motivo que os receptores reconhecem no colágeno, eles podem 

ser divididos em quatro grupos (Heino, 2007):  

♦ Grupo 1 - receptores tais como glicoproteínas VI (Smethurst e cols., 2007), 

platelet collagen receptor, e LAIR-1 (leukocyte-associated immunoglobulin-

like receptor-1) (Lebbink e cols., 2006), um receptor que suprime a função dos 

linfócitos;  

♦ Grupo 2 – membros da família das integrinas e dois receptores do domínio 

discoidina (DDR1 e DDR2) (Vogel e cols.,1997; Shrivastava e cols., 1997); 

♦ Grupo 3 – receptores que se ligam a motivos crípticos nos colágenos 

desnaturados (Gullberg e cols., 1992); 
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♦ Grupo 4 – receptores que se ligam a domínios não-colágenos. 

O colágeno tipo I é o mais abundante e o mais estudado, sendo produzido por 

fibroblastos e seu grau de polimerização máxima confere maior capacidade de resistir a 

tensões, formando mais de 90% da massa orgânica dos ossos e é o principal colágeno de 

tendões, pele, ligamentos, córnea e de vários interstícios (Lochner e cols., 2006; Gelse e cols., 

2003; Aumailley & Gayraud, 1998). A tripla hélice do colágeno tipo I está usualmente na 

forma de um heterotrímero com duas cadeias α1(I) idênticas e uma cadeia α2(I). In vivo, as 

fibras em tripla hélice estão na maioria das vezes associadas ao colágeno tipo III ou tipo V. O 

colágeno tipo III é um homotrímero de três cadeias α1(III) e amplamente distribuído nos 

tecidos que contêm colágeno tipo I e fibras do sistema elástico (oxitalânicas, elaunínicas e 

elásticas). Esse tipo de colágeno é produzido pelas células do músculo liso e células 

reticulares, conferindo ao músculo liso, tecido hematopoético e nervos as suas propriedades 

devido a média polimerização de suas fibrilas (Junqueira & Carneiro, 2000). Os membros da 

família colágeno IV (Kühn, 1995) compõe aproximadamente 50% de todas as membranas 

basais (LeBleu e cols., 2007), e são caracterizados por sua habilidade de formar complexos e 

se integrar a laminina, ao nidogênio e a outros componentes, participando do processo de 

montagem da membrana basal (Timpl e cols., 1981; Yurchenco & Furthmayr, 1984). Seis 

cadeias individuais foram identificadas: α1(IV)-α6(IV), que se liga a 3 promotores distintos, 

α1.α1.α2(IV), α3.α4.α5(IV) e  α5.α5.α6(IV) (Boutaud e cols., 2000; Hudson e cols., 2003).  

1.4.2. Fibronectina 

A Fibronectina está envolvida em vários processos celulares, ajudando a organizar 

a interação celular, além de participar na embriogênese, reparo tecidual e na formação do 

coágulo sanguíneo. Além disso, serve como uma molécula de adesão, ancorando células e 

patógenos.  Pode ser encontrada no plasma sanguíneo e em outros fluidos corporais na forma 

solúvel, enquanto na MEC apresenta-se como uma forma multimérica insolúvel. (Henderson, 

2011). Estruturalmente, esta proteína é composta por duas cadeias não idênticas de 230-270 

kDa ligadas covalentemente por suas regiões C-terminais por pontes dissulfeto. Cada cadeia é 

composta de uma série de módulos ou domínios repetitivos: 12 módulos tipo I, 2 tipo II, 15 a 

18 (dependendo do splicing) tipoIII e uma região variável ou IIICS. Todos esses módulos são 

resultantes do splicing alternativo de um único gene (Patel e cols., 1997). O arranjo 

diferencial destes módulos proporciona uma variedade de formas, gerando em torno de 20 

variantes da fibronectina humana e duas formas principais: celular e plasmática (Ffrench-

Constant, 1995; Kosmehl e cols., 1996). 

A fibronectina ancora-se a superfície celular através da ligação direta dos módulos 
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III8-III10, mais precisamente na região da sequência Arg-Gly-Asp (RGD) (Liao e cols., 

1992), a α5ß1 and αIIbß3 integrinas, podendo também se ligar através de outras substâncias 

como fibrina, heparina, colágeno, e  integrinas α4ß1 and α4ß7( Lobb & Hemler, 1994).  

A fibronectina está envolvida na patogênese de múltiplas doenças, tanto 

infecciosas quanto não infecciosas. Ela funciona como um alvo para moléculas adesivas 

presentes na superfície de células e patógenos, atuando como um substrato para diferentes 

células que possuem ligantes específicos para ela. 

1.4.3. Laminina 

As lamininas são uma família de glicoproteínas heterotriméricas que tem um 

papel significante na montagem e arquitetura da membrana basal, além de regular a 

diferenciação, adesão e migração celular (Julia Tzu & Peter Marinkovich, 2008). 

 Estruturalmente, são formadas por três subunidades: α, β e γ, existindo 5 tipos de 

cadeias α, quatro β e três γ (Miner & Yurchenco, 2004), que, diferente da fibronectina, são 

codificadas por 3 genes distintos. Estas cadeias podem ser arranjadas em diferentes 

combinações, formando um trímero de arranjo cruciforme, com tamanho que varia entre 400–

900 kDa. Além das diferentes combinações, um splicing alternativo das cadeias também pode 

ocorrer, criando um enorme número de possibilidades, mas apesar disso, somente 15 tipos de 

lamininas diferentes foram identificadas em mamíferos (Aumailley e cols., 2005). As cadeias 

α estão envolvidas com interações com receptores celulares como integrinas (Patarroyo e cols. 

2002). Já as cadeias β e γ estão envolvidas nas interações com moléculas da MEC (Gerl e 

cols., 1991; Chen e cols., 1999 Gersdorff e cols., 2005).  

São as proteínas estruturais não colágenas mais abundantes da membrana basal 

(Timpl e cols., 1979), sendo produzidas por células mesenquimais e epiteliais que as 

depositam dentro desta membrana (Patarroyo e cols. 2002), sendo incorporadas a ME por 

interações com outras moléculas como colágeno IV, nidogenio, fibulina e outras lamininas.  

1.5. Matrix extracelular x Leishmania sp. 

Uma vez no interior do hospedeiro vertebrado, as leishmânias estão expostas a um novo 

microambiente na pele composto principalmente da frouxa matriz do tecido conjuntivo, 

formado por proteínas fibrosas envolvidas por glicosaminoglicanas e proteoglicanas 

(McGwire e cols, 2003, Lira e cols., 1997). A capacidade de alguns patógenos de invadir 

tecidos de hospedeiros depende do reconhecimento mútuo de moléculas de superfície da 

célula hospedeira e do parasito durante o processo de adesão. Estudos indicam que parasitos 

do gênero Leishmania possuem moléculas de adesão em sua superfície e que, pelo menos na 
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espécie Leishmania mexicana, devem ser responsáveis pela interação com moléculas da MEC 

durante os estágios iniciais da infecção (Lira e cols., 1997). Vários ligantes têm sido 

demonstrados na interação entre a Leishmania e a célula hospedeira. A presença de moléculas 

de adesão pode estar envolvida na patogenia da leishmaniose e pode explicar a preferência de 

certas espécies pela pele, onde há abundância de componentes da MEC (Lira e cols, 1997). Os 

componentes da MEC interagem entre si e demonstram grande interdependência. A 

modificação de um deles seja por um fator intrínseco (sistêmico, genético ou relacionado à 

idade) ou extrínseco (ambiental), poderá acarretar consequências para todo o tecido. Tais 

alterações, apesar de raramente seguirem um padrão para determinadas enfermidades, podem 

servir para confirmação de diagnósticos (Holbrook & Byers, 1989). Chang e McGwire (2002) 

demonstram que formas promastigotas quando inoculadas na pele, ligam-se preferencialmente 

ao colágeno do tipo I, e que esta interação é específica e saturável. 

As leishmânias possuem em sua superfície uma proteína conhecida como 

leishmanolisina, presente tanto nas formas amastigota, quanto promastigota. Esta proteína 

degrada a fibronectina do hospedeiro, liberando múltiplos fragmentos que tem a capacidade 

de regular a produção de intermediários reativos de oxigênio em macrófagos infectados. 

Kulcani e colaboradores (2008) sugerem que Leishmania spp. interagem com a fibronectina 

através de um receptor específico e que os parasitos a degradam utilizando dois sistemas de 

proteases. Esta degradação promove a invasão local da MEC e os produtos resultantes desta 

degradação podem influenciar o estado de ativação dos macrófagos do hospedeiro. A ligação 

de macrófagos a fragmentos de peptídeos contendo o domínio ICS (segmento de ligação a 

fibronectina) podem diminuir a expressão de algumas citocinas como IFN-γ, IL-12, MCP-1 e 

TGF-β (Korom e cols., 1998). Por outro lado, a interação entre o macrófago e a fibronectina I 

intacta leva a um aumento da secreção de TNF-α (Beezhold & Personius, 1992). Além de 

modular a atividade dos macrófagos, a habilidade para degradar componentes da MEC 

aumenta as chances de acesso do parasito às circulações linfática e sanguínea e facilitando a 

migração de macrófagos infectados (McGwire e cols., 2003). Outro papel desta proteína na 

infecção por Leishmania spp. é de interagir com receptores para fibronectina facilitando a 

infecção dos macrófagos pelos parasitos, além de estabilizar a adesão complemento 

dependente entre parasitos e macrófagos, permitindo rápida e eficiente fagocitose 

(Brittingham e cols., 1999). A fibronectina também tem sido considerada como um 

importante participante da interação do parasito com os fagócitos mononucleares, uma vez 

que macrófagos humanos e de camundongos sintetizam e secretam esta proteína (Vannier-

Santos e cols., 1992, Wyler e cols., 1985). Ela agiria influenciando consideravelmente a 

fagocitose em vários sistemas celulares e modulando a resposta imunológica, assim como 
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vários outros componentes da MEC, tais como: laminina, colágenos, trombospondina, entre 

outros, os quais podem regular as funções dos macrófagos levando a um aumento da invasão 

(revisado por Vannier-Santos e cols, 1992; Brittingham e cols., 1999).  

Trabalhos de nosso grupo demonstraram que a infecção por L. amazonensis causa 

alterações na MEC e que essas alterações estão relacionadas a carga parasitária. 

Camundongos BALB/c, C57BL/6 e DBA/2 apresentaram diferentes graus de suscetibilidade a 

infecção cutânea por L. amazonensis. Estas alterações foram mais evidentes nos camundongos 

BALB/c, sensíveis à Leishmania, os quais apresentaram maior destruição tecidual e uma 

importante diminuição da expressão de fibronectina ocorria nos locais onde havia uma maior 

carga parasitária. Um discreto decréscimo na expressão de fibronectina foi observado nas 

áreas onde havia a presença de amastigotas nos camundongos DBA/2, os quais apresentam 

em geral menor carga parasitária quando comparados com os camundongos BALB/c ou 

C57BL/6 (Abreu-Silva e cols., 2004). Estes resultados sugerem que formas amastigotas 

podem estar diretamente envolvidas na degradação dos componentes da matriz extracelular 

como sugerido por McGwire e cols., (2003). Além das alterações na fibronectina, também foi 

demonstrado que, na fase inicial da infecção, há uma predominância de colágeno I na lesão 

primária, que na fase tardia é substituído gradualmente pelo colágeno III (Abreu-Silva e cols., 

2004).  

A expressão de fibronectina também foi estudada em cães naturalmente infectados por 

L. chagasi (= L. infantum), demonstrando um maior aumento na expressão dessa proteína no 

fígado de cães sintomáticos do que nos assintomáticos (Melo e cols., 2009).  

A fibronectina também pode se ligar a promastigotas de Leishmania, in vitro, e atuar 

favorecendo sua associação a fagócitos mononucleares (Wyler e cols., 1985). Estudos 

utilizando culturas de células do epitélio pigmentado da retina (ARPE-19) infectadas por L. 

amazonensis demonstraram que a produção de fibronectina é modulada pelo parasito. Após 

24 horas de infecção, quando a quantidade de parasitos aderidos e internalizados era elevada, 

havia um aumentoa na expressão de fibronectina. No entanto, uma diminuição na expressão 

foi observada 72 horas após a infecção, quando a carga parasitária era reduzida. 

1.6. Modelos experimentais 

Muitos modelos experimentais têm sido utilizados para o estudo das leishmanioses com 

o intuito de estudar a patogênese destas doenças e o desenvolvimento de vacinas.  

A infecção de cobaios com L. enriettii foi o primeiro modelo a ser bem caracterizado. O 

mais interessante deste modelo animal é o fato de que a infecção é bastante similar a 

observada na leishmaniose cutânea que ocorre em humanos infectados com L. major (Mauel e 
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cols., 1981). Devido a esta característica, o cobaio foi utilizado em estudos de 

hipersensibilidade retardada (DTH), em infecções experimentais com outras espécies de 

Leishmania (Gorczynski, 1983) e em testes cutâneos para diagnóstico. Além do cobaio, o 

hamster também tem sido utilizado em estudos histopatológicos, de eficiência de drogas, e 

testes de vacinas, por serem hospedeiros suscetíveis (Lupasco e cols., 1961; Robledo e cols., 

2012; Kushawaha e cols., 2012).  

Devido ao desenvolvimento em larga escala de estudos imunológicos e avanço sobre o 

conhecimento das características genéticas do hospedeiro na evolução da infecção por 

diferentes espécies de Leishmania, o camundongo tornou-se o modelo central no estudo da 

imunopatologia da doença, reproduzindo uma patologia similar à encontrada no homem, tanto 

nas formas tegumentares, quanto visceral da doença, dependendo da linhagem utilizada.  

Estudos utilizando diferentes linhagens de camundongos infectados com L. major 

evidenciaram uma diferença importante na capacidade de controlar a infecção por 

Leishmania. Camundongos BALB/c são extremamente suscetíveis à infecção, desenvolvendo 

grandes úlceras que podem se espalhar por todo o corpo do animal, levando a morte; por outro 

lado, camundongos C57BL/6 e CBA/N são resistentes, desenvolvendo pequenas lesões 

autorresolutivas, e tornando-se resistentes à reinfecção (Preston & Dumonde, 1976); enquanto 

a maioria das outras linhagens exibe um comportamento intermediário de 

suscetibilidade/resistência. Resultados obtidos recentemente em nosso laboratório mostraram 

que uma cepa de L. amazonensis, isolada de um caso humano da região Centro-Oeste do 

Brasil, se comporta de maneira semelhante quando inoculada por via subcutânea em 

diferentes linhagens de camundongos singênicos (Souza, 2002).  

A resistência/suscetibilidade do camundongo a leishmânia está, em grande parte, 

relacionada ao backgroud genético das diferentes linhagens de camundongos empregadas 

nestes estudos. Loci murinos, tais como Nramp 1 (Lsh) e H-2, têm sido descritos como 

determinantes no controle da leishmaniose visceral, com Lsh atuando na resposta imune inata 

(Barton e cols., 1995) e o locus H-2 sendo crítico na resposta imunológica adquirida 

desenvolvida contra L. infantum no fígado (Leclercq e cols., 1996). Enquanto o crescimento 

do parasito pode ser controlado em camundongos com Nramp 1 (Lsh) selvagem (CBA), 

camundongos mutantes para este gene (BALB/c e C57BL/6) não são capazes de controlar o 

crescimento do parasito, apresentando 50 a 100 vezes mais amastigotas em seus fígados que 

os selvagens (Blackwell, 1989; Crocker e cols., 1984). A expressão desta resistência natural é 

independente de células T e outros aspectos da imunidade adquirida. Embora a maioria dos 

camundongos mutantes para Nramp 1 (Lsh) eventualmente controlem a infecção hepática, a 

taxa e a efetividade neste controle é determinada em grande parte por genes do MHC (Kaye e 
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cols., 2004).  

Outros parâmetros como dose, via de inoculação, espécie/isolado e estágio evolutivo do 

parasito, assim como idade, sexo, condições nutricionais e genéticas do hospedeiro, estão 

relacionados a este padrão de resistência/suscetibilidade, e podem explicar os dados 

contraditórios que se observam na literatura com relação a essa diferença em linhagens 

isogênicas de camundongos infectados por Leishmania (Bradley & Kirkley, 1977). 

Desta forma, o estudo da imunidade celular e humoral na leishmaniose experimental no 

modelo murino se faz importante para melhor compreensão dos mecanismos envolvidos na 

resistência e suscetibilidade a esta infecção. 
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Geral: Estudar diferentes parâmetros imunopatológicos em linhagens de camundongos 

isogênicos infectados por Leishmania amazonensis, avaliando os padrões de resposta 

relacionados ao grau de resistência ou suscetibilidade à infecção.  

 

Específicos: 

• comparar a cinética das lesões primárias entre as linhagens de camundongos 

utilizadas; 

• caracterizar o infiltrado inflamatório da lesão primária e de órgãos como 

linfonodo, fígado e baço; 

• determinar por imunohistoquímica as populações celulares presentes no 

infiltrado inflamatório da lesão primária e linfonodo; 

• avaliar a produção de anticorpos anti-Leishmania nas diferentes linhagens de 

camundongos; 

• determinar o perfil de citocinas produzido/expresso no soro, lesão primária, 

linfonodo, fígado, baço e no sobrenadante de cultura de linfócitos das linhagens 

estudadas; 

• quantificar a carga parasitária das lesões cutâneas, linfonodos de drenagem, 

fígado e baço e verificar as diferenças na capacidade de visceralização da 

Leishmania amazonensis em diferentes pontos da infecção; 

• analisar as alterações dos componentes da matriz extracelular na infecção; 

• analisar a interrelação entre a produção de citocinas e sua influência nas 

alterações dos componentes da matriz extracelular. 
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3.1. ARTIGO 1 

Immunopathological studies of Leishmania amazonensis infection in resistant and in 

susceptible mice
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3.2. ARTIGO 2 

Cytokine production during Leishmania amazonensis infection in mice with different 

genetic backgrounds 

(Submetido a Infection and Immunity)
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Cytokine production during Leishmania amazonensis infection in mice with different 1 
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Cytokine response in Leishmania amazonensis infected mice 3 
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ABSTRACT 20 

This work studied the infection caused by Leishmania amazonensis in four mouse 21 

strains in order to evaluate the cytokine production in terms of disease progression, and the 22 

patterns of resistance and susceptibility. The analysis of TGF-β, TNF-α, IFN-γ, IL-4, IL-10 23 

and IL-12 production showed that, independent of the mouse strains studied, there was no 24 

predominance in the pattern of expressed cytokines having a mixed pattern of Th1 and Th2 25 

cytokines. These data allowed us to infer that the host genetic background does not influence 26 

the cytokine pattern expressed in L. amazonensis infection. These results may contribute to a 27 

clearer understanding of the immune response in mice infected with L. amazonensis since the 28 

immunopathological aspects of this infection, in the murine model, are different from those 29 

observed in L. major infection, where the susceptible and resistant mice show a polarized 30 

immune response. 31 

Key-words: L. amazonensis, inbred mice, immunopathology, cytokines. 32 

33 
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INTRODUCTION 34 

In South America Leishmania amazonensis is known as an etiologic agent of cutaneous 35 

and cutaneous diffuse leishmaniasis (6). The latter clinical form is related to the failure of the 36 

host immune response to control the Leishmania infection (5). 37 

The inflammation caused by Leishmania infection is modulated by various cytokines, 38 

which may determine the resolution of the lesions or their progression. Cytokines are the key 39 

elements of the host immune response against this pathogen and for decades many authors 40 

have described the cytokine profile in murine leishmaniasis, but the results concerning the 41 

mouse strain and the specie of Leishmania used are controversial (27). According to the 42 

literature, the resistance and elimination of the parasites are due to the presence of interferon-43 

gamma (IFN-γ) and tumor necrosis factor alpha (TNF-α) from the Th1 profile, while the Th2 44 

cytokines, like interleukin (IL-) 4 and IL-10 are linked to the susceptibility of infections by 45 

Leishmania (11, 30). The balance between inflammatory and regulatory cytokines creates a 46 

controlled immune response that promotes parasite killing but not tissue destruction during 47 

CL (cutaneous leishmaniasis) infection (4, 8). 48 

The Th1 x Th2 paradigm has been established in Leishmania infection by comparing L. 49 

major susceptible mice with resistant mice. BALB/c mice have been used to study 50 

mechanisms of susceptibility to L. major, whereas C57BL/6 mice have been used for 51 

resistance studies. Nevertheless, the mechanisms underlying resistance and susceptibility may 52 

be different from those described for BALB/c and C57BL/6 mice infected with L. major if 53 

different strains of mice and different species of parasite are used (15, 21, 14). In L. 54 

amazonensis infection a low and mixed Th1/Th2 response is observed both in mice model and 55 

in humans. Even though L. amazonensis promastigotes can, transiently, active dendrict cells 56 

and macrophages, the cell activation intensity and cytokine production are sometimes lower 57 

than the activation observed by L. major and L. braziliensis promastigotes (31, 29). 58 

Thus, in this study we determined the cytokine production in mice serum and 59 

lymphocyte culture supernatant during L. amazonensis in vivo and in vitro infections. 60 

 61 

MATERIAL AND METHODS 62 

Animals 63 

Four to six week old C57BL/10, DBA/2, CBA and C3H.He female mice were obtained 64 

from the animal facilities of the Oswaldo Cruz Institute. These strains were eligible on the 65 
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basis of their resistance or susceptibility pattern previously determined via experiments in our 66 

laboratory (9). All experiments with animals were conducted in accordance with the 67 

guidelines for experimental procedures of Oswaldo Cruz Institute (License no L.001/07). 68 

Parasites 69 

The L. amazonensis MHOM/BR/2000/MS501 strain was isolated from the bone marrow 70 

aspirate of a patient with visceral leishmaniasis (VL) from Mato Grosso do Sul state and was 71 

maintained by serial passages in mice in our laboratory. 72 

Experimental design 73 

Mice were divided into eight groups with 40 animals each: G1- infected C57BL/10, G2- 74 

normal C57BL/10, G3- infected DBA/2, G4- normal DBA/2, G5- infected CBA, G6- normal 75 

CBA, G7- infected C3H.He and G8- normal C3H.He. The groups 1, 3, 5 and 7 were 76 

subcutaneously infected by injecting 106 L. amazonensis promastigotes in the right hind 77 

footpad and the groups 2, 4, 6 and 8 were subcutaneously injected with 50 µl of phosphate 78 

buffered saline (PBS) also in the right hind footpad. The infective-stage metacyclic 79 

promastigotes were isolated from the stationary phase cultures (6 days old) and quantified in a 80 

Neubauer hemocytometer (17) using Erythrosine B stain, as described elsewhere (16). 81 

Serum samples  
82 

Four animals of each group were euthanized and had blood collected by cardiac 
83 

puncture 3h, 24h, 48h, 72h, 96h, 15, 30, 60, 90 and 120 days after infection. The blood 
84 

samples were pooled into a single tube. The serum was stored at -20 °C for later 
85 

determination of cytokines by ELISA. 
86 

Cell culture and in vitro stimulation 
87 

Popliteal and inguinal lymph nodes were aseptically removed 1, 15, 90 and 120 days 
88 

after infection and cell suspensions were pooled for each time point. The lymphocytes were 
89 

plated in flat bottom 96-well plates, at a concentration of 1x106 cells/well, totaling 15 wells. 
90 

The lymphocytes in five of these wells were stimulated with viable promastigotes of L. 
91 

amazonensis (1x107 cells/well), five with concanavalin A (ConA) (100 ng/well) (positive 
92 

control) and five wells were not stimulated (negative control). The plates were incubated in a 
93 

humid atmosphere at 37 °C and 5% CO2. After 96h of incubation, the plates were centrifuged 
94 

at 500 rpm for 15 minutes and the supernatants were collected and stored at -20 °C for later 
95 

determination of cytokine levels by ELISA.  
96 
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Detection of cytokines in serum and cell culture supernatants 97 

ELISA with pairs of specific Abs was used according to the manufacturer's instructions 98 

to quantify the amounts of TGF-β, IL-4, IL-12, IFN-γ, TNF-α and IL-10. The ELISA kits for 99 

TGF-β, IL-4, IL-12 detection were purchased from BD Biosciences and IFN-γ, TNF-α and 100 

IL-10 from R&D Biosciences. Relative concentrations of cytokines were determined using a 101 

spectrophotometer (BioRad - Benchmark microplate Reader). The colorimetric reaction was 102 

read at 450 nm with correction at 540 nm. The mean absorbance was calculated for each set 103 

of duplicate standards, controls and samples and the mean zero standard absorbance was 104 

subtracted. 105 

Statistical analysis 106 

The serum was pooled for each time point as it would not be possible to obtain a 107 

sufficient quantity of serum from each animal separately. The same pooling procedure was 108 

performed with the cell supernatant. The results of the cytokine in the infected mice serum are 109 

shown individually while results of the control groups represent the mean values of all time 110 

points analyzed. The results of the cytokines in the culture supernatants of lymphocytes were 111 

expressed in an index form, i.e. the result of dividing the concentration of cytokines in the 112 

wells stimulated with Leishmania by the concentration found in the non-stimulated wells. The 113 

results were considered statistically significant when they had values or ratios greater than or 114 

equal to twice or less than or equal to half the control value. 115 

 116 

RESULTS AND DISCUSSION 117 

Serum cytokine dosage 118 

In susceptible mouse strains (C57BL/10 and CBA) the TGF-β production occurred 119 

mainly in the earlier phases of the infection (Figure 1A and 1C) whereas in relative resistant 120 

and resistant mouse strains (DBA/2 and C3H.He, respectively) this cytokine was produced in 121 

the late phase (Figure 1B and 1D). 122 

CBA mice showed the highest levels of IL-4 (peak of ≅ 1200 pg/mL) 24 hours after 123 

infection (Figure 1G). C57BL/10 mice presented similar levels of IL-4 when compared to the 124 

non-infected control group (Figure 1E). DBA/2 and C3H.He mice presented the lowest levels 125 

(≤60pg/mL) of IL-4 with a peak 48 hours and 30 days after infection respectively (Figures 1F 126 

and 1H). 127 

Significant levels of IL-10 were observed in DBA/2 and C3H.He mice mainly in later 128 
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phases of the infection (Figures 1J and 1L) whereas no difference was observed for the 129 

C57BL/10 and CBA mice when compared to the control group. Also both strains presented a 130 

decrease of IL-10, 15 days post infection (Figures 1I and 1K).  131 

Differently from the other cytokines, IL-12 production was only detect on DBA/2 mice, 132 

starting 60 days after infection with a 40pg/mL peak, which dropped slowly after that (data 133 

not shown). 134 

No difference was observed in levels of IFN-γ, produced by infected and non-infected 135 

C57BL/10 mice during the course of the infection (Figure 2A). In regard to DBA/2 mice the 136 

level of this cytokine was the highest until 48h, which decreased significantly for the 137 

following time points, increasing at 120 days (Figure 2B). CBA mice had lower levels of this 138 

cytokine when compared to the control group (Figure 2C). C3H.He mice showed the highest 139 

IFN-γ levels with peaks at 48 and 72h after infection (Figure 2D).  140 

When TNF-α was evaluated, it was observed that all mouse strains presented elevated 141 

production of this cytokines at different times after infection (Figures 2E - 2H). 142 

Cytokine detection in lymphocyte culture supernatants 143 

No mouse strains presented any significant level of TGF-β (≤1pg/mL) in the 144 

lymphocyte cultures. The dosage of IL-4 in the supernatant of the culture showed that 145 

C57BL/10 was the mouse strain that presented the highest levels on the 15th day post infection 146 

of this cytokine followed by C3H.He (Figures 3A and 3D). 147 

The C57BL/10 strain presented the highest level of IL-12 on 15th day post infection, 148 

while CBA mice showed the lowest level of this cytokine, ≈50pg/mL, at 90 and 120 days 149 

after infection (Figures 3B and 3D). 150 

C3H.He mice demonstrated the highest levels of TNF-α, followed by C57BL/10 and 151 

DBA/2 mice that also presented a peak of this cytokine 15 days post infection (Figures 3A, 152 

3B and 3D). 153 

Only C57BL/10 and DBA/2 mice presented detectable levels of IFN-γ. Both mice 154 

strains presented levels of this cytokine 15, 90 and 120 days after infection (Figures 3C and 155 

3D). 156 

The C57BL/10 mice showed the same levels of IL-10 production on 15, 90 and 120 157 

days after infection while in DBA/2 mice this cytokine was only observed 15 and 90 days 158 

after infection (Figures 3C and 3D). In C3H.He and CBA mice this cytokine was not 159 

detectable (Figure 3A and 3B). 160 

DISCUSSION 161 
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The activation of specific T cells occurs in the lymph nodes and thymus. These sites 
162 

provide a microenvironment and the anatomic costimulatory signals necessary to activate 
163 

naive cells. The mechanisms of antigen transportation of peripheral sites to lymph nodes or 
164 

thymus are extremely important for the induction and maintenance of the immune response. 
165 

In mice the resistance and susceptibility to L. major infection are related to the ability of the 
166 

host to produce Th1 or Th2 profile cytokines (23, 10, 26, 1). Here we observed that resistant 
167 

and relatively resistant mice (C3H.He and DBA) displayed lower levels of IL4 in the serum. 
168 

On the other hand, we observed that even susceptible mice did not reproduce the same pattern 
169 

since CBA mice presented high levels of IL-4, 24 hours after infection while C57BL/10 mice 
170 

did not present significant levels when compared to non-infected control mice. Although IL4 
171 

is well established as a signatory cytokine in the Th2 responses, studies have shown that it can 
172 

be induced independently of IL4/IL13 (reviewed by 2). This phenomenon was also 
173 

demonstrated by Noben-Trauth et al. (1996) and Heinzel & Maier (1999) (24, 13) which 
174 

showed that IL4-/- BALB/c mice was not able to control the infection, showing clearly that 
175 

other factors are involved in healing or non healing of the infection. 
176 

Analyzing the IL-10 role in our model we observed that an unremitting production of 177 

this cytokine was maintained along the infection in DBA/2 and C3H.He resistant mice, which 178 

was not observed in susceptible mice. A similar pattern was observed for IFNγ. IL-10 can be 179 

produced by macrophages and T cells, in particular T regulatory cells, which can decrease 180 

antigen presentation (7, 20). In previous studies our group demonstrated the persistence of the 181 

parasite in the popliteal draining lymph node in resistant C3H.He mice (9).  182 

 The L. major experimental murine infection has been widely used to study the immune 
183 

response of leishmaniasis. Such studies have provided information about how the Th1 and 
184 

Th2 cells develop after infection, what regulates their development and how they can be 
185 

stored (25, 27). It is widely accepted in literature that the high susceptibility of BALB/c mice 
186 

to infection by L. major is associated with Th2 T cells, which produce IL-4 and IL-10, while 
187 

the resistance of other mouse strains is associated with the differentiation of T cells to Th1, 
188 

which produce IFNγ (27). However, this dichotomy does not occur in a murine model of L. 
189 

amazonensis infection (28). 
190 

 Parasites of the mexicana complex, which includes L. amazonensis, produce chronic 
191 

infections in most mouse strains, differently from L. major (12, 8). C3H and C57BL/6 mouse 
192 

strains, which are normally resistant to L. major, develop a non-healing form when infected 
193 

with L. amazonensis (3), while BALB/c and C57BL/10 produce metastatic lesions and they 
194 

lose the limb corresponding to the inoculation site (12). Thus, early treatment with IL-12 can 
195 
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lead to the resolution of an infection by L. major or L. donovani, but not for L. amazonensis 
196 

(22). Similarly, IL-10 is linked to a phenotype of non-healing infections in .L. major, but 
197 

seems to have a much smaller role during infection by parasites of the mexicana complex 
198 

(22). Increased susceptibility has been associated to CD4+ T cells which produced IFN-γ and 
199 

express IL-12Rβ2 (19, 1). In contrast to what occurs with L. major, Vanloubbeeck et al. 
200 

(2004) (28) demonstrated that the induction of a Th1 phenotype by immunotherapy with 
201 

dendritic cells in mice infected with L. amazonensis does not promote healing, and they 
202 

showed that the increase of Th1 cytokines alone is not sufficient to promote resistance against 
203 

this species of Leishmania. Thus, it is possible that the concurrent activation of factors that 
204 

counteract the protective effect of Th1 response may be more relevant then Th1 cytokines to 
205 

L. amazonensis infection. 
206 

The serum cytokine dosage showed that L. amazonensis stimulates cytokine 
207 

production of both Th1 and Th2 patterns in all strains of mice used in our study, which differs 
208 

from the results observed in L. major infections. These findings reinforce the idea that each 
209 

Leishmania specie has a unique response and in infections produced by L. amazonensis there 
210 

is not a predominance of Th1/Th2 cells having a cytokine mix. 
211 

In the present study L. amazonensis infected mice draining lymph node did not trigger 
212 

the production of cytokines 24 hours after infection. This result could be explained because at 
213 

the beginning of the L. amazonensis infection there was a delay in the production of cytokines 
214 

and proinflammatory chemokines (18). An analysis of the same cytokines in the serum 
215 

showed the presence of IL-4 and IFN-γ in the initial phase of infection. Based on these results, 
216 

we can conclude that cytokine production is different for each organ, and the cytokines 
217 

present in serum may be the result of the cytokine production from different organs. 
218 

A mixed pattern of cytokines was observed in both serum and in lymph node 219 

supernatant leading us to conclude that the immunology of L. amazonensis infection is 220 

different from that produced by L. major in susceptible and resistant mice which exhibit a 221 

polarized immune response. 222 
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ABSTRACT 15 

Background: Leishmaniasis is a complex of diseases caused by Leishmania spp. In the L. 16 

major model susceptibility is associated with the Th2 pattern while resistance is associated 17 

with Th1 cells. Methodology/Principal Findings: In this work C57BL/10 and C3H.He mice 18 

were infected with L. amazonensis and the cytokines, iNOS and extracellular matrix proteins 19 

expression were measured by qRT-PCR. Cytokine response was found to be different in each 20 

of the analyzed organs. C57BL/10 mice showed an increase of proinflammatory cytokines 21 

expression (IL-12, TNF-α and IFN-γ) as well as iNOS induction, in the primary lesion. This 22 

enhancement was associated with tissue destruction, while high levels of TGF-β were 23 

associated with macrophage deactivation and parasite establishment early in infection. In the 24 

C57BL/10 mouse spleens, a concomitant expression of TNF-α, IL-10, IL-12, IFN-γ and iNOS 25 

was associated with parasite presence. A proinflammatory cytokine expression was observed 26 

in C57BL/10 mouse livers in the initial phase of infection, whereas regulatory ones (TGF-β 27 

and IL-10) were noted in the late phase. The L. amazonensis resistant mice showed low levels 28 

of cytokine expression in all organs examined. Analysis of matrix proteins expression showed 29 

an association between increased expression of IFN-γ, collagen I and III with the expression 30 

of TGF-β in the liver and lymph nodes of both mouse strains. The footpad expression of 31 

collagen III in the late phase of infection was associated with the massive presence of 32 

parasitized histiocytes. A high level of laminin and fibronectin expressions was observed in 33 

C57BL/10, but not in C3H.He mouse footpads. Conclusions/Significance: Although there is 34 

not a direct association between cytokine expressions in all organs studied, the L. 35 

amazonensis infection induces a mixed production of cytokines. Extracellular matrix proteins 36 

are important for pathogen invasion and tissue reconstitution in experimental leishmaniasis. 37 

Our work adds knowledge and contributes to a better understanding of leishmaniasis 38 

immunopathology. 39 

40 
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AUTHOR SUMMARY 41 

This paper studies the association of cells and antibody responses with the spread of 42 

the parasites in the host, as well as changes in the extracellular matrix using mice with 43 

different genetic backgrounds infected with Leishmania amazonensis. The resistance to 44 

infection in humans and mice infected with Leishmania major is associated with a Th1-type 45 

immune response with production of the cytokines IL-12, IFN-γ and TNF-α, while 46 

susceptibility is due to regulatory responses with the production of IL-4, IL-10 and TGF-β. In 47 

our model using L. amazonensis, the analysis of the footpad lesions, draining lymph nodes, 48 

spleen and liver showed that the balance between T-helper (Th)-1 or Th2 response in L. major 49 

infection was not observed. Each of the organs analyzed presented a compartmentalized 50 

cytokine response with a different cytokine profile. Our results associated with others in the 51 

literature will contribute to the knowledge of Leishmania infection and will help to develop 52 

vaccine strategies. 53 

54 
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INTRODUCTION 55 

Leishmania amazonensis is commonly related to the cutaneous manifestations of the 56 

disease. However a broad spectrum of clinical manifestations in humans (1) and mice (2; 3) 57 

can be found. The visceralization of L. amazonensis has been observed for several organs, 58 

such as brain (4), liver, spleen (5; 6) and bone marrow (7; 1). Development of different 59 

clinical manifestations, as well as disease severity, has been credited to, not only the parasite 60 

species, but also to the host genetics and immune responses. 61 

Susceptibility to Leishmania major infection has been associated with the 62 

differentiation of T cells to the Th2 pattern, in which IL-4 and IL-10 are produced. On the 63 

other hand, resistance is associated with Th1 cells, which produce IFN-γ (8). However, when 64 

different inbred mouse strains are infected with L. amazonensis this dichotomy does not 65 

occur. Vanloubbeeck et al. (9) demonstrated that induction of the Th1 phenotype by 66 

immunotherapy with dendritic cells in L. amazonensis infected mice does not promote cure, 67 

revealing that the increase of Th1 cytokines alone does not promote resistance against this 68 

Leishmania species. It is possible that the activation of factors which neutralize the Th1 69 

response can interfere with protection during L. amazonensis infection.  70 

 The presence of adhesion molecules may be involved in leishmaniasis pathogenesis and 71 

may explain the preference of certain species to skin, which is rich in extracellular matrix 72 

(ECM) components. Parasites of the L. mexicana complex present adhesion molecules on 73 

their surface which interact with the ECM during the early stages of infection. Promastigotes 74 

preferentially bind to type I collagen when they are inoculated into the skin, and that this 75 

interaction is specific and saturable (10). The gp63, a surface protein of Leishmania, enhances 76 

the ex vivo ability of this parasite to migrate through the ECM, degrading components of this 77 

matrix, which increases the chances of the parasite to access the lymphatic system and blood 78 

circulation and facilitates the activation and migration of macrophages (11). In a previous 79 

study our group using mice with different patterns of resistance to L. amazonensis observed 80 

changes in the ECM at the infection site and draining lymph nodes, confirming the 81 

involvement of ECM in the host cell-parasite relationship (6). These results suggested that 82 

amastigotes may be directly involved in the degradation of extracellular matrix components as 83 

suggested by McGwire et al. (11). 84 

So, the study of leishmaniasis cellular and humoral immunity, the mechanisms 85 

responsible for parasite dissemination in the murine model, as well as the involvement and 86 

influence of the ECM in parasite-host relationship are important to evaluate the mechanisms 87 

involved in resistance and susceptibility to different species of Leishmania. Therefore, the aim 88 
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of this work was to study the expression of cytokines and ECM components in L. 89 

amazonensis-infected mice from resistant and susceptible genetic backgrounds. The study 90 

provides a better understanding of the factors responsible for the different clinical forms of 91 

the disease and its broad spectrum of immune responses. 92 

 93 

METHODS 94 

Animals 95 

 Four to six weeks old female C57BL/10 and C3H.He mice were obtained from the 96 

animal facilities of the Oswaldo Cruz Foundation, Rio de Janeiro, Brazil. These strains were 97 

elected on the basis of their resistance or susceptibility pattern previously determined in our 98 

laboratory (12). All experiments with animals were conducted in accordance with the 99 

guidelines for experimental procedures of Oswaldo Cruz Foundation (process number 100 

L001/07). 101 

Parasites 102 

 The L. amazonensis, MHOM/BR/2000/MS501 strain, was isolated from the bone 103 

marrow aspirate of a patient that developed visceral leishmaniasis in Mato Grosso do Sul 104 

state, Brazil,  and was maintained by serial passages in BALB/c mice in our laboratory. 105 

Periodically, amastigote forms were isolated from mouse footpads and cultivated in LIBHIT 106 

medium (13) to obtain promastigotes for subsequent mouse infection. 107 

Experimental design 108 

 Mice were divided into 4 groups with 25 animals each: G1: infected C57BL/10 mice; 109 

G2: control C57BL/10 mice; G3: infected C3H.He mice; G4: control C3H.He mice. Animals 110 

of G1 and G3 were subcutaneously infected by injecting 106 L. amazonensis promastigotes in 111 

the right hind footpad (RHF) and animals of G2 and G4 were subcutaneously injected with 50 112 

µL of phosphate buffered saline (PBS) also in the RHF. Infective-stage metacyclic 113 

promastigotes were obtained from stationary phase cultures (6 days old) and quantified prior 114 

to infection in a Neubauer hemocytometer (14) using Erythrosine B stain, as described 115 

elsewhere (15). Animals from each group were euthanized in CO2 chamber prior to the 116 

removal of footpad lesions, draining lymph nodes, spleen, and liver 24h, 30, 120 and 180 days 117 

after infection. Fragments were removed, immediately frozen and stored at -70 °C. 118 

 119 
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qPCR primers design 120 

 Primers targeting the genes IL-4, IL-10, IL-12, TNF-α, IFN-γ, TGF-β, iNOS, Laminin, 121 

Fibronectin and Collagens I, III and IV were designed using the Primer Express software 122 

version 3.0 (Applied Biosystems, 2004), and manufactured by Invitrogen (Table 1 displays 123 

forward and reverse primer sequences). The Real Time PCR assays were performed by SYBR 124 

Green detection and the relative quantification used the mouse gene RPLP0 (large ribosomal 125 

protein) as the endogenous control for calibration of the mRNA levels. 126 

mRNA extraction 127 

 Total RNA from tissues was extracted using the reagent TRIZOL (Invitrogen, 128 

Karlasruhe, Germany) following the manufacturer’s instructions. cDNA synthesis was 129 

performed with 1 µg of total RNA using iScript cDNA Synthesis kit (Bio-Rad Laboratories, 130 

Hercules, CA) according to the manufacturer’s recommendations. 131 

qPCR assay conditions 132 

 All reactions were conducted using Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR 133 

Systems. The reaction was performed using Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied 134 

Biosystems) with 5µL of 1:18 diluted cDNA for all targets, except IL-4 and Collagen IV for 135 

which 10µL were used; 100nM of each - forward and reverse – primers was used in each 136 

reaction. The temperature parameters consisted of a hold at 95 °C for 10 min followed by 40 137 

temperature cycles of 95 °C for 15s and 58 °C for 1 min. A melt curve analysis was 138 

performed on all reactions. The results were analyzed with the 7500 software v2.0.6 (Applied 139 

Biosystems). 140 

 141 

RESULTS 142 

Cytokine expression analysis 143 

The mRNA expressions of IL-4, IL-10, IL-12, IFN-γ, TGF-β, TNF-α and iNOS were 144 

assessed by qRT-PCR in the footpad, draining lymph node, liver and spleen of C57BL/10 and 145 

C3H.He mice. 146 

Analyses of the lesion sites of C57BL/10 mice showed an enhancement of 147 

proinflammatory cytokines – IFN-γ, TNF-α and IL-12 - in the late phase, especially 180 days 148 

after infection (Figures 1A, 1D and 1G, respectively), coinciding with an increase of the IL-10 149 

expression  (Figure 1M). In parallel, C3H.He mice presented a more discreet enhancement 150 

only in the late phase (Figures 1A, 1D, 1G and 1M). The TGF-β expression showed an early 151 
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enhancement in both mouse strains, declining at later times (Figure 1J). In the early phase, the 152 

iNOS expression increased in the C57BL/10 mice 24 hours after infection, whereas in the late 153 

phase, both mouse strains presented increased iNOS expression (Figure 2A). The IL-4 154 

cytokine was not detected in any mouse footpad (data not shown). 155 

The cytokine evaluation in the draining lymph node showed very low cytokine 156 

expression except for IFN-γ and IL-4 that showed an enhanced expression in the susceptible 157 

C57BL/10 mice 30 days after infection. In resistant C3H.He mice none of the studied 158 

cytokines presented significant levels of expression in this organ (data not shown). 159 

In the liver, an enhancement of IFN-γ, TNF-α, IL-12 and IL-10 expressions was noted 160 

in susceptible C57BL/10 mice, 30 days after infection (Figures 1B, 1E, 1H and 1N, 161 

respectively). C3H.He mice presented a later increase of TNF-α 120 days after infection 162 

(Figure 1E). The highest expressions of TGF-β and IL-10 were seen at 120 days after 163 

infection in both mouse strains, although at higher levels in C57BL/10 mice (Figures 1K). 164 

The expression of all cytokines studied after six months of infection, except TGF-β, was 165 

lower in comparison to that of mock-infected mice (Figures 1B, 1E, 1H, 1K and 1N). The 166 

iNOS expression decreased in the initial phase of infection for both mouse strains; 167 

nevertheless the expression was higher, especially in C3H.He mice, 120 days after infection 168 

(data not shown). 169 

The spleen of both mouse strains presented an elevation of all cytokines expressions, 170 

except TGF-β, thirty days after infection. At the late phase of infection, however, cytokines 171 

expression was in low levels (Figures 1C, 1F, 1I and 1O). TGF-β was expressed at basal level 172 

in the early phase of infection in both strains with a discreet increase 120 days after infection 173 

(Figure 1L). The iNOS expression in C57BL/10 mice was higher 30 days after infection but 174 

presented basal levels in the late phase. On the other hand, the iNOS expression in C3H.He 175 

mice was low after 24 hours as well as in the late phase of infection (Figure 2B). 176 

Extracellular matrix component analysis 177 

 Footpad qRT-PCR analyses showed an enhancement of fibronectin (FN) and laminin 178 

(LM) expressions in L. amazonensis-infected C57BL/10 mice, 30 days after infection. 179 

However, the level of mRNA was reduced to basal levels in the late phase of infection. On the 180 

other hand, C3H.He mice showed only a transient increase of LM 30 days post-infection 181 

(Figures 3A and 3D). The C3H.He mice maintained basal levels of collagen I expression 182 

throughout the experiment while C57BL/10 mice presented a discreet increase in the early 183 

phase and then a decrease in the late phase of the infection (180 days after infection) (Figure 184 

3G). When collagen III was evaluated, expression levels were low in both mouse strains, with 185 
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an enhancement 180 days after infection in the C57BL/10 mice (Figure 3J). Collagen IV 186 

mRNA expression was evident only 30 days after infection in both mouse strains, but in the 187 

C57BL/10 mice the levels were twice those of the C3H.He mice (Figure 3M).  188 

The lymph node evaluation showed low levels of mRNA from ECM proteins at all 189 

times after infection in both mouse strains. The exception was a higher expression of FN, and 190 

collagens I, III and IV in C57BL/10 mice 30 days after infection (data not shown). 191 

Liver evaluation of ECM protein expressions showed that FN, collagens I and III 192 

presented the same pattern of expression with an enhancement of mRNA production 120 days 193 

after infection in both mouse strains, although the increase was more pronounced in the 194 

C57BL/10 mice (Figures 3B, 3H and 3K). LN presented reduced expression levels in both 195 

mouse strains in comparison to mock-infected mice throughout the experiment (Figure 3E). 196 

Collagen IV expression was at low levels in C3H.He mice throughout the infection, while 197 

C57BL/10 showed a discreet increase 30 and 180 days after infection (Figure 3N). 198 

The FN expression in the spleen was more evident 24h after infection in both mouse 199 

strains. In the late phase, all mice present reduced levels of this mRNA (Figure 3C). On the 200 

other hand, LN presented basal level of expression throughout the experiment in both mouse 201 

strains (Figure 3F). Collagen I expression was also at basal levels throughout the experiment, 202 

except 30 days after infection, when C57BL/10 mice presented an increased expression 203 

(Figure 3I). Collagen III expression was more evident in the initial phase of infection, 204 

showing a reduction in the late phase (Figure 3L). The highest collagen IV expression was 205 

seen 30 days after infection in both mouse strains (Figure 3O).  206 

 207 

DISCUSSION 208 

 In the present study cytokine mRNA expression profiles and extracellular matrix 209 

mRNA expressions were evaluated in the lesion site (footpad), draining lymph node, spleen 210 

and liver of C57BL/10 and C3H.He mice infected with L. amazonensis. 211 

 Immunological mechanisms of leishmaniasis are complex and the outcome of infection 212 

depends on the balance between T-helper (Th)-1 and Th2 response for effective infection 213 

control. Reiner (16) suggested that the same L. major epitope can induce, in mice, either a 214 

Th1-resolving infection, or a Th2-disease progression response. Subsequently, another study, 215 

also in the murine model infected with L. major, demonstrated that Th1 and NK cells produce 216 

IFN-γ mediating resistance, while Th2-produced IL-4, inducing susceptibility (17). Host 217 

genetics associated with Leishmania species inevitably influences the type of immune 218 

response promoting disease progression or healing. 219 
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Although Th1 are required to induce a good prognosis in leishmaniasis, excessive 220 

proinflammatory cytokines such as IFN-γ, TNF-α and IL-12 can contribute to lesion severity 221 

by cellular recruitment in L. braziliensis infection (18). Our results showed, in L. amazonensis 222 

susceptible C57BL/10 mice, an enhancement of these cytokines in the late phase of infection, 223 

associated with footpad swelling, high parasite load and metastasis, as described previously 224 

by Cardoso et al, (12). In this mouse strain, TGF-β was enhanced in the beginning of the 225 

infection which probably acts to deactivate macrophage cells (19; 20). 226 

IL-10 was noted in the footpad in the late phase of the infection associated with an 227 

augment of IL-12, TNF-α and IFN-γ. Although with another Leishmania species, these results 228 

agrees with Follador et al. (21) who described that patients with localized cutaneous 229 

leishmaniasis and mucocutaneous leishmaniasis have a solid type 1 immune response to L. 230 

braziliensis antigen, with a high production of IFN-γ and TNF-α and a reduced efficiency of 231 

IL-10 in down-modulating IFN-γ production. The iNOS evaluation showed an enhancement 232 

in the beginning of infection in C57BL/10 mice, probably due to the augment of IFN type 1. 233 

Overall, resistant C3H.He mice presented lower levels of cytokines when compared to 234 

C57BL/10 mice, probably because the adaptive response in resistant mice is less prominent. 235 

Therefore, we can speculate that parasite control may be dependent on innate immune 236 

responses, with the participation of neutrophils as described by Follador et al. (21) in 237 

subclinical patients infected with L. braziliensis. 238 

Lymph nodes are broadly accepted to be the first important lymphoid tissues affected 239 

after dissemination of the parasite from skin macrophages Nevertheless, in Leishmania 240 

infantum infection, cytokine response in lymph nodes is scarce (22). The relation between 241 

parasite burden and the balance of IFN- γ, TNF-α, TGF-β and IL-10 expression was evaluated 242 

in dogs by Alves et al. (23) They described a higher expression of pro-inflammatory IFN-γ 243 

and TNF-α cytokines and a lower number of parasites in asymptomatic dogs naturally 244 

infected with L. infantum; showing that these cytokines play a role in protection against 245 

Leishmania infection. In symptomatic dogs, lymph node results demonstrated high anti-246 

inflammatory cytokine production, indicating a role for IL-10 and TGF-β in disease 247 

progression.  248 

The spleen is responsible for the major immune response in visceral leishmaniasis. In 249 

dogs infected with L. chagasi, the level of splenic TNF-α showed correlation with parasite 250 

load and, together with IL-10, may represent an important marker for the evolution of the 251 

infection process (24). In the present study using the L. amazonensis-infected C57BL/10 252 

mouse model, the concomitant presence of TNF-α and IL-10 was also associated with parasite 253 

presence in this organ. Other pro-inflammatory cytokines such as IL-12 and IFN-γ were also 254 
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present, as well as iNOS 30 days after infection when the parasites arrived at the spleen. The 255 

same cytokine profile was noted in C3H.He mice. Whilst no parasite was noted in the 256 

C3H.He spleen, the presence of Leishmania antigen cannot be discarded. 257 

The liver is continuously exposed to a large antigenic load because of its location and 258 

function. It has an "epithelial constitution" and contains large numbers of phagocytic cells, 259 

antigen-presenting cells and lymphocytes and it is a site for the production of cytokines, 260 

complement components and acute phase proteins. In the liver, cytokines such as IFN-γ  and 261 

TNF-α  are involved in the activation of immunocompetent cells and account for the final 262 

microbicidal response (25; 26). Our results demonstrated a pro-inflammatory cytokine 263 

expression (IFN-γ, TNF-α and IL-12) in susceptible C57BL/10 mice livers at the beginning of 264 

the infection and regulatory cytokines (TGF-β and IL-10) in the late phase. Although viable 265 

parasites could not be demonstrated in the liver (12), we hypothesized that the parasite 266 

antigens might be found in this organ. 267 

An organ-compartmentalization of the cytokine response against L. amazonensis 268 

antigens was observed in our model, in the same way as described by Lamb et al. (27) in L. 269 

major. A direct association between cytokine expressions in different organs was not 270 

observed. However we noted a mix of different cytokines produced in all organs studied, both 271 

in C57BL/10 and C3H.He mice, corroborating the observation of mixed immune responses by 272 

other authors in L. infantum (28; 29) and in L. amazonensis (30) murine models. 273 

 Besides the immunological factors, the ECM can play a pivotal role during tissue 274 

invasion with Leishmania infection, since it presents bioactive macromolecules which 275 

modulate cellular events such as adhesion, migration, proliferation, differentiation, and 276 

survival (31). Thus, it is presumptive that Leishmania uses certain mechanisms which are 277 

capable of altering the organization of the matrix, favoring its entrance into macrophages. 278 

Studies suggest that Trypanosoma cruzi also causes changes in the ECM. It affects the 279 

balance of cytokine and chemokines (32) in order to modulate and escape from the 280 

inflammatory and immune responses (33; 34). 281 

In the present study an exacerbated expression of LM was noted in the C57BL/10 282 

mice footpads, 30 days post infection. Increased levels of collagen type IV following FN 283 

enhancement was also noted. Probably, the increase in mRNA expression of these proteins 284 

occurs in an attempt to recover the damaged tissue caused by parasite proliferation. These 285 

results corroborate with Calabrese et al. (35) who demonstrated - in vitro using retinal 286 

pigmented epithelial (RPE) cells - a relationship between FN and LM production and L. 287 

amazonensis internalization of promastigotes. The increased expression of these proteins was 288 

directly associated with a high number of promastigotes adhered and internalized in RPE 289 
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cells. However, in the late phase of infection these levels decreased dramatically, especially 290 

LM. At this stage, according to previous observations from our group (12), these mice have a 291 

high parasite load and the tissue at this stage is constituted almost exclusively of parasitized 292 

macrophages and rare fibroblasts, which may explain the decreased expression of matrix 293 

proteins. In C3H.He mice, the lack of matrix protein expressions was probably not due to the 294 

absence of fibroblasts, but due to tissue preservation, which corroborates the histological 295 

description by Almeida et al. (36). 296 

The synthesis of collagen and FN is stimulated by TGF-β in different cell types (37; 297 

38). In our study both FN, collagen I and collagen III were enhanced in the liver and lymph 298 

nodes, overlapping to high TGF-β expression in both C57BL/10 and C3H.He mice, 30 days 299 

after infection. This was not observed in the footpad or spleen. C57BL/10 mice also exhibited 300 

an enhancement of type III collagen in the footpad, in the late phase of infection, when a great 301 

number of parasitized macrophages were observed. 302 

The presence of type III collagen appeared to offer support to the inflammatory cells, 303 

mainly vacuolated and parasitized macrophages as described by our group in a previous study 304 

(6). Thus, the present results indicate that collagen may be important for assessing the 305 

pathogenesis of experimental leishmaniasis. 306 
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Figure 1. Cytokine expression profile.  442 

Cytokine expression in the lesion site, liver and spleen of L. amazonensis-infected C57BL/10 443 

(grey columns) and C3H.He (black columns) mice. Expression of IFN-γ, TNF-α, IL-12, TGF-444 

β and IL-10 was measured by quantitative RT-PCR using the ∆∆CT method in comparison to 445 

normal mice from the same genetic background. All dosages above 1 (plain line) mean 446 

enhanced expression, whereas dosages below 1 represent suppressed expression in the 447 

infected mice. 448 

 449 

Figure2. iNOS expression.  450 

iNOS expression in the lesion site and spleen of L. amazonensis-infected C57BL/10 (grey 451 

columns) and C3H.He (black columns) mice. Expression of iNOS was measured by 452 

quantitative RT-PCR using the ∆∆CT method in comparison to normal mice from the same 453 

genetic background. All dosages above1 (plain line) mean enhanced expression, whereas 454 

dosages below 1 represent suppressed expression in the infected mice. 455 

 456 

Figure 3. Extracellular matrix protein expression. 457 

Expression profile of extracellular matrix proteins from the lesion site, liver and spleen of  L. 458 

amazonensis-infected C57BL/10 (grey columns) and C3H.He (black columns) mice. 459 

Expression of fibronectin, laminin and collagens I, III and IV was measured by quantitative 460 

RT-PCR using the ∆∆CT method in comparison to normal mice from the same genetic 461 

background. All dosages above1 (plain line) mean enhanced expression, whereas dosages 462 

below 1 represent suppressed expression in the infected mice. 463 
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Table 1 - Primers used for Real Time PCR 464 

Target 
Primer sequence (5’ – 3’) 

Sequence source 
Forward Reverse 

IL-4 TTGAACGAGGTCACAGGAGAAG AGGACGTTTGGCACATCCA M29854.1 

IL-10 GATGCCCCAGGCAGAGAA CACCCAGGGAATTCAAATGC NM_010548.2 

IL-12 ACAGGGTGATGGGCTATCTGA ACAGGGTGATGGGCTATCTGA NM_001159424.1 

TNF-α CACAAGATGCTGGGACAGTGA CACAAGATGCTGGGACAGTGA NM_013693.2 

IFN-γ TTGGCTTTGCAGCTCTTCCT TGACTGTGCCGTGGCAGTA NM_008337.3 

TGF-β GCAGTGGCTGAACCAAGGA GCAGTGGCTGAACCAAGGA NM_011577.1 

iNOS TTGTCTGCGGCGATGTCA TTGTCTGCGGCGATGTCA NM_008713.4 

Laminin GCAGGACGACGACGTCATCT GCAGGACGACGACGTCATCT NM_001081171.2 

Fibronectin GTGTAGCACAACTTCCAATTACGAA GTGTAGCACAACTTCCAATTACGAA NM_010233.1 

Collagen I CTTCACCTACAGCACCCTTGTG CTTCACCTACAGCACCCTTGTG NM_007742.3 

Collagen III AAGGCGAATTCAAGGCTGAA AAGGCGAATTCAAGGCTGAA NM_009930.2 

Collagen IV ACGGGCCAACGCTTCTTC ACGGGCCAACGCTTCTTC NM_009932.3 

RPLP0 GCCAGCTCAGAACACTGGTCTA GCCAGCTCAGAACACTGGTCTA NM_007475.5 
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Figure 2 466 

 

 

 

 

 

 



Artigos_____________________________________________________________________ 

Cardoso, FO________________________________________________________________ 
85 

 

 

 

Figure 3 467 

 



86 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. DISCUSSÃO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Discussão___________________________________________________________________ 

Cardoso, FO________________________________________________________________ 
87

Dentre as espécies de Leishmania relacionadas à patogênese das leishmanioses, está 

claro que uma mesma espécie/isolado pode estar relacionada a mais de uma forma clínica da 

doença, como por exemplo, L. amazonensis, que faz parte do complexo fenotípico L. 

mexicana (Rioux e cols., 1990) e pode ser responsável pelas formas cutânea, mucocutânea, 

difusa ou visceral da doença (Grimaldi & Tesh, 1993; Barral e cols., 1991; Souza, 2002). Essa 

espécie de Leishmania foi utilizada em nosso estudo, primeiramente, por ter sido implicada 

em todo o espectro clínico das leishmanioses (Barral e cols., 1991) e também devido às 

diferenças observadas em relação às características imunopatológicas descritas nas infecções 

por L. major no modelo murino (Rossi-Bergman e cols., 1993; Afonso & Scott, 1993; Soong, 

2012), protótipo da dicotomia Th1/Th2 (Coffman e cols., 1991). 

Parasitos pertencentes ao complexo L. mexicana, diferentemente de L. major, produzem 

infecções crônicas na maioria das linhagens murinas (Calabrese & Gonçalves da Costa, 1992; 

Belkaid e cols., 2002a). Camundongos das linhagens C3H e C57BL/6, normalmente 

resistentes à L. major, desenvolvem lesões persistentes quando infectados com L. 

amazonensis (Alexander & Russell, 1985), enquanto os camundongos BALB/c e C57BL/10 

produzem lesões metastáticas e chegam a perder a pata infectada (Calabrese & Gonçalves da 

Costa, 1992). Um estudo preliminar realizado em nosso laboratório permitiu a determinação 

dos graus de suscetibilidade e resistência à infecção subcutânea por L. amazonensis em seis 

diferentes linhagens de camundongos singênicos (Souza, 2002). A partir deste estudo, 

escolhemos quatro linhagens de camundongos para estudar as diferenças imunopatológicas 

apresentadas de acordo com os níveis de suscetibilidade e resistência a infecção por L. 

amazonensis (Cardoso e cols., 2010). 

É importante frisar que os mecanismos genéticos que determinam a suscetibilidade e/ou 

resistência à infecção por Leishmania dependem de, pelo menos, dois componentes: um 

ligado à capacidade do macrófago do hospedeiro em suportar ou inibir a multiplicação do 

parasito e o outro de controlar a magnitude, qualidade e a forma de como a resposta imune 

adaptativa se comporta frente ao parasito (Mauel & Behin, 1987). De um modo geral, o 

desenvolvimento ou não da infecção depende da interação entre o parasito e o hospedeiro. A 

eliminação da Leishmania está relacionada com o desenvolvimento de uma imunidade celular 

capaz de proteger o hospedeiro contra o parasito (Pessôa, 1961; Gonçalves da Costa e cols., 

1988). Em camundongos, foi demonstrado que a infecção por Leishmania depende da 

ativação de linfócitos T CD4+, das subpopulações Th1 e Th2 (Scott e cols., 1988). 

Infecções experimentais no modelo murino com L. major têm sido amplamente 

utilizadas em estudos sobre a resposta imunológica nas leishmanioses. Tais estudos têm 

provido informações sobre como as células Th1 e Th2 se desenvolvem após a infecção; o que 
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regula seu desenvolvimento e como elas podem ser mantidas (Reiner & Locksley, 1995; 

Sacks & Noben-Trauth, 2002). É amplamente aceito na literatura que a suscetibilidade dos 

camundongos BALB/c à infecção por L. major está associada a células T do tipo Th2, as 

quais produzem IL-4 e IL-10, enquanto a resistência de outras linhagens de camundongos está 

associada a diferenciação das células T para o padrão Th1, as quais produzem IL-12 e IFN-γ 

(Sacks & Noben-Trauth, 2002). 

Embora a produção de citocinas proinflamatórias tais como IL-12, IFN-γ e TNF-α esteja 

relacionada à cura das lesões na infecção por L. major em humanos e, particularmente, em 

camundongos (Barral e cols., 1993; Kane & Mosser, 2001; Murray e cols., 2002; Trinchieri, 

2003), na infecção por L. braziliensis a alta produção destas citocinas, principalmente IFN-γ e 

TNF-α, é observada em pacientes que apresentam a forma mucosa da doença (Follador e 

cols., 2002). O aumento destas citocinas nestes indivíduos está relacionado tanto ao controle 

da multiplicação do parasito na fase inicial da infecção, quanto aos danos teciduais 

observados (Ribeiro-de-Jesus e cols., 1998). Além disso, esses múltiplos mediadores 

inflamatórios produzidos podem contribuir para a severidade da doença por aumentar o 

recrutamento celular como visto por Vargas-Inchaustegui e colaboradores (2010). No entanto, 

a produção de citocinas regulatórias, principalmente IL-10, está relacionada ao controle da 

resposta inflamatória exacerbada, característica da leishmaniose tegumentar causada por 

espécies do subgênero Viannia, em especial L. braziliensis. Antonelli e colaboradores (2004) 

utilizando culturas de PBMC de pacientes com a forma cutânea localizada, estimulados com 

antígenos solúveis de Leishmania demonstraram uma forte correlação positiva entre IL-10 e 

TNF-α, sugerindo um mecanismo ativo de autorregulação intrínseca do macrófago nestes 

pacientes. Por outro lado, em pacientes que apresentam a forma mucosa da doença, observa-

se a perda desta correlação (Gaze e cols., 2006), juntamente com a diminuição da expressão 

de receptores para IL-10 (Faria e cols., 2005), o que pode levar a uma resposta inflamatória 

pobremente controlada. Tais observações corroboram os dados obtidos em nosso estudo na 

lesão primária, onde os camundongos mais sensíveis (C57BL/10) apresentaram, na fase tardia 

da infecção, uma maior expressão de citocinas pró-inflamatórias como IL-12, IFN-γ e TNF-α 

e também IL-10. A alta produção de citocinas pró-inflamatórias estaria relacionada ao grande 

dano tecidual observado e a presença de intenso infiltrado inflamatório nesta linhagem. A IL-

10, apesar de ter um papel regulatório, no nosso modelo estaria sendo ineficaz em conter os 

efeitos nocivos provocados pelo IFN-γ e TNF-α, provavelmente pela redução dos seus 

receptores na superfície das células, tornando-as não responsivas a sua ação como observado 

em pacientes infectados por L. braziliensis que apresentam as formas mucosa e cutânea 

localizada da doença (Follador e cols., 2002). 
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Na leishmaniose tegumentar (LT) por L. major, a resolução clínica está relacionada 

tanto com a produção de óxido nítrico (NO) pela enzima óxido nítrico sintetase (iNOS) 

(Diefenbach e cols., 1998; Liew e cols., 1990), quanto pela manutenção do controle dos 

parasitos persistentes após a cura clínica (Stenger e cols., 1996). A produção de NO por iNOS 

tem um papel chave na defesa imunológica, sendo implicado tanto na morte dos parasitos 

internalizados pelos macrófagos, quanto na patogênese de doenças inflamatórias e autoimunes 

(Nathan, 1997; revisado por Samuel, 2001). A ativação dos macrófagos e consequente 

produção de NO é mediada principalmente por IFN-γ, embora IFN-α/β também possa exercer 

este papel (revisado por Samuel, 2001). Um aumento da expressão de iNOS na pata de 

camundongos C57BL/10 infectados por L. amazonensis após 24 horas de infecção e na fase 

tardia foi observado em nosso estudo. Este aumento estava associado com a produção 

concomitante de IFN-γ na fase tardia de infecção. O aumento da expressão de iNOS na fase 

inicial (24 horas) poderia estar relacionado com a produção de IFN do tipo I e associada 

também ao dano tecidual observado. 

Na fase inicial da infecção, observamos a predominância da expressão de TGF-β, 

principalmente nos camundongos sensíveis (C57BL/10). Esta citocina, dentre outros efeitos, 

regula negativamente certas funções do macrófago e é produzida por estas células nas lesões 

de camundongos infectados com L. amazonensis (Barral-Neto e cols., 1992), assim como por 

macrófagos humanos infectados por Leishmania chagasi (Gantt e cols., 2003) e L. braziliensis 

(Barral e cols., 1995). Além disso, amastigotas de L. amazonensis podem apresentar em sua 

superfície fosfatidilserina, levando ao aumento da carga parasitária e supressão da resposta 

imunológica do hospedeiro através da produção de IL-10 e TGF-β (Wanderley e cols., 2006). 

Desta forma, em nosso estudo a expressão de TGF-β nos camundongos C57BL/10 estaria 

favorecendo o estabelecimento da infecção e proliferação dos parasitos nesta fase da infecção. 

Pacientes com infecção subclínica por L. braziliensis apresentam baixos níveis de 

produção de citocinas como IFN-γ e TNF-α em comparação com pacientes que apresentam a 

forma ativa da doença (Bittar e cols., 2007). Em nosso modelo, também observamos uma 

menor expressão de citocinas na pata de camundongos C3H.He infectados com L. 

amazonensis, os quais são resistentes a infecção e apresentam uma baixíssima carga 

parasitária em comparação com os camundongos C57BL/10, os quais produzem altos níveis 

de expressão de citocinas e doença ativa e progressiva. Provavelmente, o controle da infecção 

nos camundongos resistentes está relacionado com a resposta inata, com a participação de 

neutrófilos, eosinófilos, macrófagos e particularmente células NK. 

Os linfonodos são os primeiros órgãos linfóides a serem afetados pelo parasito após sua 

disseminação a partir da pele, portanto, a resposta imunológica ocorrida neste local tem 
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importância crucial na determinação do curso da infecção por Leishmania. No entanto, em 

infecções por Leishmania infantum a resposta imunológica nestes órgãos é escassa (Maia & 

Campino, 2012). Já em infeções por L. amazonensis é observado um retardo na expressão de 

mRNA de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias nos linfonodos de camundongos 

infectados (Ji e cols., 2003). Resultado semelhante foi observado em nosso estudo quando 

analisamos a expressão de mRNA nos linfonodos de camundongos C57BL/10 e C3H.He após 

24 horas de infecção. Além disso, a dosagem de citocinas em sobrenadante de cultura de 

linfócitos após 24 horas de estimulação por L. amazonensis demonstrou a ausência de 

produção de citocinas por estas células nas quatro linhagens de camundongos utilizadas 

(C57BL/10, CBA, DBA/2 e C3H.He). Em contrapartida, quando as mesmas citocinas foram 

dosadas no soro desses camundongos, observamos que o mesmo não ocorre nas primeiras 

horas de infecção, havendo a produção, muitas vezes elevada, de citocinas tais como: IFN-γ e 

IL-4 em algumas linhagens de camundongos. 

Alves e colaboradores (2009) demonstraram uma alta expressão de citocinas 

proinflamatórias (INF-γ e TNF-α) e carga parasitária baixa em linfonodos de cães 

assintomáticos naturalmente infectados por L. chagasi, demonstrando que estas citocinas têm 

um papel na proteção contra a infecção por Leishmania. Por outro lado, em linfonodos de cães 

sintomáticos havia uma maior produção de citocinas antiinflamatórias como IL-10 e TGF-β e 

esta produção estaria relacionada à progressão da doença. Nossos resultados demonstraram 

uma alta expressão de IL-4 nos linfonodos de camundongos C57BL/10 infectados por L. 

amazonensis, associada à alta carga parasitária observada 30 dias após infecção (dados não 

mostrados). Esta associação indica um fenótipo de suscetibilidade à doença, com a indução de 

um perfil de resposta do tipo Th2 neste local. Estas observações corroboram os resultados 

obtidos por Quinnell e colaboradores (2001), onde cães naturalmente infectados mostraram 

uma correlação positiva entre a severidade da doença e a presença de IL-4 na medula óssea 

destes cães. 

Embora o baço seja o principal órgão responsável pela resposta imunológica na 

leishmaniose visceral, pouco se sabe sobre o mecanismo de resposta neste órgão. Trabalhos 

utilizando cães infectados por L. chagasi mostraram uma correlação entre o nível de produção 

de TNF-α e a carga parasitária, com a participação de IL-10, sugerindo-se a utilização destes 

parâmetros como marcadores para progressão da infecção (Michelin e cols., 2011). Uma 

correlação positiva entre expressão de IL-10, carga parasitária e progressão da doença 

também foi encontrada no baço de cães naturalmente infectados por L. chagasi (Lage e cols., 

2007). Em nosso estudo os camundongos C57BL/10 infectados por L. amazonensis também 

apresentaram uma expressão concomitante de TNF-α e IL-10, associadas com a presença de 
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parasitos no baço. Outras citocinas pró-inflamatórias como IL-12 e IFN-γ também estavam 

expressas, assim como iNOS, 30 dias após a infecção, momento em que o parasito foi 

detectado neste órgão. O mesmo perfil de expressão foi observado nos camundongos 

resistentes (C3H.He) entretanto, a presença do parasito não foi observada, embora não se 

possa descartar a presença de antígenos parasitários neste local.  

O fígado exerce diversas funções no organismo, não só participando no metabolismo 

de diversas substâncias, como também exerce um importante papel tanto na imunidade local, 

quanto sistêmica (O’Farrelly, 2004). Devido à sua localização é continuamente exposto a 

grande carga antigênica. Tem uma “constituição epitelial” e contêm grandes quantidades de 

células fagocíticas, células apresentadoras de antígeno e linfócitos, além de ser um local 

importante na produção de citocinas, componentes do complemento e proteínas de fase aguda. 

No fígado, citocinas como IFN-γ e TNF-α estão envolvidas na ativação de células 

imunocompetentes e contribuem para a resposta microbicida final (Murray & Nathan, 1999; 

Murray e cols., 2005). Nossos resultados demonstram a expressão de citocinas pro-

inflamatórias (INF-γ, TNF-α e IL-12) no fígado dos camundongos C57BL/10 na fase inicial 

da infecção e de citocinas regulatórias (TGF-β e IL-10) na fase tardia. Embora a presença do 

parasito não seja observada, a presença de antígenos parasitários não pode ser descartada. Este 

fato explicaria a expressão destas citocinas. 

De acordo com nossas observações, a resposta imunológica a L. amazonensis demonstra 

uma compartimentalização e consequente diferença na produção/expressão de citocinas nos 

diferentes órgãos estudados, assim como descrito por Lamb e colaboradores (2005) na 

infecção por L. major. Apesar de não haver uma associação direta entre a produção/expressão 

de citocinas nos órgãos analisados no presente estudo, todas as linhagens de camundongos 

analisadas exibiram uma produção mista de citocinas nestes órgãos, como observado em 

outros estudos no modelo murino com L. infantum (Rolão e cols., 2007; Maia e cols., 2009) e 

L. amazonensis (Xin e cols., 2007). Tais achados, diferentemente do observado em infecções 

por L. major onde camundongos suscetíveis e resistentes exibem uma resposta imunológica 

polarizada, reforçam ainda mais a ideia que respostas diferentes são induzidas por diferentes 

espécies de Leishmania e que em infecções produzidas por L. amazonensis não há 

predominância de células Th1/Th2 e há uma produção concomitante de citocitas de ambas as 

subpopulações (Silveira, 2009; McMahon-Pratt e Alexander, 2004). 

Adicionalmente aos fatores imunológicos, a matriz extracelular (MEC) exerce um 

importante papel durante o processo de invasão e estabelecimento da infecção por 

Leishmania. A MEC é constituída por macromoléculas bioativas que modulam eventos 

celulares como adesão, migração, proliferação, diferenciação e sobrevivência (Daley e cols., 
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2008). Deste modo, parasitos do gênero Leishmania dispõem de certos mecanismos capazes 

de alterar a constituição dessa matriz facilitando e permitindo que sua entrada nos 

macrófagos, assim como sua disseminação pelo organismo hospedeiro ocorra. Estudos 

sugerem que outros tripanosomatídeos, como Trypanosoma cruzi, além de provocarem 

alterações na MEC, modulam a produção de citocinas e quimiocinas (Duaso e cols., 2012) 

para escapar da resposta inflamatória e imunológica do hospedeiro (Marino e cols., 2003; 

Duaso e cols., 2010). 

Calabrese e colaboradores (2011), utilizando células do epitélio pigmentado da retina 

(RPR) infectadas por L. amazonensis, demonstraram a relação entre a produção de 

fibronectina e laminina e a internalização das promastigotas. O aumento dessas proteínas 

neste modelo está diretamente associado a um alto número de promastigotas aderidas e 

internalizadas. Nossos estudos reforçam esse dados, demonstrando que altos níveis de 

expressão de laminina na pata de camundongos C57BL/10, 30 dias após a infecção, estavam 

correlacionados ao aumento de colágeno IV e fibronectina. Provavelmente, o aumento destas 

proteínas esteja associado à tentativa de recuperação do dano tecidual causado pela 

proliferação do parasito. No entanto, na fase tardia da infecção, os níveis de expressão destas 

proteínas decaem significativamente. A diminuição nos níveis destas proteínas, neste estágio, 

pode ser explicada pela destruição tecidual, provocada pela alta carga parasitária com 

presença, quase que exclusiva, de macrófagos parasitados e raros fibroblastos no tecido 

cutâneo destes animais. Já nos camundongos resistentes (C3H.He), cuja linhagem não 

apresentou desestruturação tecidual importante, não foi observado um aumento significativo 

na expressão de proteínas da MEC, exceto de colágeno IV, assim como observado por 

Almeida e colaboradores (2011). 

A síntese de colágeno e fibronectina é estimulada por TGF-β em diferentes tipos 

celulares (Ignotz & Massague, 1986; Vargas e cols., 1987). Em nosso estudo, 30 dias após a 

infecção, observamos uma associação entre o aumento na expressão de proteínas da matriz 

(FN, colágeno I e III) com a expressão de TGF-β no fígado e linfonodo de C57BL/10 e 

C3H.He. Essa associação não foi observada na pata e baço destes animais. Na pata na fase 

tardia da infecção, momento em que havia uma presença maciça de histiócitos parasitados, os 

camundongos C57BL/10 apresentaram um aumento na expressão de mRNA de colágeno III. 

A presença de colágeno III está associada à sustentação de células inflamatórias, assim como 

macrófagos parasitados, como descrito por Abreu-Silva e colaboradores (2004). 

Embora L. amazonensis seja mais comumente relacionada com manifestações cutâneas 

da leishmaniose, vários trabalhos têm demonstrado a visceralização desta espécie para órgãos 

como cérebro (Abreu-Silva e cols., 2003), fígado, baço (Almeida e cols., 1996; Abreu-Silva e 
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cols., 2004) e medula óssea (Barral e cols., 1991; Barral e cols., 1986). Em nosso estudo, 

através da análise de diluição limitante, objetivamos detectar e quantificar a presença de 

parasitos no local de infecção (pata), linfonodo drenante, fígado e baço dos animais utilizados. 

A carga parasitária nos diferentes órgãos variou conforme a linhagem de camundongos 

estudada, apresentando-se mais elevada nos animais considerados sensíveis (C57BL/10 e 

CBA) e relativamente resistentes (DBA/2), com visceralização do parasito; e extremamente 

reduzida na linhagem resistente (C3H.He) onde a visceralização não ocorreu, mantendo-se o 

parasito restrito ao linfonodo drenante na fase tardia da infecção.  

A persistência de parasitos após a cura clínica é uma importante característica da 

infecção por Leishmania, o que torna a doença recorrente, sendo considerada uma importante 

infecção oportunista em diversos países (Badaró e cols., 1986; Albrecht, 1998). Amastigotas 

e/ou antígenos parasitários podem ser detectados em cicatrizes ou linfonodos de pacientes 

tratados há vários anos, confirmando que a cura clínica nem sempre é necessariamente 

acompanhada de cura parasitológica (Oliveira-Neto e cols., 1998; Schubach e cols., 1998; 

Schubach e cols., 2001, Amato e cols., 2003; Dereure e cols., 2003; Mendonça e cols., 2004). 

Como a infecção por Leishmania induz uma forte resposta imunológica celular, não está claro 

por que os parasitos não são completamente eliminados. É possível que a proteção a novas 

infecções, característica em indivíduos curados, esteja relacionada com essa persistência dos 

parasitos, levando assim, a uma constante re-estimulação do sistema imunológico. Mendonça 

e cols. (2004) discutem que a persistência do parasito poderia ser benéfica para pacientes que 

vivem em áreas endêmicas, uma vez que esses mantêm a memória T imunológica. Os autores 

acreditam que a eliminação completa do parasito poderia tornar o paciente mais vulnerável à 

reinfecção. Estudos indicam que um dos fatores que contribui para que isto ocorra seja a 

geração de células T regulatórias durante a infecção, as quais limitam a resposta imunológica 

suficientemente para manter a persistência dos parasitos (Belkaid e cols., 2002). A função 

destas células T regulatórias se deve em parte pela produção de IL-10. Provavelmente estes 

parasitos seriam mantidos por longos períodos, a muitos baixos níveis, dentro de células como 

fibroblastos (Bogdan e cols., 2001) e células dendríticas (Baldwin e cols., 2004) devido à ação 

da resposta imunológica do hospedeiro. Caso o hospedeiro sofra algum tipo de 

imunossupressão, seja por subnutrição (Cref e cols.,1987), doenças autoimunes (Fernandez-

Guerrero e cols., 1987), terapia contra rejeição de transplantes (Hernandez-Perez e cols., 

1999; Morales e cols., 2003) ou por associação a outras doenças, especialmente a síndrome da 

imunodeficiência adquirida (Desjeux, 2004), o parasito volta a se multiplicar e ocorre uma 

recidiva da doença, muitas vezes mais grave. No presente estudo, também foi possível 

observar a infecção de fibroblastos e a persistência dos parasitos nos linfonodos de 
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camundongos da linhagem C3H.He após 120 dias de infecção. Deste modo, a infecção nestes 

camundongos poderia estar sendo mantida pela infecção de células dendríticas e fibroblastos, 

que deste modo, estariam contribuindo para a manutenção de uma memória imunológica 

duradoura, assim como sugerido por Moll e colaboradores (1995). 

Estudos sobre a natureza do infiltrado celular na leishmaniose cutânea humana têm sido 

realizados principalmente através de análises de fragmentos de biópsias de lesão. Embora seja 

mais evidente a predominância de macrófagos, a presença de outras células como linfócitos T 

CD4+ e CD8+, plasmócitos, eosinófilos, mastócitos e poucas células B, tem sido relatada 

(Lima e cols., 1994). As análises histopatológicas realizadas neste estudo demonstraram que 

na fase inicial da infecção, independentemente da linhagem de camundongo estudada, as 

primeiras células a serem recrutadas para o ponto de inoculação do parasito foram os 

eosinófilos, os quais persistiram ao longo da infecção e encontravam-se intimamente 

associadas a macrófagos. Situação semelhante foi observada por Grimaldi e colaboradores 

(1984) ao estudarem a infecção de camundongos albinos infectados subcutaneamente com L. 

mexicana; e posteriormente por Cupolilo (2002) em estudos de reinfecção com L. 

amazonensis, sugerindo que a ação conjunta dessas células estaria favorecendo a destruição 

dos parasitos. Além desses autores, Pompeu e cols. (1991, 1992) e Mehregan e cols. (1999) 

também evidenciaram a presença de eosinófilos no infiltrado das lesões de leishmaniose 

cutâneo difusa (LCD) por L. amazonensis.  

Além dos eosinófilos, outras células encontradas em grande quantidade em nosso 

estudo, principalmente nas fases iniciais da infecção, foram os mastócitos. Mastócitos são 

células constantemente observadas nos tecidos conjuntivos, e, segundo alguns autores, 

linfócitos T ativados estimulariam essas células a liberarem aminas vasoativas, que atuariam 

sobre o endotélio vascular, permitindo a passagem de linfócitos T efetores em resposta às 

linfocinas sintetizadas no local de infecção (Askenase & Van Lovern, 1983). Apesar da 

presença efetiva durante a infecção por Leishmania, o papel dos mastócitos durante a infecção 

é bastante discutido. Estudos mostram que os mastócitos, eosinófilos e células NK (Paul e 

cols., 1993, Laskay e cols., 1997) produzem IL-4 na fase inicial da infecção. Por este motivo, 

tais células foram relacionadas primeiramente ao agravamento da infecção por Leishmania de 

modo que sua persistência no processo inflamatório pode contribuir para o desenvolvimento 

de uma resposta do tipo Th2. Wershil e cols. (1994) demonstraram que em camundongos 

infectados por L. major, os mastócitos agravam as lesões e favorecem a persistência do 

parasito. Sendo assim, estas células estariam contribuindo para a suscetibilidade dos animais a 

infecção. No entanto, alguns autores mostram que o papel dos mastócitos pode variar 

conforme a linhagem de camundongo estudada. Estas células inibem a produção de IFN-γ em 
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BALB/c, mas não em C57BL/6 (Saha e cols., 2004) infectados com L. donovani. Além disso, 

liberam grande quantidade de TNF-α, contribuindo para o desenvolvimento de uma resposta 

inflamatória mais acentuada (Bidri e cols., 1997; Wershil e cols., 1994). Em nosso modelo, é 

possível que os mastócitos não estejam auxiliando na destruição do parasito diretamente, já 

que estão presentes igualmente em todas as linhagens de camundongos estudadas. Por outro 

lado, podem estar auxiliando, principalmente nas primeiras horas de infecção, no influxo de 

polimorfonucleares para o sítio de inoculação do parasito, devido à sua capacidade de liberar 

uma gama de citocinas responsáveis pela quimiotaxia destas células na tentativa de conter a 

infecção.  

No presente trabalho, outra célula observada em meio ao infiltrado inflamatório foi o 

plasmócito. A presença dessas células tem sido relatada nas lesões de LCD (Azadeh e cols., 

1985; Ridley, 1987; Nilsen & Mshana, 1987; Mehregan e cols. 1999) embora com significado 

pouco esclarecedor e em menor número que o observado na leishmaniose cutânea localizada 

(LCL) (Nilsen & Mshana, 1987). De acordo com Azadeh e cols. (1985), baseados nas 

observações sobre os padrões histopatológicos de resposta à leishmaniose descritos por Ridley 

e colaboradores (1980), o surgimento de plasmócitos resulta na produção de anticorpos e 

consequentemente preparam as lesões para uma reação antígeno-anticorpo. Esse quadro 

culminaria em necrose tecidual com inibição da resposta epitelióide, conforme observado nas 

formas “lupóides” da leishmaniose cutânea por L. tropica, e, portanto, um pior prognóstico. A 

presença de plasmócitos foi detectada nas lesões primárias e linfonodo drenante, mais 

significantemente após 90 e 120 dias de infecção, sendo mais evidente nas linhagens 

consideradas sensíveis (C57BL/10 e CBA), o que corrobora o fato de estes camundongos 

apresentarem maiores títulos de anticorpos anti-Leishmania que os camundongos mais 

resistentes (DBA/2 e C3H.He) e maior número de células B nos linfonodos, como observado 

pela técnica de imunohistoquímica. A presença destas células em nosso modelo pode estar 

relacionada à maior sensibilidade à doença verificada nestes animais. Situação semelhante foi 

observada por Abranches e cols. (1998) e Lanotte e cols. (1979) na doença humana e canina, 

tanto em condições naturais quanto experimentais.  

Muitos estudos in situ sobre a composição do infiltrado inflamatório têm sido realizados 

com o intuito de caracterizar as células ali presentes. Em nosso estudo, através da análise 

confocal da marcação imunofenotípica de linfócitos, foi evidenciada uma predominância da 

subpopulação de linfócitos T CD4+ sobre a subpopulação CD8+ no linfonodo poplíteo das 

linhagens de camundongos estudadas, após 120 dias de infecção. 

O papel das células T CD4+ e células T CD8+ na imunopatologia da leishmaniose 

cutânea tem sido investigado no modelo murinho e na leishmaniose humana. Nesta última, 
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alguns autores mostram que independente da forma clínica apresentada pelo paciente há 

sempre um predomínio das células T CD4+ em relação às células T CD8+ (Barral e cols., 

1987; Ritter e cols., 1996). Estudos mostram que os pacientes apresentam uma porcentagem 

mais elevada de células T CD4+ na fase ativa da doença, tanto na leishmaniose cutânea (LC) 

como na leishmaniose mucosa (LM) (Da-Cruz e cols., 2002). Entretanto, durante o processo 

de cura observa-se um aumento de células T CD8+ e diminuição de células T CD4+ foram 

observados em pacientes com LC, quando linfócitos sanguíneos foram estimulados com 

antígenos de Leishmania, reforçando ainda mais a hipótese de que as células T CD8+ estariam 

associadas com o processo de cura nesta forma de leishmaniose (Da-Cruz e cols., 1994). De 

forma semelhante a que ocorre em humanos, trabalhos têm mostrado que na leishmaniose 

tegumentar murina, as células T CD8+ também estariam envolvidas no processo de cura e 

resistência à infecção (Müller e cols., 1993, Chang e cols., 1993). A análise fenotípica das 

subpopulações de linfócitos T no linfonodo e lesão primária de camundongos infectados com 

L. major, revelaram que camundongos resistentes (CBA) apresentaram uma população de 

células T CD8+ três vezes maior que os animais sensíveis (BALB/c) quinze dias após a 

infecção (Milon e cols., 1986). A comprovação do papel destas células no controle da 

infecção também foi feita através da administração de anticorpos anti-CD8, ficando 

constatado que tanto os camundongos sensíveis como os resistentes desenvolveram lesões 

mais graves (Titus e cols., 1987). Embora esses experimentos mostrem a importância dessas 

células na imunopatologia da leishmaniose, o mecanismo pelo qual induzem uma resposta 

protetora ainda não está bem esclarecido. Presume-se que as células T CD8+ atuem em 

associação com as células T CD4+ para destruir os macrófagos parasitados através da 

produção de IFN-γ e ativação de macrófagos (Fong & Mosman, 1990). Outro mecanismo 

provável seria a ação citolítica do linfócito T CD8+ sobre os macrófagos parasitados 

(Conceição-Silva e cols., 1994). Dados da literatura mostram que no modelo murino as 

células T CD4+ estão relacionadas com o agravamento da lesão (Titus e cols., 1984; Liew e 

cols., 1984). O emprego de anticorpos monoclonais anti-CD4, induziu uma resposta 

imunológica eficaz em camundongos BALB/c infectados por L. major, o que comprova o 

papel das células T CD4+ nos mecanismos de progressão das lesões em camundongos 

sensíveis (Silva e cols., 1994). Também foi demonstrado que as células T CD4+ medeiam à 

resposta inflamatória e também são responsáveis pela suscetibilidade dos camundongos 

infectados por L. amazonensis (Soong e cols., 1997). 

A marcação imunofenotípica de células dendríticas (CD) e macrófagos no linfonodo 

drenante demonstrou que todas as linhagens de camundongos estudadas apresentavam ambas 

as populações celulares. Embora os camundongos C57BL/10 e CBA exibissem uma marcação 
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de CD mais evidente em algumas células, os camundongos C57BL/10 apresentaram uma 

maior intensidade de marcação de macrófagos. A maior intensidade de marcação pode ser 

devido à maior expressão de receptores de superfície nessas células. Sendo assim, não houve 

diferenças quanto à presença destas células entre os camundongos sensíveis e resistentes no 

presente trabalho, de modo que a presença de células apresentadoras de antígenos (CAA) 

pôde ser observada em quantidades semelhantes. Desta forma, a capacidade de apresentar 

antígenos às células T é a mesma em todas as linhagens de camundongos estudadas 

Provavelmente, a diferença no padrão de suscetibilidade e resistência observado poderia estar 

relacionada a uma falha na apresentação deste antígeno ou nos mecanismos de destruição dos 

macrófagos, visto que parasitos do gênero Leishmania são capazes de diminuir a produção de 

radicais oxigenados e nitrogenados pelos macrófagos (Olivier & Tanner, 1987; Proudfoot e 

cols., 1996), interferindo ainda na expressão de MHC do tipo II e moléculas co-estimulatórias 

induzidas por IFN-γ (Reiner e cols., 1987; Kaye e cols., 1994). 

Outro tipo celular encontrado no infiltrado inflamatório das lesões em marcações in situ 

foram os linfócitos T γδ. Embora pouco se saiba sobre a função imunológica destas células, 

elas são conhecidas por secretarem citocinas tais como IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-α, 

IFN-γ e GM-CSF (Has e cols., 1993). A presença de linfócitos Tγδ em certas lesões tem 

sugerido seu papel em infecções bacterianas (Has e cols., 1993; Fu e cols., 1994), bem como 

em infecções parasitárias (Roberts e cols., 1996). Em infecções por leishmânia, seu papel é 

controverso. Darabi e colaboradores (2002) demonstraram que pacientes com LCD, sem 

tratamento com glucantime, apresentavam uma expansão de linfócitos T γδ no sangue 

periférico, enquanto em pacientes tratados estas células encontravam-se dentro dos níveis de 

normalidade. Os mesmos resultados foram obtidos, também em pacientes acometidos pela 

forma visceral da doença (Russo e cols., 1993) e em pacientes infectados com L. amazonensis 

(Uyemura e cols., 1992). No modelo murino, entretanto, a presença destas células tem sido 

relacionada a resistência. Camundongos CBA/J resistentes à L. major quando submetidos à 

depleção com anticorpo monoclonal anti-TCRγδ tiveram a cura de suas lesões 

significativamente retardadas, resultando no desenvolvimento de lesões extensas com carga 

parasitária elevada (Rosat e cols., 1993), demonstrando que os linfócitos Tγδ estão envolvidos 

na primeira linha de defesa contra esta espécie do parasito. A expansão de células Tγδ tem 

sido observada em camundongos geneticamente resistentes à infecção por L. major, indicando 

que podem estar envolvidas na defesa do hospedeiro contra o parasito (Rosat e cols., 1993). 

Resultados similares também foram demonstrados por diversos pesquisadores no modelo 

murino. Significante aumento de linfócitos Tγδ ativados foi também observado nos órgãos 
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linfóides e lesões de pele de camundongos infectados por L. major (Rosat e cols., 1995). 

Nossos resultados de imunomarcação deste tipo celular demonstraram que os 

camundongos considerados mais suscetíveis à infecção (C57BL/10) apresentaram uma 

expansão destas células no linfonodo drenante à lesão, sugerindo seu papel na suscetibilidade 

destes animais a infecção por L. amazonensis. A imunomarcação de células no sítio de lesão 

primária (pata) não evidenciou nenhum tipo celular. Somente foi possível observar a 

marcação de parasitos nestes tecidos. O que pode ser explicado pelo fato de que, conforme 

visto na histopatologia aos 120 dias de infecção, o tecido das patas dos animais sensíveis 

apresentava completamente destruído pela infecção onde, praticamente, só observamos 

macrófagos parasitados. Sendo assim, a não marcação de células pela técnica de 

imunohistoquímica pode ser devido a essa destruição tecidual e predominância de 

macrófagos, que provavelmente sofreram algum tipo de modificação em seus receptores de 

superfície induzida pelo parasito e provavelmente por isso não foram marcados pelo anticorpo 

específico.  

Estudos mostram que o estabelecimento ou não de uma infecção pode ser determinada 

primariamente por fatores imunorregulatórios do sistema imunológico cutâneo, pois a pele 

participa ativamente dos processos imunológicos (Bos & Kapsenberg, 1995). Tem sido 

demonstrado que os queratinócitos e as células de Langerhans são produtoras de vários tipos 

de citocinas que podem ser decisivas no controle ou na progressão da infecção (Gröne, 2002). 

Técnicas de imunohistoquímica mostraram que camundongos C57BL/6 infectados com 

L. major que desenvolveram cura espontânea, tinham um aumento da expressão de antígeno 

de MHC classe II (Ia) pelos queratinócitos e uma maior quantidade de linfócitos T CD4+ e 

linfócitos T citotóxicos na derme. Todavia, na linhagem de camundongos BALB/c, a 

progressão da lesão estava associada com pequena quantidade de linfócitos T e ausência de 

queratinócitos expressando Ia (McElrath e cols., 1987). Em relação à leishmaniose 

tegumentar humana, dados da literatura sugerem que a evolução da doença depende da 

capacidade da pele em produzir adequadamente os fatores que medeiam à reação imunológica 

no sítio de inoculação do parasito (Tapia e cols., 1994b). A anergia observada na LCD 

provavelmente advém de uma falha na produção de citocinas pelos queratinócitos, o que 

consequentemente afeta a função das células apresentadoras de antígenos (Modlin e cols., 

1985). A epiderme dos pacientes com LCD além de possuir poucas células dendríticas, 

apresentam deficiência na produção de citocinas pró-inflamatórias (Castés & Tapia, 1998) 

Também foi detectado que os queratinócitos desses pacientes não expressam moléculas de 

adesão intercelular (ICAM-1) e HLA-DR (Tapia e cols., 1994a), evidenciando desta forma 

que a pele pode exercer um papel importante na patogênese da leishmaniose. Nossos 
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resultados demonstram a presença de macrófagos parasitados na epiderme, provavelmente 

originários de uma migração da derme. Tal demonstração é compatível com o que ocorre em 

casos humanos (Gonçalves da Costa – comunicação pessoal) da LCD, assim como no modelo 

experimental, onde a ocorrência de células parasitadas na epiderme é frequente. Deste modo, 

a anergia do sistema imunológico neste modelo envolve uma deficiência na resposta 

imunológica da epiderme. 

Diante dos resultados obtidos em nosso estudo, podemos concluir que existem 

diferenças marcantes na infecção por L. amazonensis, principalmente no que concerne aos 

mecanismos imunológicos envolvidos na cura ou progressão da infecção; mecanismos estes 

que diferem do modelo aceito na literatura em experimentos com L. major, onde uma 

polarização da resposta Th1/Th2 é evidenciada. Desta forma, o estudo da imunidade celular e 

humoral da leishmaniose no modelo murino se faz importante para uma melhor avaliação dos 

mecanismos envolvidos na resistência e suscetibilidade a diferentes espécies de Leishmania. 

Este estudo permite melhor compreensão dos mecanismos imunopatológicos envolvidos nas 

diferentes formas clínicas da doença e seu amplo espectro de respostas imunológicas. A 

aquisição destes conhecimentos pode auxiliar no desenvolvimento de estudos de 

quimioterapia e imunoterapia, além de ensaios de vacinação eficientes contra as diferentes 

formas clínicas das leishmanioses. 
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1. Na fase inicial da infecção por Leishmania amazonensis as células predominantemente 

encontradas em todas as linhagens de camundongos eram eosinófilos e mastócitos; 

2. Camundongos sensíveis à infecção por L. amazonensis apresentam altos níveis de 

anticorpos, assim como grande quantidade de linfócitos Tγδ, células B, plasmócitos sugerindo 

um papel destes na suscetibilidade a doença;  

3. Há uma predominância de linfócitos T CD4+ sobre os T CD8+ em todas as linhagens de 

camundongos;  

4. A resposta imunológica a L. amazonensis demonstra uma compartimentalização e 

consequente diferença na produção/expressão de citocinas nos diferentes locais estudados;  

5. Não há uma predominância no padrão de citocinas expresso/produzido nas linhagens de 

camundongo utilizadas, havendo uma produção mista de citocinas Th1/Th2; 

6. A persistência dos parasitos em fibroblastos e no linfonodo dos camundongos resistentes à 

infecção por L. amazonensis pode estar contribuindo para a manutenção da memória 

imunológica; 

7. Os camundongos C3H.He exibem uma baixa produção de citocinas, o que sugere que o 

controle da infecção seja devido a uma rápida e forte resposta imunológica inata; 

8. Há uma associação entre o aumento da expressão de FN, colágeno I e III com a expressão 

de TGF-β no fígado e linfonodo de C57BL/10 e C3H.He, uma vez que esta citocina induz a 

produção destas proteínas; 

9. O aumento da expressão de colágeno III e a diminuição da expressão do colágeno tipo I na 

pata, na fase tardia da infecção, estão relacionados à presença massiva de histiócitos 

parasitados, uma vez que a presença do colágeno tipo III está relacionado com a sustentação 

destas células. 
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