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Resumo 

 

 Diferentes espécies de parasitos do gênero Leishmania causam infecções 

expressivamente distintas em uma mesma espécie de hospedeiro. Enquanto alguns 

hospedeiros são resistentes à infecção por diversas espécies do parasito, quase todas as 

linhagens de camundongos são susceptíveis à infecção por L. amazonensis, 

desenvolvendo lesões crônicas e progressivas em resposta à infecção. Esta pronunciada 

virulência dos parasitos pode estar relacionada à expressão de moléculas superficiais 

que favoreçam sua interação com os hospedeiros. As ecto-enzimas envolvidas no 

metabolismo de nucleotídeos são um possível fator de virulência para parasitos do 

gênero Leishmania. Para caracterizar a resposta imune desenvolvida por animais 

infectados com parasitos que apresentam distintos perfis de atividade ecto-

nucleotidásica, foram avaliadas infecções por L. amazonensis mantida em cultura por 

poucas ou muitas passagens. Esses parasitos, quando mantidos em cultura axênica por 

muitas passagens, apresentam menor virulência, bem como menor atividade ecto-

nucleotidásica. A atividade das suas enzimas envolvidas no metabolismo de 

nucleotídeos extracelulares pode ser modulada pela cultura em presença de 

determinadas moléculas. Assim, os parasitos cultivados em meio suplementado com 

adenosina, produto final da via catabólica, apresentam redução na sua capacidade 

hidrolítica e levam a lesões menores em camundongos C57BL/6. Já os parasitos 

submetidos a muitas passagens em cultura, quando cultivados em meio suplementado 

com suramina, um inibidor de ecto-ATPases, apresentam aumento na capacidade de 

hidrólise de ATP e causam lesões maiores em camundongos C57BL/6. De modo 

interessante, os animais infectados com os parasitos que apresentam maior atividade 

ATPásica produziram menores quantidades de IFN-γ, após oito semanas de infecção. A 

infecção de macrófagos pelos parasitos mantidos em cultura axênica por poucas ou 

muitas passagens também apresenta diferenças marcantes, tanto para macrófagos 

peritoneais, quanto para macrófagos derivados de medula óssea. Os parasitos mantidos 

em cultura por poucas passagens são capazes de infectar maior proporção de 

macrófagos; entretanto, não são observadas grandes diferenças no parasitismo celular. 

Não há alterações na produção de citocinas, quimiocinas e NO pelas células infectadas 
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pelos diferentes parasitos. Dados obtidos in vivo permitem inferir que células T 

reguladoras naturais parecem ser importantes para o retardo do desenvolvimento da 

lesão. Porém, sua participação parece ser idêntica em animais infectados com parasitos 

mantidos em cultura axênica por poucas ou muitas passagens. Após uma semana de 

infecção, há maior produção da quimiocina CCL2 em animais infectados com parasitos 

mantidos em cultura por poucas passagens. Como esta quimiocina participa do 

recrutamento de monócitos, pode-se cogitar que os parasitos mantidos em cultura por 

poucas passagens promovem um maior recrutamento dessas células para o sítio da 

infecção. Uma vez diferenciadas em macrófagos, são eficazmente infectadas por estes 

parasitos. Em conjunto, esses resultados demonstram que as enzimas envolvidas no 

metabolismo de nucleotídeos extracelulares desempenham um papel importante na 

infecção por L. amazonensis, podendo ter função direta na aderência do parasito às 

células-alvo e na modulação da resposta imune subseqüente. 
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Abstract 

 

 Infection by different species of parasites from the genus Leishmania have 

distinct outcome in the same species of host. While some mouse strains are resistant to 

infection by various species of the parasite, almost all strains of mice are susceptible to 

infection by L. amazonensis, developing chronic and progressive lesions in response to 

infection. This pronounced virulence of parasites may be related to the expression of 

surface molecules that promote their interaction with hosts. The ecto-enzymes involved 

in metabolism of nucleotides are a potential factor of virulence for parasites of the genus 

Leishmania. To characterize the immune response developed in animals infected with 

parasites that have distinct profiles of ecto-nucleotidase activity, we evaluated the 

infection by L. amazonensis kept in axenic culture for few or many passages. These 

parasites, when maintained in axenic culture for many passages, have lower virulence in 

vivo and reduced ecto-nucleosidasic activity. The activity of the enzymes involved in 

metabolism of extracellular nucleotides can be modulated by culturing the parasites in 

the presence of certain molecules. Thus, when the culture medium is supplemented with 

adenosine, the final product of the catabolic pathway, the parasites have reduced ecto-

nucleosidasic activity capacity and induce smaller lesions in C57BL/6. Parasites that 

have been kept in culture for a long time, when grown in medium supplemented with 

suramin, an inhibitor of ecto-ATPases, have increased ability to hydrolyze ATP and 

cause bigger lesions in C57BL/6. Interestingly, cells recovered from animals infected 

with the parasites that have a higher ATPase activity produced smaller amounts of IFN-

γ, after eight weeks of infection. Infection of macrophages by these parasites also shows 

marked differences, for both peritoneal macrophages and for macrophages derived from 

bone marrow. The parasites maintained in culture for few passages are able to infect a 

greater proportion of macrophages; however, differences in cellular parasitism are not 

observed. There are no changes in the production of cytokines, chemokines and NO by 

cells infected by different parasites. Data obtained in vivo showed that natural 

regulatory T cells appear to be important for delaying the lesion development. However, 

their participation seems to be similar in animals infected with both parasites. After a 

week of infection, there is increased production of the chemokine CCL2 in animals 
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infected with parasites maintained in culture for few passages. As this chemokine 

participates in the recruitment of monocytes, it is possible to imagine that the parasites 

maintained in culture for few passages leads to greater recruitment of these cells to the 

site of infection. Once differentiated into macrophages, these cells are effectively 

infected by these parasites. Together, these results show that the enzymes involved in 

metabolism of extracellular nucleotides play an important role in infection by L. 

amazonensis, and could have direct role in adhesion of the parasite to target cells and 

subsequent modulation of immune response. 
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1.1 As leishmanioses e a resposta imune ao parasito 

 

 Casos de leishmanioses têm sido relatados ao longo dos séculos. Descrições 

clínicas foram feitas no Velho Mundo, enquanto esculturas primitivas evidenciam sua 

existência no Novo Mundo. Estudos realizados a partir do século XX permitiram 

conhecer melhor essas doenças. São causadas por parasitos do gênero Leishmania, 

transmitidos por picadas de insetos existentes nas regiões tropical e temperada do 

mundo. Atualmente, existem 350 milhões de pessoas sob risco de contrair a doença, em 

88 países (WHO, 2008), e o Brasil está entre os países com maior número de casos 

(Desjeux, 2004). 

 As leishmanioses podem apresentar diversas manifestações clínicas, dentre as 

quais destacam-se as formas visceral, potencialmente fatal, a muco-cutânea, a cutânea 

difusa e a cutânea localizada, relativamente benigna (Desjeux, 2004). De modo geral, o 

desenvolvimento dessas diferentes formas clínicas depende tanto da espécie do parasito, 

quanto da imunocompetência do hospedeiro (Alexander e cols., 1999). 

 Os parasitos são transmitidos por fêmeas hematófagas de flebotomíneos, 

representados pelos gêneros Phlebotomus, no Velho Mundo, e Lutzomyia, no Novo 

Mundo. Ao realizarem o repasto sanguíneo sobre o hospedeiro vertebrado, os insetos 

dilaceram os tecidos superficiais da derme, levando à formação de pequenos pools 

hemorrágicos, onde depositam sua saliva, rica em componentes que auxiliarão na sua 

alimentação, como anti-coagulantes e vasodilatadores. Ao se alimentar sobre um 

hospedeiro infectado, o inseto pode ingerir células parasitadas, contendo formas 

amastigotas, que apresentam flagelo intracelular, de Leishmania. Uma vez no interior do 

tubo digestivo do inseto, estas se diferenciam em formas promastigotas, flageladas, e se 

multiplicam por divisão binária. Com o declínio da concentração de nutrientes 

disponíveis, os parasitos se diferenciam em formas metacíclicas, infectantes para o 

hospedeiro vertebrado, e migram para as partes anteriores do aparelho bucal dos insetos. 

Ao realizar seu próximo repasto sanguíneo, o inseto inocula no hospedeiro não apenas 

sua saliva, mas também essas formas promastigotas metacíclicas, que são fagocitadas e, 

uma vez no interior dos macrófagos (MΦ) do hospedeiro, se diferenciam novamente em 

amastigotas, re-iniciando o ciclo de transmissão (de Almeida e cols., 2003; Liese e 

cols., 2008; Awasthi e cols., 2004). 
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 De modo geral, a resistência frente às leishmanioses decorre do desenvolvimento 

da resposta imune mediada por células (CMI), sendo que a resposta humoral, na 

ausência da CMI, contribui para a susceptibilidade à doença (McMahon-Pratt & 

Alexander, 2004). No que se diz respeito especificamente à CMI, sabe-se que a resposta 

tipo 1 leva à resolução da infecção, enquanto sua progressão decorre de mecanismos 

mais controversos, como o desenvolvimento de resposta tipo 2, a co-existência de 

respostas tipo 1 e 2 ou a ausência de resposta tipo 1 (Alexander e cols., 1999; Sacks & 

Noben-Trauth, 2002). 

 Além dos linfócitos T, vários tipos celulares e moléculas efetoras estão 

envolvidos na resposta à infecção por Leishmania (Liese e cols., 2008). Merecem 

destaque as citocinas interleucina (IL)-12, fator de necrose tumoral (TNF)-α e IL-10, e o 

mediador NO. 

 A citocina IL-12 bioativa, chamada IL-12p70, é formada pelas subunidades IL-

12p40 e IL-12p35. A subunidade p40, sintetizada em excesso em relação à subunidade 

p35, é produzida exclusivamente em células dendríticas (DCs) e MΦ (Zhang & Wang, 

2008). É importante para a diferenciação e proliferação de células T CD4+ Th1 

(Alexander & Bryson, 2005) e para a ativação das células NK, fonte primária de 

interferon (IFN)-γ (Alexander e cols., 1999). Por sua vez, esta citocina ativa MΦ, 

resultando na produção de NO e morte dos parasitos (Alexander & Bryson, 2005). 

Assim, a IL-12 tem grande participação da iniciação de uma resposta celular protetora 

frente à leishmaniose (Afonso e cols., 1994). 

 O TNF-α participa do controle da infecção de MΦ humanos por Leishmania 

(Leishmania) amazonensis (Afonso e cols., 2008) e da indução da migração de DCs 

para o linfonodo drenante da infecção, no modelo murino (Ritter e cols., 2008). Quando 

MΦ peritoneais (pMΦ) obtidos a partir de camundongos CBA são tratados com TNF, 

tornam-se capazes de eliminar L. major via produção de NO (Liew e cols., 1990). 

 Nas leishmanioses, a IL-10 é produzida por células T reguladoras, células Th1 e 

Th2, DCs e MΦ. Promove a supressão da resposta Th1, com a consequente 

sobrevivência do parasito e geração de memória imune (Couper e cols., 2008), e é capaz 

de inativar MΦ (Bogdan e cols., 1991). Sua produção em resposta à Leishmania parece 

se correlacionar com a virulência do parasito e com características genéticas do 

hospedeiro. Há maior produção de IL-10 por células isoladas de linfonodos de animais 
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infectados com cepa mais virulenta de L. braziliensis (Indiani de Oliveira e cols., 2004) 

e a infecção de MΦ derivados de medula óssea (BMMΦ) com cepa avirulenta de L. 

major não leva à produção desta citocina (Racoosin & Beverley, 1997).  Células T de 

camundongos BALB/c produzem mais IL-10 que células T de C57BL/6, após ativação 

in vitro (Barbi e cols., 2008). 

 O NO é um gás produzido por células endoteliais, fagócitos e alguns neurônios, 

a partir da L-arginina. A enzima que catalisa sua síntese é a óxido nítrico sintase (NOS), 

que pode ser constitutiva ou indutível (iNOS) (Garcia & Stein, 2006). Este mediador 

desempenha diversas funções homeostáticas e inflamatórias, como a regulação da 

função, crescimento e morte de muitos tipos celulares e a eliminação de microrganismos 

intracelulares (Tripathi e cols., 2007). Neste último caso, pode atuar em sinergia com 

outras moléculas tóxicas. BMMΦ derivados de camundongos C3H, quando ativados 

com lipopolissacarídeo (LPS) e IFN-γ, eliminam L. amazonensis em mecanismo que 

requer tanto NO, quanto superóxido (Mukbel e cols., 2007). 

 
1.2 Peculiaridades da L. amazonensis 

 

 A espécie Leishmania (Leishmania) amazonensis tem importância médica no 

Novo Mundo. Em humanos, pode causar as formas cutâneas localizada e difusa da 

leishmaniose (McMahon-Pratt & Alexander, 2004), o que significa que os parasitos 

podem se disseminar pelo organismo do hospedeiro (Felizardo e cols., 2007). Dados 

recentes indicam que podem até mesmo se visceralizar, pois foram isolados de cães, que 

apresentavam quadro clínico característico de leishmaniose visceral, (Tolezano e cols., 

2007). 

 Grande parte dos estudos sobre a interação do parasito com o hospedeiro foi 

realizada no modelo murino, que, a despeito de sua ampla utilização, apresenta 

diferenças marcantes em relação à doença observada em humanos (de Almeida e cols., 

2003). A maioria das linhagens de camundongos é susceptível à infecção por L. 

amazonensis. A linhagem BALB/c é muito susceptível, enquanto C3H, C57BL/6, DBA 

e CBA são consideradas menos susceptíveis, pois apresentam desenvolvimento de lesão 

mais lento (Pereira & Alves, 2008). 
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 Diferentes mecanismos geram esta susceptibilidade. Em camundongos BALB/c, 

esta parece ser dependente da produção de IL-4. Quando DCs de BALB/c são infectadas 

com formas amastigotas de L. amazonensis, passam a secretar IL-4 e estimular a 

diferenciação de células T auxiliares preferencialmente para o subtipo Th2 (Qi e cols., 

2001). Embora esta tendência seja observada in vitro, durante o curso da infecção in 

vivo, as populações de células Th1 e Th2 expandem-se de modo equilibrado (Ji e cols., 

2002). Em C57BL/10, a ausência de resposta Th1 é mais significativa para a progressão 

da doença que a presença de resposta Th2, uma vez que a neutralização da citocina IL-

4, obtida pelo tratamento com anticorpos monoclonais anti-IL-4, não levou à resolução 

da lesão nesses animais (Afonso & Scott, 1993). 

 Animais C57BL/6 deficientes em IL-10, quando infectados com L. amazonensis, 

apresentam lesões crônicas, com parasitismo detectável e infiltrado inflamatório com 

composição celular semelhante à de animais selvagens, mas com focos de necrose. Isso 

indica que a IL-10 participa do controle da lesão tecidual, mas sua ação supressora não é 

responsável pela progressão da infecção (Jones e cols., 2002). Em camundongos, a 

susceptibilidade à indução de tolerância oral a um dado antígeno reflete uma 

imunossupressão periférica. Os animais susceptíveis à tolerância oral (TS) apresentam 

naturalmente grande produção de citocinas anti-inflamatórias, e aqueles resistentes à 

tolerância oral (TR) não possuem esta característica. Quando infectados com L. 

amazonensis, animais TS apresentam lesões discretas com crescimento progressivo do 

parasito, altas concentrações de IL-4 e IL-10, baixa produção de NO e IL-2 e reação de 

hipersensibilidade tardia (DTH) discreta. Já os animais TR possuem baixo parasitismo 

tecidual, com perfil inverso de produção de citocinas e NO e reação de DTH 

pronunciada, mas suas lesões são maiores que as de TS (Tavares e cols., 2006). Tem-se, 

assim, indícios de que as citocinas pró-inflamatórias, importantes para o controle do 

parasito, têm papel fundamental no desenvolvimento das lesões, enquanto citocinas 

anti-inflamatórias auxiliam no seu controle. 

 Os parasitos da espécie L. amazonensis revertem a resposta imune desenvolvida 

pelos hospedeiros para sua sobrevivência. Amastigotas apresentam maior proliferação 

em MΦ tratados apenas com IFN-γ, o que significa que esta citocina participa do 

controle da infecção apenas quando associado a outros fatores de ativação, como LPS 

(Qi e cols., 2004). As células T reguladoras, importantes para o controle da auto-
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imunidade, parecem favorecer a progressão da doença (Ji e cols., 2005). Os parasitos 

podem inibir a diferenciação completa de DCs, modulando a expressão de moléculas 

co-estimuladoras em sua superfície (Favali e cols., 2007); entretanto, quando 

opsonizados com anticorpos produzidos pelo hospedeiro, potencializam a  apresentação 

de antígenos por DCs, com conseqüente ativação de células T CD4+ e patologia tecidual 

(Wanasen e cols., 2008). 

 Em uma revisão recente, Pereira e cols (2008) descrevem a participação de 

mediadores da resposta imune na infecção por L. amazonensis e destacam diversas 

células ou moléculas podem apresentar efeitos opostos, em função de diversos fatores, 

como background genético do hospedeiro e citocinas presentes no meio, dentre outros. 

Assim, os MΦ podem ter ação leishmanicida ou servirem como “abrigo” para os 

parasitos, em função das citocinas presentes no meio; DCs podem sintetizar IL-4 ou IL-

12 em resposta ao parasito, de acordo com a linhagem da qual foram isoladas; células T 

CD4+ Th1, embora sejam importantes para o controle do parasitismo, estão relacionadas 

com a ulceração da lesão; a citocina IFN-γ é importante para o controle da infecção em 

estágios avançados da doença, mas pode estimular a proliferação de amastigotas. 

Destacam, também, que há maior consenso quanto à atuação de alguns participantes da 

resposta. Os granulócitos podem ter importância no estabelecimento da infecção, 

atuando como “cavalos de Tróia”, enquanto as células NK são importantes para a 

ativação inicial de MΦ. 

 É evidente que a L. amazonensis desenvolveu mecanismos sofisticados para 

subverter a resposta imune dos seus hospedeiros, muitos dos quais não são observados 

em outras espécies do mesmo gênero. Isto pode ser explicado pelo fato de que os 

parasitos desenvolveram adaptações distintas para sobreviver no inseto vetor e no 

hospedeiro vertebrado, o que se reflete na existência de diversos fatores de virulência, 

que podem ter maior ou menor importância para uma dada espécie (Alexander & 

Bryson, 2005). Alguns fatores de virulência são classicamente reconhecidos, como o 

gp63, uma enzima de superfície capaz de inativar componentes do sistema do 

complemento, e o LPG, um fosfoglicano encontrado na superfície dos parasitos 

(McMahon-Pratt & Alexander, 2004). Para o parasito L. amazonensis, a enzima cisteína 

peptidase tipo L-catepsina (CPB) é crítica para a virulência, por inibir o 

desenvolvimento de respostas Th1 (Alexander e Bryson, 2005). 
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1.3 Ecto-nucleotidases como possíveis fatores de virulência 

 

 Diversas enzimas estão envolvidas no controle das concentrações extracelulares 

de nucleotídeos e nucleosídeos. A importância do controle da duração, magnitude e 

natureza da sinalização purinérgica é evidenciada pela co-existência de vias de síntese, 

degradação e interconversão de nucleotídeos na superfície celular, onde também 

existem receptores para trifosfato de adenosina (ATP) e adenosina (Ado) (Bours e cols., 

2006).  

 As ecto-enzimas que hidrolisam nucleotídeos extracelulares di- ou trifosfatados 

são reunidas na família das ecto-nucleosídeo trifosfato difosfohidrolases (E-NTPDase; 

EC 3.6.1.5). Juntamente com a ecto-5’-nucleotidase (CD73; EC 3.1.3.5), são 

importantes para a regulação dos efeitos de nucleotídeos extracelulares sobre as mais 

diversas células e tecidos (Robson e cols., 2006). Já foram descritas em tanto em 

organismos procariotas, quanto em eucariotas (Komoszynski & Wojtczak, 1996). 

Existem em Trypanosoma cruzi (Bisaggio e cols., 2003), Leishmania tropica (Meyer-

Fernandes e cols., 1997) e Leishmania amazonensis (Berredo-Pinho e cols., 2001), 

dentre outros protozoários (Meyer-Fernandes, 2002). Estas enzimas parecem ter 

importância fundamental para os tripanosomatídeos, que não são capazes de sintetizar 

nucleotídeos de novo, e dependem de uma via de salvação para obtê-los (Cohn & 

Gottlieb, 1997). Neste caso, a Ado extracelular pode ser transportada para o citoplasma 

e incorporada em suas vias de salvação de purinas (Dombrowski e cols., 1998). 

 Oito genes diferentes ENTPD codificam essas enzimas. As E-NTPDases 1, 2, 3 

e 8 se localizam na membrana celular, com a face catalítica voltada para o meio externo, 

enquanto as NTPDases 5 e 6 são secretadas. Já as NTPDases 4 e 7 são intracelulares, 

com seus sítios catalíticos voltados para o lúmen de organelas (Robson e cols., 2006). 

Todas as enzimas possuem cinco domínios conservados de apirase (ACR), 

denominados ACR1 a ACR5 (Sansom e cols., 2008). As E-NTPDases são glicosiladas, 

e suas massas moleculares preditas variam entre aproximadamente 55 e 70-80 kDa, para 

as estruturas primárias e glicosiladas, respectivamente (Zimmermann, 1999). Seu pH 

ótimo de atividade varia entre 6,5 e 7,0, de acordo com a fonte da qual são isoladas 

(Komoszynski & Wojtczak, 1996). Todas as E-NTPDases requerem Ca2+ ou Mg2+ para 
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sua atividade máxima, podendo até mesmo ser inativas em sua ausência (Robson e 

cols., 2006).  

 As E-NTPDases não hidrolisam pirofosfato inorgânico ou fosfoésteres, o que 

implica que a parte orgânica do substrato é necessária para atividade catalítica 

(Komoszynski & Wojtczak, 1996). A taxa de hidrólise de nucleotídeos é bastante 

variável: enquanto a E-NTPDase 1 hidrolisa ATP e ADP em taxas semelhantes, as E-

NTPDases 3 e 8 agem preferencialmente em trifosfatos de nucleosídeos (NTPs); a 

NTPDase 2 tem extrema preferência por NTPs e, por isso, foi anteriormente classificada 

como ATPase (Robson e cols., 2006). 

 O membro prototípico das E-NTPDases é o CD39. Esse marcador é expresso em 

neutrófilos, linfócitos e monócitos, células endoteliais humanas e em linhagens de 

plaquetas, monócitos, células NK e megacariócitos (Pulte e cols., 2007; Koziak e cols., 

1999). A atividade ecto-ATPásica é rapidamente induzida em células T por estimulação 

antigênica (Langston e cols., 2003). Como a expressão de CD39 é restrita a células 

ativadas e a determinados sítios anatômicos, pode-se sugerir que sua atividade 

enzimática seja importante para respostas imunes (Wang & Guidotti, 1996).  

 Nucleotídeos extracelulares modulam diversas funções dos tecidos, dentre as 

quais as respostas inflamatória e imune (Robson e cols., 2006). De modo geral, os 

nucleotídeos não cruzam as membranas celulares, exercendo seus efeitos via receptores 

de superfície (Dombrowski e cols., 1998). No ambiente intracelular, os nucleotídeos 

estão presentes em concentrações em torno de 5 a 10 µM, enquanto, no meio 

extracelular, sua concentração está na faixa do nanomolar (la Sala, Ferrari, Di e cols., 

2003). Logo, quando há danos teciduais, os nucleotídeos que são liberados podem atuar 

como moléculas de alerta e exercer seus efeitos em grande variedade de tipos celulares 

(Bours e cols., 2006). 

 Diversas funções já foram descritas para o ATP extracelular. Ele estimula a 

liberação de histamina por mastócitos e a degranulação de neutrófilos (Dombrowski e 

cols., 1998). Em baixas concentrações, é quimiotático para DCs  imaturas (la Sala e 

cols., 2003). Este nucleotídeo inibe a produção das citocinas pró-inflamatórias por DCs 

maturadas com LPS, sem afetar sua produção de IL-10 e do antagonista do receptor de 

IL-1 (IL-1Ra); assim, quando em presença de ATP, DCs têm menor capacidade de 

promover a polarização da resposta para o tipo 1 (la Sala e cols., 2001). O ATP 
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extracelular é necessário para a cascata de sinalização que resulta na transcrição de 

genes de algumas citocinas, como IFN-γ, IL-2 e TNF-α (Langston e cols., 2003). É 

importante ressaltar que efeitos contraditórios sobre a resposta imune são devidos à 

diferenças nas dosagens desse nucleotídeo utilizadas em diferentes estudos. 

 Sob ação das E-NTPDases, o ATP pode ser hidrolisado a difosfato de adenosina 

(ADP) e monofosfato de adenosina (AMP), que é o substrato da ecto-5’-nucleotidase. 

Nesse processo, é gerada Ado (la Sala e cols., 2001). O ADP estimula a agregação 

plaquetária (Dombrowski e cols., 1998; Zimmermann, 1999). Já a Ado tem efeitos 

supressivos sobre a inflamação e a resposta imune e é capaz de atuar sobre diversos 

tipos celulares, num mecanismo de retroalimentação negativa (Bours e cols., 2006). 

Tem efeito inibitório sobre a exocitose de grânulos de células NK murinas (Williams e 

cols., 1997). Em MΦ, suprime a produção de NO e superóxido, a síntese de citocinas 

pró-inflamatórias, a expressão de moléculas de MHC de classe II (Hasko e cols., 2002) 

e a produção de TNF-α (Kreckler e cols., 2006). A Ado tem baixa capacidade de induzir 

a maturação de DCs, mas altera seu perfil de produção de quimiocinas, favorecendo a 

produção de CCL17 e inibindo a de CXCL10 (Panther e cols., 2003); em DCs 

plasmacitóides maduras, inibe a produção de IL-6, IFN-α, IL-12p40 e IL-12p70 

(Schnurr e cols., 2004). A Ado participa do controle a migração de linfócitos para o 

interior dos linfonodos, uma vez que em animais deficientes para a ecto-5’-nucleotidase 

CD73 ocorre maior migração de células para esses órgãos em resposta a estímulos 

inflamatórios (Takedachi e cols., 2008).  

 O efeito final da ação seqüencial das enzimas E-NTPDases e ecto-5’-

nucleotidase é de supressão da resposta imune. Esta cascata enzimática pode ser 

mimetizada por NTPDases de patógenos (Sansom e cols., 2008), que, neste processo, 

utilizariam suas enzimas envolvidas no metabolismo extracelular de nucleotídeos como 

fatores de virulência. 

 Dados de nosso laboratório corroboram essa hipótese. Maioli e cols (2004), 

trabalhando com as espécies L. amazonensis e L. braziliensis, demonstraram L. 

amazonensis tem maior atividade AMPásica que L. braziliensis, e que a infecção pela 

primeira levou a maior parasitismo tecidual e menor produção de IFN-γ e TNF por 

células de linfonodos dos animais infectados. Essas observações permitiram postular 

que a degradação de AMP pelo parasito, com conseqüente geração de Ado, pode 
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suprimir a produção de citocinas inflamatórias, favorecendo o estabelecimento da 

infecção. Marques-da-Silva e cols (2008), trabalhando com L. amazonensis, L. 

braziliensis e L. major, demonstraram que formas metacíclicas de L. amazonensis 

apresentaram maior atividade de hidrólise de nucleotídeos que as demais, e que a 

administração de Ado juntamente com parasitos da espécie L. braziliensis levou a um 

aumento transiente da lesão e do parasitismo tecidual. Assim, foi evidenciado que a 

produção de Ado pelos parasitos nos momentos iniciais de interação com o hospedeiro 

pode interferir com o curso da infecção. 

 

1.4 Macrófagos: principais células hospedeiras para Leishmania 

 

 Os MΦs constituem uma família heterogênea de fagócitos profissionais. São 

amplamente distribuídos, localizando-se em linfonodos, baço, fígado, pulmões, trato 

gastrointestinal, cavidades serosas e sinoviais, ossos, pele e sistema nervoso central 

(Antoine e cols., 2004). Dentre suas características, destacam-se a morfologia estrelada, 

a expressão de diversas enzimas, como esterase não-específica, hidrolases lisossomais e 

ecto-enzimas, bem como a pronunciada capacidade de fagocitar partículas de modo não-

específico ou específico, via receptores para as porções Fc de imunoglobulinas e para 

componentes do complemento (Hume, 2006). Têm papel central na manutenção da 

homeostase tecidual, pois atuam na remodelação tecidual fisiológica ou de reparo e 

internalizam células ou corpos apoptóticos, contribuindo para a eliminação de células 

senescentes (Fortea e cols., 2007). Atuam também como células apresentadoras de 

antígenos, produtoras de citocinas e efetoras da imunidade celular (Teixeira e cols., 

2006), sendo seus principais mecanismos efetores a produção de radicais intermediários 

de oxigênio (ROIs) e radicais intermediários de nitrogênio (RNIs), por ação das enzimas 

óxido nítrico sintase indutível (iNOS) e fagócito NADPH oxidase (phox), 

respectivamente (Antoine e cols., 2004). 

 Mills e cols (2000) observaram que pMΦ derivados de linhagens de 

camundongos tipo 1 são mais facilmente ativáveis para produção de NO que aqueles 

derivados de animais tipo 2, e que esses MΦs podem direcionar a resposta inflamatória 

para pólos opostos. Por isso, propuseram a classificação dos MΦ em M-1 e M-2. Em 

uma revisão recente, Mosser e cols (2008) propuseram a re-classificaram os MΦ em três 
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subpopulações: MΦ classicamente ativados, MΦ de reparo e MΦ reguladores. Os MΦ 

classicamente ativados, conforme definição de North (1978), são as células efetoras da 

imunidade celular, essenciais para a defesa do hospedeiro; sua ativação necessita ser 

controlada, para evitar lesões teciduais. Os MΦ de reparo se desenvolvem em resposta à 

IL-4 durante as respostas inata ou adaptativa e secretam componentes da matriz 

extracelular. Já os MΦ reguladores podem se desenvolver também durante a imunidade 

inata ou adaptativa, em resposta a diversos fatores, como prostaglandinas, células 

apoptóticas, IL-10 e glicocorticóides, e são capazes de produzir IL-10. Cabe ressaltar 

que os MΦ não sofrem mudanças epigenéticas durante sua diferenciação e parecem 

reter sua plasticidade em responder a sinais ambientais. 

 Na superfície dos MΦ, encontram-se as enzimas CD39 e CD73, bem como 

diversos subtipos de receptores para ATP e Ado. Esses fagócitos podem liberar esses 

dois mediadores quando ativados, o que significa que são susceptíveis à regulação por 

ATP ou Ado, de modo autócrino ou parácrino. Exercem efeitos pró-inflamatórios e 

citotóxicos, quando expostos a ATP, e efeitos imunossupressores e anti-inflamatórios, 

quando expostos a Ado (Bours e cols., 2006). Como exemplo desta sinalização, pode-se 

citar o fato de que IFN-γ induz aumento da expressão de receptores para Ado em MΦ, o 

que culmina na inibição da expressão de moléculas de MHC de classe II, iNOS e 

citocinas pró-inflamatórias, num mecanismo de retroalimentação negativa (Xaus e cols., 

1999). 

 Os MΦs têm importância destacada na infecção por Leishmania, pois  são tanto 

as células hospedeiras necessárias para o sucesso da infecção, quanto o braço efetor de 

uma resposta imune eficaz (Mauel, 1990). Os parasitos modificam o metabolismo do 

hospedeiro, afetando a sobrevivência, a multiplicação e a morte das células infectadas 

(Dogra e cols., 2007). 

 Os parasitos são internalizados por fagocitose convencional e direcionados para 

fagolisossomos, sendo que as formas amastigotas resistem ao pH ácido e às enzimas 

lisossomais (Bogdan & Rollinghoff, 1999). É interessante destacar que os parasitos do 

gênero Leishmania promovem sua própria fagocitose, pois ativam componentes do 

sistema do complemento e, assim, se tornam opsonizados com C3bi e C3b e são 

internalizados via receptores para o complemento da superfície do MΦ (Von Stebut, 

2007). A fagocitose mediada por receptores do complemento pode facilitar a infecção 
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ou promover a morte dos parasitos. Em estudo realizado com L. chagasi, a opsonização 

aumentou a eficiência de infecção de MΦ humanos, mas também a explosão 

respiratórias pelas células infectadas, evidenciando que, para que seja iniciada uma 

infecção viável,  é necessário um balanço entre esses efeitos positivos e negativos para o 

parasito (Chang e cols., 2007). 

 

1.5 Células T reguladoras e o controle da resposta imune 

 

 O controle de infecções é tão importante para o hospedeiro quanto a ausência de 

danos colaterais a tecidos próprios, conseqüentes a uma resposta imune exuberante 

(Wohlfert & Belkaid, 2008). Essa resposta eficaz e, ao mesmo tempo, controlada só é 

possível devido à participação das células T reguladoras no processo inflamatório. Elas 

podem ter efeitos paradoxais: auxiliam no controle da patologia decorrente da infecção, 

mas podem promover uma supressão excessiva da resposta imune; ajudam na 

manutenção da resposta protetora e na supressão de respostas alérgicas ou auto-imunes, 

mas podem levar à reativação de doenças ou propiciar o crescimento de tumores 

(Belkaid, 2007). 

 As células T reguladoras são classificadas como naturais ou indutíveis. As 

células T reguladoras naturais (Treg) possuem fenótipo CD4+CD25+Foxp3+ e, 

classicamente, desenvolvem-se no timo e migram para tecidos periféricos. Já as células 

T reguladoras indutíveis são subdivididas nas populações Tr1, produtoras de IL-10, e 

Th3, que têm produção característica de fator de crescimento e transformação (TGF)-β. 

Elas se desenvolvem na periferia, após entrarem em contato com antígenos. Em um 

tecido infeccionado, a regulação decorre da ação coordenada de várias populações de 

células T reguladoras (Mills, 2004). 

 O fator de transcrição Foxp3 é considerado um marcador fidedigno para as 

células Treg. Em camundongos, é expresso em células T CD4+CD25+ reguladoras, e sua 

indução em células T CD4+CD25- confere a elas função supressora (Fontenot e cols., 

2003). Em humanos, o gene FOXP3 é crucial para o desenvolvimento e funcionamento 

das células T CD4+CD25+ reguladoras (Yagi e cols., 2004). 

 Evidências experimentais ressaltam características e ações destas células. As 

células T CD4+CD25+ purificadas não proliferam em resposta a IL-2 ou à estimulação 
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do TCR e suprimem a proliferação de células T CD4+CD25- in vitro, em mecanismo 

dependente de contato (Thornton & Shevach, 1998). Células Treg promovem a ativação 

alternativa de MΦ, sem que a síntese de citocinas seja necessária (Tiemessen e cols., 

2007). Há evidências de que o monofosfato de adenosina cíclico (cAMP) é importante o 

efeito de supressão, pois, em ensaios in vitro, é transferido entre as células Treg e T 

convencional, via junções comunicantes (Bopp e cols., 2007). 

 Em leishmaniose, sabe-se que, quando camundongos C57BL/6 são infectados 

por L. major, alguns parasitos persistem após resolução da lesão, em mecanismo 

importante para a manutenção da imunidade frente à re-infecção, que é controlado por 

células Treg (Belkaid e cols., 2002). Após cura da lesão primária, em um modelo de re-

infecção de camundongos C57BL/6 com L. major, o segundo desafio levou à re-

ativação da lesão no sítio da infecção primária, com aumento da lesão e do parasitismo 

tecidual, bem como maior expressão local de células Treg (Mendez e cols., 2004). A 

maioria das células Treg existentes nos linfonodos drenantes de camundongos 

infectados por L. major eram específicas para o parasito e, na sua ausência, morriam 

rapidamente por apoptose (Suffia e cols., 2006). Assim, ao controlar a resposta imune 

excessiva, células Treg podem favorecer a sobrevivência dos patógenos, além de serem 

passíveis de manipulação pelos mesmos (Belkaid e cols., 2006). 

 Alguns estudos demonstram uma relação entre ecto-enzimas envolvidas no 

metabolismo de NTPs e células Treg. Foi demonstrado que o fator de transcrição Foxp3 

é responsável pela expressão de CD39 em células de camundongos, mas somente 

quando há ativação do receptor da célula T (TCR) essa enzima se torna ativa (Borsellino 

e cols., 2007). Em outro trabalho, demonstrou-se que a co-expressão de CD39 e CD73 

permite diferenciar as células T CD4+CD25+Foxp3+ dos outros subgrupos de células T. 

A ação seqüencial dessas enzimas gera Ado, que pode atuar em receptores existentes em 

células T efetoras, regulando a resposta imune (Deaglio e cols., 2007).  

 

1.6 Quimiocinas e leishmaniose 

 

 O termo quimiocinas surgiu como uma contração da expressão citocinas 

quimiotáticas (Baggiolini, 2001), a fim de nomear pequenas citocinas com propriedades 

quimiotáticas seletivas (Viola & Luster, 2008). São moléculas estruturalmente 
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relacionadas, na maioria das vezes de natureza básica, com peso molecular de 

aproximadamente 8 a 14 kDa (Zlotnik & Yoshie, 2000). Sua estrutura primária 

apresenta de 70 a 130 aminoácidos, com quatro resíduos de cisteína conservados na 

porção amino-terminal. Por serem secretadas, são sintetizadas com um pequeno 

peptídeo sinal, que contém de 20 a 25 aminoácidos (Baggiolini, 2001). 

 As quimiocinas foram agrupadas em duas famílias, com base em suas estruturas 

primária, independentemente de suas funções (Rot & von Andrian, 2004). Essa divisão 

se deu com base na posição dos dois primeiros resíduos de cisteína a partir da porção N-

terminal. Quando estes resíduos são adjacentes, definiu-se a família CC; quando há 

algum aminoácido entre esses resíduos, tem-se a família CXC. Essa classificação 

apresenta algumas exceções. As duas variantes estruturais já descritas se referem à 

ausência de dois resíduos de cisteína, família XC, ou à existência de três aminoácidos 

entre os resíduos de cisteína, família CX3C (Zlotnik & Yoshie, 2000). É interessante 

destacar que esses resíduos de cisteína formam duas ligações dissulfeto, conferindo às 

quimiocinas sua estrutura tridimensional característica (Baggiolini, 2001). 

 Essas proteínas são secretadas constitutiva e indutivamente, e seus efeitos são 

parácrinos ou autócrinos (Baggiolini, 2001). Dentre as fontes de quimiocinas, podem-se 

citar monócitos, macrófagos, neutrófilos, plaquetas, eosinófilos, mastócitos, linfócitos 

T, células NK, DCs, queratinócitos, células epiteliais, hepatócitos, fibroblastos, células 

musculares lisas e células endoteliais (Strieter e cols., 1996; Steigerwald & Moll, 2005). 

 As quimiocinas ligam-se a receptores acoplados à proteína-G, com sete 

domínios transmembrana (Viola & Luster, 2008; Rot & von Andrian, 2004). Esta 

ligação é bastante promíscua, pois muitos receptores reconhecem a mais de uma 

quimiocina, e várias quimiocinas ligam-se a mais de um receptor (Baggiolini, 2001). A 

nomenclatura desses receptores se faz pela junção dos acrônimos CC, CXC, XC ou 

CX3C com a letra “R”, seguido do número do gene da quimiocina, definido 

cronologicamente (Zlotnik & Yoshie, 2000). A afinidade das quimiocinas pelos 

receptores é bastante variável, sendo que estas podem atuar, para um dado receptor, 

como agonista ou antagonista (Rot & von Andrian, 2004). 

 A função clássica das quimiocinas é o controle do tráfego de leucócitos, sendo 

seus principais alvos celulares os neutrófilos, monócitos, linfócitos e eosinófilos (Viola 

& Luster, 2008; Rot & von Andrian, 2004; Moser e cols., 2004; Brenier-Pinchart e 
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cols., 2001; Zlotnik & Yoshie, 2000). Entretanto, sabe-se que as quimiocinas exercem 

diversas outras funções. Assim, atuam no desenvolvimento e funcionamento do sistema 

imune, mantendo sua homeostasia (Moser & Loetscher, 2001; Zlotnik & Yoshie, 2000), 

bem como auxiliam na manutenção da arquitetura dos órgãos linfóides secundários (Rot 

& von Andrian, 2004). Participam da ativação de leucócitos, dos processos de 

angiogênese e hematopoese, e do desenvolvimento de respostas a doenças inflamatórias 

e infecções microbianas (Brenier-Pinchart e cols., 2001). Regulam a recirculação, 

localização e sobrevivência de timócitos e linfócitos T e B maduros, e contribuem para 

a renovação dos tecidos linfóides (Sallusto & Baggiolini, 2008).  

 Na leishmaniose, as quimiocinas participam do recrutamento e ativação de 

leucócitos e de seus mecanismos leishmanicidas (Teixeira e cols., 2006). Em geral, a 

magnitude da sua produção é maior em infecções por parasitos avirulentos que naquelas 

por virulentos (Brenier-Pinchart e cols., 2001). Algumas quimiocinas parecem ter 

envolvimento direto na resposta à infecção por Leishmania. Dentre estas, merecem 

destaque a CCL2 e a CXCL10. 

 A CCL2 é produzida por fibroblastos, células endoteliais, células musculares 

lisas, monócitos e células T, entre outros tipos celulares, em resposta a estímulos como 

TNF-α, IFN-γ, fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fatores 

relacionados ao estresse (Melgarejo e cols., 2008). A ligação CCL2-CCR2 participa 

tanto da resposta inata, quanto da resposta adaptativa à infecção, cooperando na 

definição do balanço entre Th1 e Th2, embora sua ação precisa ainda seja controversa 

(Teixeira e cols., 2006). Participa do recrutamento de MΦ e linfócitos T para o sítio da 

infecção por Leishmania (Brenier-Pinchart e cols., 2001). 

 A quimiocina CXCL10 é quimiotática para células NK, sendo também 

importante para sua ativação (Farber, 1997). Camundongos CXCL10-/- apresentam 

deficiências na proliferação de células T e na produção de IFN-γ em resposta à 

estimulação antigênica, bem como na migração de células T CD4+ e CD8+ para sítios de 

infecção (Dufour e cols., 2002). Há aumento na expressão de CXCL10 no sítio da 

infecção e em linfonodos de camundongos C57BL/6 infectados com L. major (Muller e 

cols., 2001) e também por DCs derivadas de camundongos resistentes a L. major 

infectadas com este parasito (Steigerwald & Moll, 2005). É interessante destacar que o 
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tratamento com Ado é capaz de inibir a produção de CXCL10 por DCs maduras 

(Panther e cols., 2003). 

 Os parasitos do gênero Leishmania podem se beneficiar diretamente da 

produção de quimiocinas pelo hospedeiro, bem como manipulá-la. Roychoudhury e cols 

(2006) evidenciaram que esses parasitos são capazes de se ligar, com alta afinidade, a 

algumas quimiocinas produzidas pelo hospedeiro, como CCL3, CCL4 e CCL5. Essa 

ligação ativa cascatas de sinalização celular na célula do parasito, em mecanismo 

mediado por ativação de proteína-G, que, para L. donovani, culmina com sua 

quimiotaxia. Van Zandbergen e cols (2002) demonstraram que os parasitos produzem 

um fator quimiotático para neutrófilos, estimulam sua síntese de CXCL8 e inibem a de 

CXCL10. Assim, geram um ambiente rico em neutrófilos, que atuam como células 

hospedeiras, e impedem a ativação de células NK. 
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2.1 Objetivo geral 

 Avaliar características da resposta imune inicial desenvolvida frente à infecção 

por Leishmania (Leishmania) amazonensis mantida em cultura axênica por passagens 

sucessivas. 

 

2.2 Objetivos específicos 

� Investigar possível correlação entre atividade ecto-nucleotidásica e 

desenvolvimento de lesão em camundongos C57BL/6.  

� Modular a expressão, no parasito, de ecto-enzimas envolvidas no metabolismo 

de nucleotídeos, e analisar seu impacto sobre virulência in vivo e capacidade de 

hidrólise de nucleotídeos. 

�  Avaliar a produção de citocinas (TNF e IL-10), NO e quimiocinas (CCL2, 

CCL5 e CXCL10) por MΦ infectados por parasitos que apresentam diferenças 

na atividade ecto-nucleotidásica, utilizando pMΦ e BMMΦ. 

�  Analisar a participação de células Treg no curso da infecção em animais 

infectados com parasitos mantidos em cultura por poucas ou muitas passagens. 

�  Determinar, no sítio do inóculo, a produção de quimiocinas (CCL2, CCL5 e 

CXCL10) após uma semana de infecção, em camundongos C57BL/6 infectados 

com L. amazonensis mantida em cultura por poucas ou muitas passagens. 
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3.1 Animais experimentais 

 Camundongos C57BL/6, com idade média entre cinco e oito semanas, 

provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Ouro Preto. Os animais 

receberam água e alimentação ad libidum. Nos experimentos in vivo, utilizaram-se 

fêmeas, enquanto, nos experimentos in vitro, utilizaram-se tanto machos, quanto 

fêmeas. Os procedimentos adotados neste estudo foram aprovados pelo Câmara de 

Experimentação Animal do Comitê de Ética em Pesquisa da UFOP. 

  

3.2 Parasitos 

 Formas promastigotas de parasitos da cepa IFLA/BR/67/PH8 da espécie 

Leishmania (Leishmania) amazonensis foram cultivados a 25 °C, em meio de Grace 

(Sigma Aldrich Inc, St. Louis, MO, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino 

inativado (SFB - LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil), L-glutamina 2 mM (GIBCO 

BRL-Life Technologies, Grand Island, NY, MO, EUA) e penicilina G 100 U/mL (USB 

Corporation, Cleveland, OH, USA), pH 6,5. Em experimentos específicos, o meio de 

cultura foi suplementado, ainda, com 5 mM de Ado (Sigma Aldrich Inc) ou 20 µM de 

suramina (Sur - Sigma Aldrich Inc). 

 Os parasitos foram submetidos a novos repiques em meio de cultura a cada três 

dias. Aqueles mantidos em cultura por menos de dez repiques foram chamados 

“parasitos de poucas passagens”, enquanto os “parasitos de muitas passagens” foram 

submetidos a mais de cento e vinte repiques em cultura. 

 

3.3 Purificação de formas promastigotas metacíclicas a partir de culturas de L. 

amazonensis 

 As formas promastigotas metacíclicas foram obtidas através de uma adaptação 

do protocolo descrito por Späth e Beverley (2001) e modificado por Marques-da-Silva e 

cols (2008). Padronizações prévias demonstraram que, após quatro dias de cultivo no 

meio anteriormente descrito, os parasitos atingiam o início da fase estacionária de 

crescimento, e esse tempo foi padronizado para todos os experimentos.  

 As culturas foram lavadas duas vezes com solução de NaCl 0,9% para os 

experimentos de determinação da atividade enzimática, ou com salina tamponada com 

fosfato (PBS), para os  demais experimentos, através de centrifugação a 1540 x g, a 4 
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°C, por 10 min. Após as etapas de lavagem, os parasitos foram ressupendidos em 

DMEM (Sigma Aldrich Inc) ou RPMI (Sigma Aldrich Inc), pH 7,2 e distribuídos em 

alíquotas de 2 mL. Sob essa suspensão, foram adicionados 2 mL de Ficoll 10% (Sigma 

Aldrich Inc) e o gradiente assim formado foi submetido a centrifugação a 1070 x g, a 25 

°C, por 15 min. O sobrenadante desta centrifugação, rico em formas promastigotas 

metacíclicas, foi coletado, e os parasitos lavados duas vezes com solução salina 

fisiológica ou PBS. 

 

3.4 Ensaios de determinação de atividade nucleotidásica 

 Culturas de L. amazonensis de poucas ou muitas passagens foram enriquecidas 

em formas metacíclicas, conforme descrito anteriormente. Nas etapas de lavagem, 

utilizou-se solução de NaCl a 0,9%. 

 A determinação da atividade ecto-nucleotidásica foi feita conforme descrito por 

Berredo Pinho e cols (2001). A reação foi conduzida em tampão Hepes-Tris 0,05 M, pH 

7,2, contendo NaCl 0,01 M, KCl 0,005 M, glicose 0,005 M e MgCl2 0,005 M. Como 

substratos, utilizaram-se ATP, ADP ou AMP, todos adquiridos da Sigma Aldrich Inc, 

na concentração final de 5 mM. Os parasitos foram incubados neste meio reacional por 

1 h, a 30 °C, e a reação foi interrompida pela adição de HCl 0,2 N. Para compensar a 

auto-hidrólise dos nucleotídeos, foram realizadas reações controle, nas quais o intervalo 

de incubação a 30 °C foi realizado na ausência dos parasitos. Em seguida, os tubos de 

reação foram centrifugados, para que fosse feita a determinação da concentração de 

fosfato inorgânico (Pi) no sobrenadante. 

 A reação para quantificação de Pi foi feita por método colorimétrico 

(TAUSSKY & SHORR, 1953). Para tanto, utilizou-se um reagente de cor contendo 

FeSO4.7H2O (VETEC Química Fina, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e molibdato de amônio 

(VETEC Química Fina), em meio levemente acidificado com H2SO4 (VETEC Química 

Fina). Foi construída uma curva-padrão, a partir da diluição seriada de uma solução de 

Na3PO4, na qual se deu a interpolação dos valores de absorbância encontrados para as 

amostras. A quantificação fotométrica foi feita a 650 nm, utilizando o leitor Emax 

Molecular Devices (Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA, USA).  

 Os resultados obtidos foram, então, corrigidos pelos valores obtidos para as 

reações de controle de auto-hidrólise, e ajustados para nmol de Pi/108 parasitos/hora. 
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3.5 Infecção dos animais experimentais 

 Camundongos C57BL/6 foram inoculados com 1 x 105 formas promastigotas 

metacíclicas suspensas em PBS, no coxim plantar da pata traseira. O volume total do 

inóculo foi 40 µL/pata. 

 Em experimentos de curso de infecção, fêmeas de camundongos C57BL/6 foram 

infectadas na pata traseira esquerda. O desenvolvimento das lesões foi acompanhado 

semanalmente, utilizando um micrômetro (Starret, Itu, São Paulo, SP, Brasil). Definiu-

se lesão como a diferença de espessura entre a pata infectada e a pata controle (Afonso 

& Scott, 1993).  

 Para os experimentos de RT-PCR, os animais foram inoculados em ambas as 

patas traseiras. Após uma semana de infecção, foram eutanasiados por deslocamento 

cervical, e as patas coletadas para extração de RNA. 

 

3.6 Estimulação de células mononucleares in vitro e quantificação de parasitos 

 Nos experimentos de curso de infecção, após oito semanas de acompanhamento, 

os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, e o linfonodo poplíteo 

drenante e a pata infectada foram coletados. O linfonodo foi destinado à avaliação da 

produção de citocinas, e a pata, à quantificação de parasitos. 

 Os linfonodos foram processados em homogeneizador de vidro, em DMEM 

suplementado com 1% de SFB inativado, L-glutamina 2 mM, penicilina G 100 U/mL e 

HEPES 25 mM (USBiological, Swampscott, MA, USA), pH 7,2. As células 

recuperadas tiveram sua concentração ajustada para 5 x 106 células/mL, em meio de 

cultura completo para células e tecidos (CTCM), composto por DMEM suplementado 

com 10% de SFB inativado, L-glutamina 2 mM, penicilina G 100 U/mL 50 µM de 

mercaptoetanol (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suíça) e HEPES 25 mM, pH 7,2. Foram 

distribuídas em placas de 48 poços e estimuladas com 50 µg/mL de antígeno particulado 

de L. amazonensis (Maioli e cols., 2004). O sobrenadante foi coletado após 72 horas, 

para dosagem de citocinas. 

 Para quantificação de parasitos, utilizou-se a técnica da diluição limitante 

(Afonso & Scott, 1993). Após sacrifício dos animais, as patas foram coletadas e 

maceradas em processador de vidro, em meio de Grace, pH 6,5. Após centrifugação a 

50 x g, a 4 °C, por 1 min, para retirada de debris grosseiros, o sobrenadante foi coletado 
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e submetido a centrifugação, a 1540 x g, a 4 °C, por 10 min, para sedimentação dos 

parasitos. Estes foram ressuspendidos em meio de Grace suplementado com 10% de 

SFB inativado, L-glutamina 2 mM e penicilina G 100 U/mL, pH 6,5. Essa suspensão de 

parasitos foi submetida à uma diluição seriada na proporção de 1:10, em placa de 96 

poços, que foram incubadas a 25 °C por 15 dias. Após este tempo, as placas foram 

avaliadas com relação à presença de parasitos. Os resultados foram expressos como 

logaritmo negativo do título de parasitos, correspondendo à última diluição na qual estes 

foram observados. 

 

3.7 Obtenção de macrófagos peritoneais (pMΦ) 

 Obtiveram-se pMΦ conforme descrito por Titus e cols (1984), com poucas 

modificações.  Camundongos C57BL/6 foram inoculados, no peritônio, com solução de 

tioglicolato 3% (Biobrás, Montes Claros, MG, Brasil). Após cinco dias, os animais 

foram eutanasiados por deslocamento cervical, e a cavidade peritoneal foi lavada com 

DMEM suplementado com 1% de SFB inativado, L-glutamina 2 mM, penicilina G 100 

U/mL e HEPES 25 mM, pH 7,2. 

 Para os ensaios de infecciosidade, as células assim obtidas tiveram sua 

concentração ajustada para 1 x 106 células/mL em CTCM e foram distribuídas em 

placas de cultura. Após incubação por noventa minutos em estufa a 37 °C, 5,0% CO2, as 

células não aderentes foram retiradas através de lavagem com PBS.  

 

3.8 Cultura de células L929 

 Células L929, produtoras de M-CSF, foram cultivadas em CTCM, com 

concentração inicial de 2 x 105 células/mL. Ao se tornaram confluentes, realizou-se a 

troca do meio de cultura por meio fresco. Após três dias de cultura, o sobrenadante foi 

coletado, centrifugado (1540 x g, 4 ºC, 10 min) e esterilizado por filtração. Adicionou-

se meio fresco às culturas. A coleta de sobrenadante foi realizada três vezes, antes que 

fosse feito novo repique das células. 

 

3.9 Obtenção de macrófagos derivados de medula óssea (BMMΦ) 

 BMMΦ foram obtidos segundo descrito por Boltz-Nitulescu e cols (1987). 
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 Camundongos C57BL/6 foram eutanasiados por deslocamento cervical. Em 

seguida, foram retirados assepticamente os fêmures e as tíbias. Os ossos foram 

mergulhados por dois minutos em álcool 70 °GL e lavados com PBS contendo 5% de 

SFB inativado. 

 Em seguida, as epífises foram cortadas e as diáfises ósseas lavadas com PBS/5 

% de SFB, para retirada da medula óssea. As células foram ressuspendidas em meio de 

diferenciação, composto por DMEM suplementado com 30% de sobrenadante de 

cultura de L929, 20% de SFB, 1% de L-glutamina e 1% de penicilina G, distribuídas em 

placas de Petri e incubadas a 37 °C, 5% de CO2. No quarto e no sétimo dia após a 

retirada da medula óssea, adicionou-se mais meio de diferenciação às placas. 

 No nono dia de cultura, o sobrenadante foi aspirado e descartado. Em cada 

placa, adicionou-se solução de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) 20 mM (Synth, 

Diadema, SP, Brasil), e seguiu-se incubação a 37 °C, 5% de CO2, por 20 minutos. A 

liberação dos BMMΦ foi acompanhada através de um microscópio invertido (Telaval 

31, Carl Zeiss Inc, Thornwood, NY,USA). Ao fim do período de incubação, adicionou-

se SFB às placas, a fim de neutralizar o EDTA. Células eventualmente ainda aderidas 

foram liberadas utilizando cell scpraper, e a suspensão celular assim obtida foi 

transferida para tubos de fundo cônico. Em seguida, as células foram lavadas com PBS, 

e tiveram sua concentração ajustada para   1 x 106 células/mL, em meio CTCM. Por 

fim, as células foram distribuídas em placas de poliestireno. 

 Ao fim do processo de diferenciação, obteve-se, em média, 28 - 30% de BMMΦ, 

em relação ao número inicial de células isoladas da medula óssea dos animais. 

 

3.10 Infecção in vitro de macrófagos (MΦ) 

Os experimentos de infecção de MΦ in vitro foram realizados tanto com pMΦ, 

quanto com BMMΦ. 

Formas metacíclicas dos parasitos foram isoladas, conforme já descrito. Esses 

parasitos tiveram sua concentração ajustada, em CTCM, para 5 x 106 formas 

metacíclicas/mL, para os experimentos com pMΦ, ou para 2 x 106 formas 

metacíclicas/mL, para os experimentos com BMMΦ. Em seguida, os parasitos foram 

adicionados à cultura de MΦ, nas proporções de 5 parasitos:pMΦ e 2 parasitos:BMMΦ, 

uma vez que estas geraram dados de infecciosidade comparáveis nesses dois modelos 
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experimentais. Após 3 h de co-cultura, as células foram lavadas com PBS, a fim de 

eliminar parasitos não internalizados.  

Nos experimentos realizados com pMΦ, após a etapa de lavagem, adicionou-se 

meio CTCM às culturas, que foram novamente incubadas a 37 °C, 5% de CO2. Como 

controle, foram feitas culturas de pMΦ não infectados. 

Já naqueles experimentos realizados com BMMΦ, foi necessária a realização de 

uma etapa de ativação, para que as células pudessem responder aos parasitos. Para tanto, 

após a lavagem, as células receberam meio CTCM suplementado com 100 pg/mL de 

lipopolissacarídeo (LPS) obtido de E. coli (Sigma Aldrich Inc) e 10 U/mL de IFN-γ 

murino recombinante (R&D Systems Inc, Mineapolis, MN, USA). Como controles, 

foram feitas culturas de BMMΦ não infectados e não ativados, e de BMMΦ não 

infectados e ativados. Essas células foram novamente incubadas a 33 °C, 5% de CO2. 

Decorridas 24 h de infecção, foi coletado sobrenadante para dosagem de fator de 

necrose tumoral (TNF), armazenado a -80 °C até o momento da realização do bioensaio. 

O fim do experimento se deu após 72 h de infecção, com a coleta do sobrenadante das 

culturas, das lamínulas de vidro, quando existentes, e do material celular, para extração 

de RNA. 

 

3.11 Avaliação da infecciosidade in vitro 

 Para avaliação da infecciosidade in vitro, foi realizada a análise de células 

aderidas em lamínulas de vidro. Para tanto, acondicionaram-se lamínulas de vidro de 13 

mm ou 9,5 mm de diâmetro em placas de 24 ou 48 poços, respectivamente. Sobre essas 

lamínulas, foram adicionados MΦ, que foram infectados conforme descrito 

anteriormente. 

 A coleta de lamínulas se deu após 3 ou 72 h de infecção, a fim de avaliar a 

fagocitose e a sobrevivência intracelular dos parasitos, respectivamente. Essas lamínulas 

foram fixadas por 10 min em metanol P.A. (VETEC Química Fina) e coradas, após 

secas, utilizando o kit Panótico Rápido (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil), conforme 

instruções do fabricante. Por fim, as lamínulas foram montadas em lâminas de vidro, 

utilizando Entellan (Merck KGaA, Darmstadt, Germany), e deixadas overnight para 

completa fixação, antes da avaliação microscópica. 
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 A análise foi feita utilizando um microscópio ótico Olympus BX50 (Olympus, 

Center Valley, PA, USA). Determinou-se o número de células infectadas e não 

infectadas, bem como o número de parasitos existentes nas células infectadas. Em todas 

as situações, avaliou-se um número mínimo de 200 MΦ/lamínula. A fim de explicitar o 

aspecto das células infectadas, foram capturadas imagens das lamínulas utilizando um 

microscópio Leica DM 5000B (Leica, Wetzlar, Germany). 

 

3.12 Bioensaio para dosagem de TNF 

 Utilizou-se a metodologia descrita por Lattime e cols (1988). Nesse bioensaio, 

são utilizadas células WEHI, derivadas de fibrossarcoma, altamente sensíveis ao TNF. 

 Prepararam-se diluições das amostras e do padrão em meio para WEHI, cuja 

composição é RPMI suplementado com 10% de SFB, 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL 

de penicilina G, 1% de piruvato de sódio (GIBCO BRL-Life Technologies) e 1% de 

solução 100X concentrada de aminoácidos não-essenciais (GIBCO BRL-Life 

Technologies), com pH final igual a 7,2 (Marques-da-Silva, 2008). Como padrão, foi 

feita uma diluição seriada 1:4 a partir de uma solução de TNF recombinante murino 

(R&D Systems Inc), cuja concentração inicial era 2,5 ng/mL. As amostras foram 

diluídas nas proporções de 1:4 e 1:16. Como controles, foram preparados poços 

contendo apenas meio de cultura (branco-meio), e outros poços destinados a conter 

apenas células WEHI (branco-células), conforme descrito abaixo. 

 As células WEHI foram previamente tratadas com actinomicina D (Sigma 

Aldrich Inc) 0,75 µg/mL, e sua concentração foi ajustada para 1 x 106 células/mL de 

suspensão. Após diluição das amostras e do padrão, foi feita a adição de 5 x 104 

células/poço, em todos os poços, exceto no branco-meio. Seguiu-se incubação, a 37 °C, 

24 h. 

 Em seguida, adicionou-se em todos os poços uma solução 2,5 mg/mL de 3-[4,5-

dimetiltiazol-2-]-2,5-difeniltetrazólio (MTT - Sigma Aldrich Inc), que, atuando como 

aceptor de elétrons da cadeia respiratória, permite a detecção das células viáveis, ou 

seja, aquelas que sobreviveram à ação do TNF. As placas foram incubadas novamente a 

37 °C, 4 h. Então, adicionou-se em todos os poços solução de lauril sulfato de sódio 

(SDS – VETEC Química Fina) a 10% em HCl 0,01 M, e seguiu-se nova incubação a 37 
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°C, por 18 h. Por fim, foi feita a quantificação fotométrica, a 570 nm, utilizando o leitor 

Emax Molecular Devices (Molecular Devices). 

 A interpolação das absorbâncias obtidas para as amostras na curva-padrão foi 

feita utilizando-se a regressão log-logit. Os resultados foram expressos em pg/mL de 

TNF. 

 

3.13 Dosagem de óxido nítrico  

 A metodologia de Greiss, baseada na dosagem de nitrito, foi utilizada para 

avaliação da produção de NO pelos MΦ (Green e cols., 1990). 

 As dosagens foram realizadas no sobrenadante de 72 horas de cultura. A curva-

padrão foi construída a partir da diluição seriada de uma solução de NaNO2 250 µM. O 

reagente de cor foi preparado a partir de soluções de sulfanilamida 1% de H3PO4 2,5% e 

diidrocloreto de N-1-(1-naftil)-etilenodiamônio 0,1 % em H3PO4 2,5%, na proporção de 

1:1. 

 Após adição do reagente de cor, as amostras foram incubadas por 10 min, 

protegidas da luz. Procedeu-se a leitura fotométrica, a 570 nm, no leitor Emax 

Molecular Devices (Molecular Devices Corporation). 

 Os resultados foram expressos em µM de nitrito. 

 

3.14 Dosagem de citocinas 

 A metodologia empregada foi o imunoensaio enzimático (ELISA).  

 Para a dosagem de IL-10, utilizou-se o kit comercial para dosagem de IL-10 

murino, comercializado pela Peprotech (Rocky Hill, NJ, USA), de acordo com as 

instruções do fabricante. 

 Já para a dosagem das citocinas IFN-γ, IL-4 e IL-12p70, placas de 96 poços 

foram sensibilizadas com o anticorpo de cobertura por 18 h, a 4 °C. Após bloqueio com 

solução de SFB a 5% em PBS, lavaram-se as placas e amostras e padrão foram 

adicionados. Seguiram-se 2 h de incubação (25 ºC), ao fim das quais as placas foram 

lavadas e o segundo anticorpo adicionado. Após 1 h de incubação a 25 ºC, adicionou-se 

o conjugado e as placas foram, novamente, incubadas por 1 h a 25 ºC. Utilizou-se o 

substrato ácido 2,2’-bis-azino-(3-etilbenziltiazol-6-sulfônico) (ABTS – Sigma Aldrich 

Inc) e H2O2 para formação do produto colorido. A reação foi interrompida pela adição 
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de SDS 1 %, e a leitura fotométrica foi feita a 405 nm, utilizando o leitor Emax 

Molecular Devices (Molecular Devices Corporation). 

 Para a dosagem de IFN-γ, o anticorpo de cobertura e o segundo anticorpo 

utilizados foram, respectivamente, R46A2 e o IgG de coelho anti-IFN-γ. O conjugado 

utilizado foi anti-IgG de coelho peroxidase (Zymed Laboratories Inc, San Francisco, 

CA, USA). Para a dosagem de IL-4, utilizaram-se os anticorpos 11B11 e BVD-6 

biotinilado para cobertura e detecção, respectivamente. O conjugado utilizado foi 

estreptoavidina peroxidase. Quanto à dosagem de IL-12p70, o anticorpo de cobertura 

foi o C17.15, e o segundo anticorpo, C15.6 biotinilado. Neste caso, também utilizou-se 

estreptoavidina peroxidase como conjugado. 

  

3.15 Extração de RNA 

 A extração de RNA foi feita utilizando-se o kit comercial RNAgentes Total 

RNA Isolation System (Promega Corporation, Madison, WI, USA), de acordo com as 

instruções do fabricante. 

 As amostras utilizadas foram obtidas a partir de culturas de MΦ ou patas de 

camundongos. As culturas de MΦ foram lavadas com PBS esterilizado e tratadas com 

solução desnaturante. A pele das patas foi retirada, permitindo a coleta de fragmentos de 

tecido, que foram também mergulhadas em solução desnaturante e maceradas com 

pistilos previamente tratados com NaOH 0,1 M. Em seguida, adicionou-se às amostras 

acetato de sódio 4 M e fenol:clorofórmio. Seguiu-se homogeneização em vórtex e 

incubação no gelo, por 15 min, ao fim da qual as amostras foram centrifugadas (10000 x 

g, 20 min, 4 °C). 

 Procedeu-se à fase de precipitação do RNA. A fase aquosa foi coletada, tratada 

com igual volume de isopropanol e incubada a -20 °C/30 min. Após esse período, as 

amostras foram centrifugadas (10000 x g, 10 min, 4 °C), lavadas com etanol 75% em 

água tratada com 0,1% de dietilpirocarbonato (DEPC – Sigma Aldrich Inc.) e 

centrifugadas a 7500 x g, 5 min, 4 °C). Por fim, as amostras foram secas brevemente ao 

ar, ressupendidas em água livre de nucleases e incubadas a 56 °C/10 min, para total 

dissolução do RNA isolado. 



METODOLOGIA 
 

45 
 

 A quantificação do RNA foi feita fotometricamente, pela absorbância a 260 nm. 

A relação entre as absorbâncias a 260 e 280 nm foi utilizada como um indicador da 

pureza do material obtido. 

 

3.16 RT-PCR 

 A transcrição reversa foi feita a partir de 0,2 µg de RNA total. 

 Primeiramente, as amostras foram tratadas com RQ1 DNAse (Promega 

Corporation). A transcrição reversa foi feita utilizando-se a transcriptase reversa 

ImProm-II  Reverse Transcriptase (Promega Corporation). Ambas as etapas foram feitas 

conforme instruções do fabricante. 

 O DNA complementar (cDNA) obtido foi submetido à amplificação por PCR, 

na qual foi utilizada a Taq DNA Polimerase Phoneutria (Belo Horizonte, MG, Brasil). 

Os iniciadores e as condições de amplificação utilizados estão descritos na tabela 1. 

 

Tabela 1: Seqüência dos iniciadores e condições de amplificação para os genes 

avaliados por RT-PCR. 

Gene Iniciadores Produto 
Anela-

mento 
Ciclos 

HPRT 
5’-GTTGGATACAGGCCAGACTTTGTT-3’ 

5’-GATTCAACTTGCGCTCATCTTAGGC-3’ 
271 bp 58 °C 30 

CCL2/ 

MCP-1 

5’-CACTCACCTGCTGCTACTCATTCA-3’ 

5’-GGATTCACAGAGAGGGAAAAATGG-3’ 
488 bp 62 °C 30 

CCL5/ 

RANTES 

5’-CCACGTCAAGGAGTATTTCTACACC-3’ 

5’-CTGGTTTCTTGGGTTTGCTGTTG-3’ 
309 bp 54 °C 26 

CXCL10/

IP-10 

5’-TGAGCAGAGATGTCTGAATC-3’         

5’-TCGCACCTCCACATAGCTTACAG-3’ 
383 bp 62 °C 32 

 

 Os produtos obtidos foram submetidos à eletroforese em gel de acrilamida a 

6,0%, e corados com nitrato de prata (Righetti, 2005). A quantificação densitométrica 
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das bandas obtidas foi feita pelo software Quantity One 4.5.2 (Bio-Rad Laboratories, 

Inc, Hercules, CA, USA). 

 

3.17 Quantificação de células T reguladoras 

 Foi utilizado o kit comercial Mouse Regulatory T Cell Staining Kit 

(eBioscience, San Diego, CA, USA). 

 Fêmeas de camundongos C57BL/6 foram inoculadas, em ambas as patas, com 1 

x 105 formas metacíclicas de L. amazonensis, mantidas em cultura por poucas ou muitas 

passagens, conforme descrito anteriormente. Após uma ou quatro semanas, os animais 

foram sacrificados por deslocamento cervical, os linfonodos poplíteos retirados e 

processados em homogeneizador de vidro, para liberação das células. As células foram 

contadas e sua concentração ajustada, conforme instruções do fabricante. 

 Após titulação prévia dos anticorpos, padronizou-se, para 5 x 105 células, a 

utilização de 0,0125 µg de anti-CD4 murino, clone RM4-5, marcado com isotiocianato 

de fluoresceína  (FITC), 0,03 µg de anti-CD25 murino, clone PC61.5, marcado com 

aloficocianina (APC) e 0,25 µg de anti-Foxp3 murino, clone FJK-16s, marcado com 

ficoeritrina (PE). Os controles de isotipo IgG2a FITC, IgG1 APC e IgG2a PE foram 

utilizados nas mesmas quantidades. 

 Para as leituras, utilizou-se citômetro de fluxo FACScalibur (BD Biosciences, 

San Jose, CA, USA). Foram lidos 10000 eventos, e as análises foram feitas com o 

software CellQuest Pro (BD Biosciences). 

 

3.18 Análise estatística 

 Os dados obtidos foram analisados por teste t de Student ou por ANOVA 

seguida do pós-teste de Bonferroni, de acordo com as características de cada avaliação. 

 



 

 

 

 

 

 

 

4. Apresentação e discussão dos 

resultados 
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4.1. Parasitos da espécie L. amazonensis apresentam correlação entre virulência in 

vivo, tempo de manutenção em cultura axênica e atividade ecto-nucleotidásica 

 Dados anteriores de nosso laboratório indicavam diferenças marcantes na 

virulência in vivo de parasitos da espécie L. amazonensis, quando mantidas por períodos 

prolongados de tempo em cultura axênica (Assis, 2008). A fim de verificar esta 

observação, camundongos C57BL/6 foram infectados com formas metacíclicas de 

parasitos mantido em cultura por diferentes intervalos de tempo. O desenvolvimento da 

lesão foi acompanhado semanalmente, conforme observado na figura 1. 
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Figura 1: Curva de desenvolvimento de lesão em camundongos infectados com L. amazonensis 

mantida em cultura axênica por diferentes períodos de tempo. Fêmeas de camundongos C57BL/6 

foram inoculadas, na pata esquerda traseira, com 1 x 105 formas promastigotas metacíclicas de L. 

amazonensis mantida em cultura por poucas ou muitas passagens. O tamanho da lesão foi determinado 

semanalmente, através da diferença de espessura entre a pata infectada e a pata controle. São apresentados 

a média e o desvio-padrão de quatro animais por grupo. Os dados foram analisados por Two-way 

ANOVA seguida do pós-teste de Bonferroni. (**) indica p-valor < 0,01 e (***) indica p-valor < 0,001. 

 

 Esses resultados evidenciam que a manutenção de L. amazonensis em cultura 

por períodos prolongados de tempo altera sua virulência, com diferenças bastante 

pronunciadas em tempos tardios de infecção. Cabe ressaltar que os parasitos mantidos 
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em cultura por muitas passagens não perdem completamente sua infecciosidade, uma 

vez que, embora mais lento e menos pronunciado, há o desenvolvimento progressivo de 

lesão nos animais infectados. 

 A perda de virulência dos parasitos decorrente do cultivo axênico prolongado já 

foi observada em outros estudos. Sabe-se, por exemplo, que a manutenção de L. major 

em cultura leva à perda de sua virulência, possivelmente em decorrência da menor 

metaciclogênese dos parasitos (Cysne-Finkelstein e cols., 1998; da Silva & Sacks, 

1987). 

 Passou-se, então, à análise do efeito da manutenção da L. amazonensis em 

cultura sobre a atividade hidrolítica de nucleotídeos. O ensaio de atividade ecto-

nucleotidásica foi feito com formas promastigotas metacíclicas dos parasitos mantidos 

em cultura por poucas ou muitas passagens, e seus resultados estão apresentados na 

figura 2. 
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Figura 2: Efeito da manutenção em cultura axênica sobre a atividade de hidrólise de nucleotídeos 

por formas metacíclicas de L. amazonensis. Formas promastigotas metacíclicas dos parasitos mantidos 

em cultura por poucas ou muitas passagens foram enriquecidas a partir de culturas de quatro dias. Após 

incubação por 1 hora, a 30 °C, em presença dos substratos, foi feita a quantificação do fosfato inorgânico 

liberado no meio reacional, por método colorimétrico. Os dados são apresentados como média e desvio-

padrão de dois experimentos independentes. Para cada substrato, os resultados foram avaliados por teste t 

de Student. (*) indica p-valor < 0,05, e (**) indica p-valor < 0,01. 
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 Os parasitos mantidos em cultura por diferentes intervalos de tempo apresentam 

diferenças na atividade hidrolítica de ATP e ADP. Esses resultados confirmam aqueles 

obtidos anteriormente em nosso laboratório por Assis (2008). 

 Em seguida, os parasitos foram cultivados em meio suplementado com 

diferentes compostos, a fim de modular a atividade das ecto-enzimas envolvidas no 

metabolismo de nucleotídeos. Os parasitos mantidos em cultura por poucas passagens, 

que apresentam maior atividade enzimática, foram cultivados em meio suplementado 

com Ado 5 mM. Como este é o produto final da via catabólica, sua presença no meio de 

cultura tende a reprimir a expressão das enzimas. Em outro conjunto de experimentos, 

os parasitos mantidos em cultura por muitas passagens foram cultivados com Sur 20 

µM, que é um inibidor de ATPases. Em sua presença, os parasitos tendem a aumentar a 

expressão das enzimas envolvidas no metabolismo de ATP e conseqüente geração de 

Ado, fundamental para sua sobrevivência e proliferação. Ambos os protocolos foram 

adaptados de Berrêdo-Pinho e cols (2001). 

 Os parasitos foram cultivados nestes meios diferencialmente suplementados por, 

no mínimo, quatro passagens, a fim de garantir total adaptação. Decorrido este tempo, 

foram submetidos a um ensaio de atividade ecto-nucleotidásica, para verificar a eficácia 

dos protocolos de modulação (figura 3). 
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Figura 3: Efeito da manutenção em cultura axênica e da suplementação do meio de cultura com 

Ado ou Sur sobre a atividade de hidrólise de nucleotídeos por formas totais de L. amazonensis. 

Formas promastigotas totais dos parasitos mantidos em cultura por poucas ou muitas passagens, em meio 

suplementado com Ado 5 mM ou Sur 20 µM, respectivamente, foram obtidas a partir de culturas de 

quatro dias. Após incubação por 1 hora, a 30 °C, em presença dos substratos, foi feita a quantificação do 

fosfato inorgânico liberado no meio reacional, por método colorimétrico. São apresentados os dados 

referentes a um experimento. 

 

 Pode-se observar que parasitos mantidos em cultura por poucas passagens, 

quando cultivados em meio suplementado com Ado, apresentam qualitativamente 

menor capacidade de hidrólise de ATP. Já o cultivo de parasitos mantidos em cultura 

por muitas passagens em meio suplementado com Sur aumenta qualitativamente a 

capacidade de hidrólise de ATP pelos parasitos. 

 O efeito da adição de Ado ao meio de cultura sobre a atividade nucleotidásica de 

L. amazonensis já havia sido anteriormente observado em nosso laboratório (Assis, 

2008) e em outros trabalhos. Berredo-Pinho e cols (2001) demonstraram que L. 

amazonensis, quando cultivada em meio suplementado com Ado 5 mM, apresenta 

menor atividade ecto-ATPásica. Em um experimento de modulação de atividade de 

ecto-enzimas anteriormente realizado em nosso laboratório, Marques-da-Silva (2008) 
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cultivou L. braziliensis em meio suplementado com molibdato de amônio 5 µM. Este 

sal é um inibidor da enzima ecto-5’-nucleotidase. Os parasitos cultivados neste meio 

apresentaram maior atividade AMPásica, demonstrando, mais uma vez, que a presença 

de inibidores enzimáticos no meio de cultura pode levar a um aumento da expressão de 

suas enzimas-alvo. Trabalhando com Trypanosoma cruzi, Bisaggio e cols (2003) 

demonstraram que o tratamento em cultura com Sur é capaz de aumentar sua atividade 

ecto-ATPásica. 

 Em seguida, camundongos C57BL/6 foram infectados com estes parasitos 

modulados e o desenvolvimento da lesão acompanhado semanalmente. Os resultados 

obtidos estão representados na figura 4. 

 

1 2 3 4 5 6 7 8
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

Poucas passagens

***

Poucas passagens em Ado

L
es

ão
 (m

m
)

1 2 3 4 5 6 7 8
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

Muitas passagens

Muitas passagens em Sur

*****

(A) (B)

Semanas pós-infecção
 

 

Figura 4: Curva de desenvolvimento de lesão em camundongos infectados com L. amazonensis 

mantida em cultura axênica por diferentes períodos de tempo, em meio diferencialmente 

suplementado. Fêmeas de camundongos C57BL/6 foram infectadas, na pata esquerda traseira, com 1 x 

105 formas promastigotas metacíclicas de L. amazonensis mantida em cultura por poucas ou muitas 

passagens, em meio suplementado, ou não, com Ado 5 mM ou Sur 20 µM, respectivamente. O tamanho 

da lesão foi determinado semanalmente, através da diferença de espessura entre a pata infectada e a pata 

controle. (A) Desenvolvimento de lesão em animais infectados com parasitos mantidos em cultura por 

poucas passagens, cultivados em meio suplementado ou não com Ado 5 mM. (B) Desenvolvimento de 

lesão em animais infectados com parasitos mantidos em cultura por muitas passagens, cultivados em meio 

suplementado ou não com Sur 20 µM. São apresentados a média e o desvio-padrão de quatro animais por 

grupo. Os dados foram analisados por Two-way ANOVA seguida do pós-teste de Bonferroni. (**) indica 

p-valor < 0,01 e (***) indica p-valor < 0,001. 
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 Pode-se observar que os parasitos mantidos em cultura por poucas passagens, 

quando cultivados em meio suplementado com Ado, levam ao desenvolvimento de 

lesões significativamente menores que aquelas causadas por parasitos cultivados no 

meio de cultura padrão. De modo semelhante, o cultivo dos parasitos mantidos em 

cultura por muitas passagens em meio suplementado com Sur leva a lesões 

significativamente maiores que as dos parasitos que não foram cultivados em meio 

suplementado. 

 Pinheiro e cols (2006) demonstraram que parasitos cultivados em meio 

suplementado com Ado apresentaram menor índice de associação a pMΦ, definido 

como o produto entre a porcentagem de infecção e o número médio de parasitos por 

célula infectada. Assis (2008) demonstrou que parasitos cultivados em Ado geram 

lesões menores em camundongos C57BL/6 que aqueles cultivados sem este suplemento. 

Bisaggio e cols (2003) demonstraram que, quando T. cruzi é cultivado em meio 

contendo Sur, sua capacidade de adesão a MΦ aumenta consideravelmente, de modo 

correlacionado com o aumento de sua atividade ecto-ATPásica. 

 As células dos linfonodos poplíteos desses animais infectados com parasitos 

mantidos em cultura por poucas ou muitas passagens, em meio contendo ou não Ado ou 

Sur, respectivamente, foram avaliadas quanto à sua capacidade de produção de citocinas 

após estimulação in vitro com antígeno particulado de L. amazonensis. Os resultados 

obtidos podem ser visualizados na figura 5. 
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Figura 5: Produção de IFN-γ e IL-10 por células dos linfonodos drenantes de camundongos 

C57BL/6 infectados com L. amazonensis mantida em cultura axênica por diferentes períodos de 

tempo, em meio diferencialmente suplementado. Fêmeas de camundongos C57BL/6 foram infectadas, 

na pata esquerda traseira, com 1 x 105 formas promastigotas metacíclicas de L. amazonensis mantida em 

cultura por poucas ou muitas passagens, em meio suplementado, ou não, com Ado 5 mM ou Sur 20 µM, 

respectivamente. Após oito semanas de infecção, os animais foram sacrificados e os linfonodos drenantes 

processados. As células obtidas foram estimuladas in vitro com antígeno particulado de L. amazonensis, 

por 72 horas, a 37 °C e 5% de CO2. (A) Produção de IFN-γ, quantificada por ELISA. (B) Produção de IL-

10, quantificada por ELISA. São apresentados a média e o desvio-padrão de quatro animais por grupo. 

Para comparação da produção de citocinas observada para os grupos estimulados, os dados foram 

avaliados por One-Way ANOVA, seguido do pós-teste de Bonferroni. (*) indica p-valor < 0,05. 

 

 Frente à estimulação in vitro, células de animais infectados com parasitos 

mantidos em cultura por poucas passagens produziram menor quantidade de IFN-γ que 

aquelas de animais infectados com parasitos cultivados em meio suplementado com 

Ado ou mantidos em cultura por muitas passagens. Assim, a produção de IFN-γ foi 

maior nos grupos onde os parasitos apresentavam menor atividade ATPásica. A única 

diferença com relação à produção de IL-10 foi observada entre os grupos de animais 
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infectados com parasitos mantidos em cultura por poucas ou muitas passagens, sendo 

que este último apresentou maior produção desta citocina. 

 Em nosso laboratório, experimentos anteriores já haviam demonstrado que L. 

amazonensis mantida em cultura por poucas passagens leva à menor produção de IFN-γ 

que aquela mantida em cultura por muitas passagens, e também que a suplementação do 

meio com Ado leva a um aumento da produção de IFN-γ (Assis, 2008). A maior 

produção de IL-10 no grupo infectado com parasitos mantidos em cultura por muitas 

passagens pode ser atribuída à função reguladora desta citocina, uma vez que a maior 

produção de IFN-γ resultaria em maior dano tecidual. 

  Por fim, os animais foram avaliados com relação ao parasitismo no sítio da 

lesão. Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos (dados não 

mostrados). 

 Dados da literatura permitem apontar enzimas envolvidas no metabolismo 

extracelular de ATP como potenciais fatores de virulência para parasitos do gênero 

Leishmania. Berrêdo-Pinho e cols (2001) descreveram a existência de uma ecto-ATPase 

dependente de Mg2+ na superfície celular de parasitos da espécie L. amazonensis e 

demonstraram que a atividade ATPásica de parasitos virulentos é duas vezes maior que 

a de parasitos menos virulentos. Coimbra e cols (2002) identificaram, na membrana 

plasmática de L. amazonensis, uma enzima capaz de hidrolisar ATP e ADP.  

 Sabe-se que a manutenção de parasitos do gênero Leishmania em cultura por 

períodos prolongados pode alterar a expressão de moléculas superficiais. Beetham e 

cols (2003) demonstraram que, em L. chagasi, à medida que são feitas passagens 

consecutivas dos parasitos em cultura, há menor expressão de GP46 e GP63, de modo 

correlacionado com sua infecciosidade. 

 Ji e cols (2003) demonstraram grandes diferenças na resposta imune inicial 

desenvolvida por camundongos C57BL/6 infectados com L. amazonensis ou L. major, e 

postularam que essas diferenças poderiam influenciar a susceptibilidade ou resistência 

desses camundongos a essas espécies, respectivamente. Por isso, decidiu-se avaliar se 

os diferentes perfis de progressão da doença causada por parasitos mantidos em cultura 

por poucas ou muitas passagens decorreriam, também, de diferenças na resposta imune 

inicial deflagrada contra os mesmos. 
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4.2. L. amazonensis mantida em cultura por poucas ou muitas passagens infecta 

distintamente macrófagos peritoneais, mas não induz alterações na sua produção 

de quimiocinas e citocinas 

 Como parasitos do gênero Leishmania infectam principalmente os macrófagos 

do hospedeiro (Behin e cols., 1975; Berman e cols., 1979; Farah e cols., 1975), optou-

se, primeiramente, pela avaliação da resposta desenvolvida por macrófagos infectados 

com L. amazonensis mantida em cultura por poucas ou muitas passagens. Maia e cols 

(2007) avaliaram a infecciosidade de L.  infantum frente a MΦ obtidos de cinco fontes 

distintas e observaram diferenças significativas entre elas, evidenciando que 

extrapolações e comparações entre estudos devem ser feitas com cautela. 

 Neste trabalho, utilizaram-se inicialmente macrófagos peritoneais. Essas células 

foram isoladas de camundongos C57BL/6 e infectadas com parasitos mantidos em 

cultura por poucas ou muitas passagens. As capacidades de infecção e sobrevivência 

dos parasitos foram avaliadas em diferentes momentos. Houve uma variação 

considerável entre as repetições, que pode ser atribuída a diferenças no padrão de 

ativação dos pMΦ e a alterações dos parasitos. Como o perfil de resposta foi semelhante 

em todos os experimentos realizados, são apresentados os dados referentes a um 

experimento representativo (figura 6). 
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Figura 6: Avaliação da infecciosidade de L. amazonensis mantida em cultura por poucas ou muitas 

passagens, frente a macrófagos peritoneais, in vitro. Camundongos C57BL/6 foram inoculados 

intraperitonealmente com tioglicolato 3% e, após cinco dias, os MΦ recrutados foram coletados e 

infectados com formas promastigotas metacíclicas de parasitos mantidos em cultura por poucas ou muitas 

passagens, na proporção de 5 parasitos : pMΦ. Após 3 horas de co-cultura, os parasitos não internalizados 

foram retirados por lavagem. A avaliação final foi feita após 72 horas de infecção. (A) Porcentagem de 

pMΦ infectados, após 3 ou 72 horas de co-cultura. (B) Número médio de parasitos por pMΦ infectado, 

após 3 ou 72 horas de co-cultura. São apresentados a média e o desvio-padrão obtidos para um 

experimento representativo de duas ou três repetições. 
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 Qualitativamente, pode-se observar que os parasitos mantidos em cultura por 

poucas passagens infectam maior porcentagem de pMΦ que aqueles mantidos em 

cultura por muitas passagens. Tem-se, assim, indícios de que os parasitos mantidos em 

cultura por poucas passagens são fagocitados por pMΦ mais facilmente que os mantidos 

em cultura por muitas passagens. Além disso, pode-se observar que não há reduções 

pronunciadas no parasitismo após 72 horas em nenhum dos grupos, o que permite supor 

que ambos os parasitos apresentam resistências semelhantes aos mecanismos 

leishmanicidas. 

 Pode-se supor que a menor atividade ecto-nucleotidásica dos parasitos mantidos 

em cultura por muitas passagens deve-se à redução da expressão das ecto-NTPDases, 

pois Marques-da-Silva e cols (2008) demonstraram, por Western blotting, a existência 

de uma correlação entre atividade ecto-nucleotidásica e expressão da enzima NTPDase 

na superfície celular. Berrêdo-Pinho e cols (2001) aventaram a possibilidade de que a 

enzima ecto-ATPase poderia ser utilizada como uma molécula de adesão para L. 

amazonensis, e essa hipótese foi corroborada por estudo que demonstrou que o cultivo 

de parasitos da espécie L. amazonensis com Ado foi capaz de modular negativamente a 

expressão da ecto-NTPDase, o que resultou na redução da associação a pMΦ (Pinheiro 

e cols., 2006). Assim, a menor expressão de ecto-NTPDases em parasitos mantidos em 

cultura por muitas passagens pode se refletir em uma menor aderência aos pMΦ e, 

conseqüentemente, em menor infecciosidade. 

 Em seguida, passou-se à avaliação da resposta desenvolvida pelos pMΦ à L. 

amazonensis. Sabe-se que MΦ produzem diversas citocinas, como IL-1, IL-6, TNF, 

IFN-α/β, IL-10, TGF-β, IL-12p40 e IL-12p70, e que este é um dos mecanismos pelos 

quais influenciam e direcionam a resposta imune do hospedeiro (Dale e cols., 2008; 

Bogdan & Rollinghoff, 1999). A fim de verificar se a infecção por parasitos mantidos 

em cultura por poucas ou muitas passagens leva à produção diferencial de citocinas, 

realizou-se a dosagem das citocinas pró-inflamatórias TNF e IL-12p70 e da citocina 

anti-inflamatória IL-10 no sobrenadante das culturas. Os resultados estão representados 

na figura 7. 
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Figura 7: Produção de citocinas por macrófagos peritoneais, infectados por L. amazonensis mantida 

em cultura por poucas ou muitas passagens. Macrófagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram 

isolados e infectados conforme descrito anteriormente. Alternativamente, foram mantidos não-infectados, 

como controle. Após 24 ou 72 horas de co-cultura, coletou-se sobrenadante das culturas para dosagem das 

citocinas. (A) Produção de TNF, avaliada por bioensaio com células WEHI. (B) Produção de IL-10, 

determinada por ELISA. Os dados representam a média e o desvio-padrão obtidos a partir de três 

repetições independentes. Os resultados foram analisados por One-way ANOVA, e não foram observadas 

diferenças significativas. 

 

 A infecção de pMΦ por L. amazonensis mantida em cultura por poucas ou 

muitas passagens não levou a diferenças na produção de TNF e IL-10. A citocina IL-

12p70 não foi detectada em nenhuma das amostras (dados não mostrados), o que está de 

acordo com o trabalho de Racoosin e cols (1997), que observaram que a infecção de 

BMMΦ por L. major não leva à produção de IL-10 e IL-12. 

 A produção de NO é bem caracterizada como mecanismo leishmanicida de MΦ 

(Antoine e cols., 2004; Brandonisio e cols., 2002; Green e cols., 1990). Por isso, o 

sobrenadante das culturas foi submetido à dosagem de NO, mas este não foi detectado 

em nenhum dos grupos experimentais (dados não mostrados). Estes resultados estão de 

acordo com os obtidos por Green e cols (1990), que observaram que a infecção de pMΦ 

por L. major não é capaz de levar à produção de NO na ausência de IFN-γ ou LPS, e 

com aqueles de Racoosin e cols (1997), que não detectaram a expressão da enzima 

iNOS em BMMΦ infectados por L. major. 

 Sabe-se que MΦ são capazes de produzir quimiocinas em resposta à infecção 

por L. major (Racoosin & Beverley, 1997). Como na infecção por Leishmania esses 
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mediadores têm participação no controle do parasitismo e no direcionamento da 

resposta imune do hospedeiro (Brandonisio e cols., 2002; Racoosin & Beverley, 1997; 

Teixeira e cols., 2006; Vasquez & Soong, 2006; Vester e cols., 1999), passou-se à 

avaliação da produção de quimiocinas por pMΦ infectados. Para tanto, células 

infectadas foram submetidas à técnica de transcrição reversa seguida de reação em 

cadeia da polimerase (RT-PCR). Os resultados obtidos para as quimiocinas foram 

normalizados em função do gene constitutivo hipoxantina fosforribosil transferase 

(HPRT) e são apresentados como indução no grupo infectado com parasitos de muitas 

passagens em relação ao grupo infectado com parasitos de poucas passagens (figura 8).  
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Figura 8: Expressão relativa do mRNA para quimiocinas em pMΦ infectados com L. amazonensis 

mantida em cultura por poucas ou muitas passagens. pMΦ foram isolados de camundongos C57BL/6 

e infectados conforme descrito anteriormente. Após 72 horas de cultura, as células foram coletadas e 

submetidas à extração de RNA, para realização de RT-PCR. Os resultados obtidos para cada amostra 

foram normalizados em função do gene constitutivo HPRT. Os diferentes grupos de infecção foram 

relacionados a grupo controle não-infectado; posteriormente, foram relacionados entre si, gerando os 

dados de indução relativa no grupo infectado com parasitos de muitas passagens em relação ao grupo 

infectado com parasitos de poucas passagens. Os dados apresentados referem-se à media e o desvio-

padrão de três repetições independentes. Foram analisados por teste t de Student para uma amostra, mas 

não foram observadas diferenças significativas. 

 

 Os resultados obtidos evidenciam que, em pMΦ, a infecção por L. amazonensis 

mantida em cultura por poucas ou muitas passagens não leva à indução diferencial das 

quimiocinas CCL2, CCL5 e CXCL10.  
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4.3. Macrófagos derivados de medula óssea infectados por L. amazonensis mantida 

em cultura por poucas ou muitas passagens requerem etapa de ativação para 

responderem aos parasitos 

 Diversos estudos com Leishmania têm sido realizados em BMMΦ, uma 

população celular mais pura e homogênea em relação ao lavado peritoneal, que 

apresenta grande variedade de tipos celulares previamente ativadas in vivo (Maia e cols., 

2007; Cunnick e cols., 2006; Cunnick e cols., 2006). 

 Experimentos preliminares revelaram que a proporção de parasitos 

anteriormente utilizada (5 metacíclicos/pMΦ) gerou, em BMMΦ, infecções exuberantes 

já após as primeiras 3 horas de co-cultura, com praticamente todos os macrófagos 

parasitados. Dados da literatura indicam que BMMΦ são mais permissivos à infecção 

por L. infantum que pMΦ (Maia e cols., 2007). A fim de evitar condições tão extremas, 

utilizou-se nos experimentos com BMMΦ a proporção de 2 metacíclicos/BMMΦ, que 

gerou infecções semelhantes às anteriormente obtidas para pMΦ, após 3 horas de 

infecção (tabela 2). 

 

Tabela 2: Infecciosidade de L. amazonensis mantida em cultura por poucas ou 

muitas passagens, frente a pMΦ ou BMMΦ, após 3 horas de co-cultura 

Parasito 
Proporção de 

metacíclicas : MΦ 
Origem do MΦ Infecção (%) 

Poucas passagens 
5 : 1 pMΦ 52,68 ± 11,94 

2 : 1 BMMΦ 41,30 ± 13,75 

Muitas passagens 
5 : 1 pMΦ 34,63 ± 8,789 

2 : 1 BMMΦ 26,67 ± 11,54 

 

 Em seguida, foram realizados experimentos a fim de verificar a infecciosidade e 

o parasitismo de L. amazonensis mantida em cultura por poucas ou muitas passagens 

em BMMΦ. As avaliações foram feitas após 3 ou 72 horas de co-cultura. Os resultados 

obtidos para a avaliação após 3 horas podem ser observados na figura 9. 
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Figura 9: Avaliação da infecciosidade de L. amazonensis mantida em cultura por poucas ou muitas 

passagens, frente a macrófagos derivados de medula óssea, in vitro. Células de medula óssea de 

camundongos C57BL/6 foram diferenciadas em macrófagos, após nove dias de cultura em meio 

enriquecido com sobrenadante de cultura de células L929. Os BMMΦ obtidos foram transferidos para  

placas de cultura de 24 poços e, após incubação por 16 horas, foram infectados com formas promastigotas 

metacíclicas de L. amazonensis mantida em cultura por poucas ou muitas passagens, na proporção de 2 

parasitos : BMMΦ. Após 3 horas de co-cultura, foram coletadas lamínulas para avaliação da 

infecciosidade e do parasitismo (A) Porcentagem de BMMΦ infectados, após 3 horas de co-cultura. (B) 

Número médio de parasitos por BMMΦ infectado, após 3 horas de co-cultura. São apresentados a média e 

o desvio-padrão obtidos para um experimento representativo de duas repetições. 

 

 Pode-se observar que os parasitos mantidos em cultura por poucas passagens são 

capazes de infectar, qualitativamente, maior porcentagem de BMMΦ que aqueles 

mantidos em cultura por muitas passagens, e que diferenças no parasitismo são bem 

mais sutis. Entretanto, a avaliação após 72 horas de infecção revelou que BMMΦ são 

incapazes de controlar a infecção. Conforme pode ser observado na figura 10, lamínulas 

referentes a BMMΦ não ativados apresentam poucas células aderidas, em sua maioria 

densamente parasitadas. Isso permite supor que houve proliferação excessiva dos 

parasitos, com rompimento dos macrófagos parasitados e infecção de outras células 

(Trager, 1974).  
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Figura 10: Aspecto de macrófagos infectados por L. amazonensis mantida em cultura por poucas 

passagens, após 72 horas de infecção. Macrófagos foram infectados com L. amazonensis mantida em 

cultura por poucas passagens, conforme anteriormente descrito. Após 72 horas de co-cultura, capturaram-

se imagens das lamínulas coletadas, a fim de ilustrar o parasitismo celular. (A e B) pMΦ infectados com 

L. amazonensis; (A) aumento de 20x; (B) aumento de 40x. (C e D) BMMΦ infectados com L. 

amazonensis; (C) aumento de 20x; (D) aumento de 40x. (E e F) BMMΦ infectados com L. amazonensis e  

ativados por LPS e IFN-γ, após 3 horas de infecção, conforme descrição seguinte; (E) aumento de 20x; 

(F) aumento de 40x. As barras representam 10 µm. 

(A) (B) 

(C) (D) 

(F) (E) 
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 A grande proliferação de parasitos impediu sua quantificação por microscopia 

ótica, e a realização de RT-PCR a partir dessas células gerou bandas extremamente 

delgadas. Optou-se, então, pela ativação dos BMMΦ infectados. 

 Para que sejam ativados, os BMMΦ requerem a ação conjunta das citocinas 

IFN-γ e TNF. A produção de TNF é deflagrada experimentalmente pela utilização de 

um ligante de receptor tipo Toll (TLR), como o LPS bacteriano (Mosser & Edwards, 

2008). Parasitos das espécies L. major e L. mexicana suprimem a expressão celular das 

cadeias α e β do receptor de IFN-γ (IFN-γRα e IFN-γRβ) e alteram as vias de 

sinalização celular decorrentes de sua ativação, diminuindo a responsividade ao IFN-γ 

(Bhardwaj, Rosas, Lafuse e cols., 2005). Considerando essas informações, optou-se pela 

ativação dos BMMΦ pela utilização simultânea de IFN-γ e LPS, o que é condizente 

com outros estudos (Roach e cols., 1991; Balestieri e cols., 2002; Brodie e cols., 2007). 

 Por meio de testes preliminares, padronizou-se a utilização de 100 pg/mL de 

LPS associados a 10 U/mL de IFN-γ para ativação dos BMMΦ. Em todos os 

experimentos, esses mediadores foram adicionados às células após a remoção dos 

parasitos não internalizados, ou seja, após 3 horas de co-cultura. 

 Após infectados e ativados, os BMMΦ apresentaram alterações morfológicas em 

relação às células não ativadas (figuras 10E e 10F ), apresentando-se mais 

arredondados e com citoplasma mais abundante, o que está de acordo com a descrição 

de Cunnick e cols (2006). Também é possível observar que os vacúolos parasitóforos 

são grandes. Segundo trabalhos anteriores, a maior parte das espécies de Leishmania se 

abriga em vacúolos pequenos, contendo apenas um ou dois parasitos, mas isto não 

ocorre para parasitos do Complexo Mexicana (Antoine e cols., 2004; Real e cols., 

2008). 

 

4.4. A infecção de macrófagos derivados de medula óssea por L. amazonensis 

mantida em cultura por poucas ou muitas passagens, embora distinta, não altera 

sua produção de quimiocinas e citocinas, após ativação por LPS e IFN-γ 

 Considerando o novo delineamento experimental, foram realizados estudos de 

infecciosidade, após 3 ou 72 horas de infecção. Em função da grande variabilidade entre 

experimentos, são apresentados os resultados de um experimento representativo (figura 

11). 
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Figura 11: Avaliação da infecciosidade de L. amazonensis mantida em cultura por poucas ou muitas 

passagens, frente a macrófagos derivados de medula óssea ativados com LPS e IFN-γ, in vitro. 

Células de medula óssea de camundongos C57BL/6 foram diferenciadas em macrófagos, após cultura em 

meio enriquecido com sobrenadante de cultura de células L929. Os BMMΦ obtidos foram infectados com 

formas promastigotas metacíclicas de L. amazonensis mantida em cultura por poucas ou muitas 

passagens, na proporção de 2 parasitos : BMMΦ. Após 3 horas, os parasitos não internalizados foram 

retirados e adicionaram-se LPS 100 pg/mL e IFN-γ 10 U/mL. A avaliação final foi feita após 72 horas. 

(A) Porcentagem de BMMΦ infectados, após 3 ou 72 horas de co-cultura. (B) Número médio de parasitos 

por BMMφ infectado. São apresentados a média e o desvio-padrão obtidos para um experimento 

representativo de três repetições 
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 Após 3 horas de infecção, os parasitos mantidos em cultura por poucas 

passagens infectaram qualitativamente maior proporção de BMMΦ que aqueles 

mantidos em cultura por muitas passagens. Além disso, a ativação dos BMMΦ foi 

eficaz, uma vez que houve diminuição da porcentagem de células infectadas de 3 para 

72 horas de cultura. Com relação ao parasitismo intracelular, novamente as diferenças 

observadas foram discretas. Corroborando os resultados obtidos para pMΦ, pode-se 

observar que a manutenção em cultura parece afetar a capacidade de adesão dos 

parasitos às células. 

 Em seguida, foi avaliada a produção de citocinas pelos BMMΦ infectados com 

os diferentes parasitos. Os resultados estão representados na figura 12. 
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Figura 12: Produção de citocinas por macrófagos derivados de medula óssea, infectados por L. 

amazonensis mantida em cultura por poucas ou muitas passagens e ativados com LPS e IFN-γ. 

BMMΦ obtidos de camundongos C57BL/6 foram diferenciados, infectados e ativados com LPS e IFN-γ, 

conforme descrito anteriormente. Como controles internos, foram realizadas culturas de BMMΦ não-

infectados e não-ativados, ou não-infectados e ativados. Após 24 ou 72 horas de co-cultura, coletou-se 

sobrenadante das culturas para dosagem das citocinas TNF e IL-10, respectivamente. (A) Produção de 

TNF, avaliada por bioensaio com células WEHI. (B) Produção de IL-10, determinada por ELISA. Os 

dados representam a média e o desvio-padrão obtidos a partir de três repetições independentes. Foram 

avaliados por One-way ANOVA, mas não foram observadas diferenças significativas. 

 

 Não houve diferenças na produção das citocinas TNF e IL-10 entre os grupos 

experimentais avaliados. 
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 Em seguida, foi feita a dosagem de NO no sobrenadante das culturas de BMMΦ, 

e seus resultados são expressos na figura 13. 
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Figura 13: Produção de NO por macrófagos derivados de medula óssea, infectados por L. 

amazonensis mantida em cultura por poucas ou muitas passagens e ativados com LPS e IFN-γ. 

BMMΦ obtidos de camundongos C57BL/6 foram diferenciados, infectados e ativados com LPS e IFN-γ, 

conforme descrito anteriormente. Como controles internos, foram realizadas culturas de BMMΦ não-

infectados e não-ativados, ou não-infectados e ativados. Após 72 horas de co-cultura, coletou-se 

sobrenadante das culturas para dosagem de NO. Os dados representam a média e o desvio-padrão obtidos 

a partir de cinco repetições independentes. A análise dos resultados foi feita por One-way ANOVA; 

entretanto, não foram observadas diferenças significativas. 

 

 Não houve diferenças significativas na produção de NO. Entretanto, cabe 

ressaltar que, embora a produção de NO seja numericamente baixa, ela é 

biologicamente relevante, uma vez que foi observada redução na proporção de BMMΦ 

infectados nos diferentes tempos avaliados. 

 Os resultados obtidos para NO neste trabalho contradizem estudos anteriores. 

Corradin e cols (1991) observaram que a infecção de BMMΦ derivados de 

camundongos C3H/HeJ ou CBA por L. enriettii aumenta a produção de NO, deflagrada 

pela estimulação com IFN-γ e LPS. De modo semelhante, Balestieri e cols (2002), 

trabalhando com a linhagem J774-G8, demonstraram que a infecção por L. amazonensis 
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suprime a produção de NO decorrente da estimulação por LPS, mas que a ativação dos 

MΦ com IFN-γ e LPS é capaz de revertê-la. Cabe ressaltar, ainda, que nestes 

experimentos foi utilizado meio de cultura suplementado com SFB, componente que 

pode apresentar concentrações de TGF-β capazes de inibir a produção de NO por  MΦ 

(Mills e cols., 2000). 

 Também foi avaliada a produção de quimiocinas por BMMΦ, a fim de detectar 

possíveis alterações em sua síntese decorrentes da infecção por L. amazonensis. Para 

tanto, BMMΦ foram infectados com parasitos mantidos em cultura por poucas ou 

muitas passagens, ou mantidos não-ativados e não-infectados ou apenas ativados, como 

controles internos. Os resultados (figura 14) são expressos como vezes de indução em 

relação ao controle não-ativado e não-infectado. 
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Figura 14: Expressão relativa do mRNA para quimiocinas em BMMΦ infectados com L. 

amazonensis mantida em cultura por poucas ou muitas passagens e ativados com LPS e IFN-γ. 

BMMΦ obtidos de camundongos C57BL/6 foram diferenciados, infectados e ativados conforme descrito 

anteriormente. Como controles internos, foram realizadas culturas de BMMΦ não-infectados e não-

ativados, ou não-infectados e ativados. Após 72 horas de co-cultura, coletaram-se as para extração de 

RNA e realização de RT-PCR. Os resultados obtidos para cada amostra foram normalizados em função 

do gene constitutivo HPRT, e os diferentes grupos de infecção foram relacionados a grupo controle não-

infectado. Os dados apresentados referem-se à media e o desvio-padrão de duas repetições independentes. 

A avaliação dos resultados foi feita por One-way ANOVA, mas não foram encontradas diferenças 

significativas. 
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 Pode-se observar que não houve diferenças entre nenhum dos grupos avaliados, 

o que pode decorrer da ativação das células com IFN-γ e LPS. Este tratamento leva à 

expressão da mensagem para diversas quimiocinas, sendo, inclusive, utilizado como 

controle positivo em trabalho desenvolvido por Racoosin e cols (1997). 

 

4.5. Células T reguladoras (T CD4+CD25+Foxp3+) não são responsáveis pelas 

diferenças no desenvolvimento de lesões em animais infectados com L. amazonensis 

mantida em cultura por poucas ou muitas passagens 

 O envolvimento de células Treg na infecção por Leishmania já foi descrito em 

diversos trabalhos (Mendez e cols., 2004; Suffia e cols., 2006). Por isso, investigou-se a 

participação das células Treg na resposta desenvolvida pelos camundongos infectados 

com L. amazonensis mantida em cultura por poucas ou muitas passagens. 

 Camundongos infectados foram sacrificados após uma ou quatro semanas de 

infecção, e a proporção de células Treg avaliada nos linfonodos drenantes. Animais não 

infectados foram avaliados para determinação da proporção basal dessas células. A 

análise da proporção de células CD25+Foxp3+ foi feita dentro da população de linfócitos 

T CD4+. Os resultados obtidos podem ser visualizados na figura 15. 
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Figura 15: Proporção de células T reguladoras em linfonodos de animais infectados com L. 

amazonensis mantida em cultura por poucas ou muitas passagens. Fêmeas de camundongos C57BL/6 

foram infectadas, em ambas as patas, com 1 x 105 formas promastigotas metacíclicas de L. amazonensis 

mantida em cultura por poucas ou muitas passagens. Após uma ou quatro semanas, os animais foram 

sacrificados, e os linfonodos processados para liberação das células, que foram avaliadas quanto à 

proporção de células T reg. Dentre a população de linfócitos, foram selecionados aqueles CD4+ e, dentre 

estes, foram caracterizadas as células T reg, com fenótipo CD25+Foxp3+. Também foi determinada a 

proporção de células T reg em linfonodos de animais naives. Os dados referem-se à média e desvio-

padrão de duas repetições independentes. A análise estatística foi feita por One-way ANOVA, seguida do 

pós-teste de Bonferroni. (*) indica p-valor < 0,05. 

 

 Não há alterações na proporção de células Treg nos linfonodos drenantes dos 

animais infectados após uma semana de infecção. Após quatro semanas de infecção, há 

uma queda na sua proporção, o que é coerente com o início do desenvolvimento da 

lesão nos camundongos. Entretanto, não há diferenças entre os grupos experimentais 

avaliados. 

 A fim de analisar a participação das células Treg na infecção por L. 

amazonensis, Ji e cols (2005) realizaram um trabalho com camundongos C57BL/6 e 
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BALB/c infectados e observaram que células T reguladoras CD4+CD25+ eram capazes 

de conter a proliferação de células T efetoras CD4+CD25-, bem como sua produção de 

citocinas. Demonstraram, também, que camundongos C57BL/6 RAG1-/-, ao receberem 

esplenócitos depletados de células T CD25+, se tornavam mais susceptíveis à infecção. 

Por fim, foi mostrado que os efeitos benéficos das células Treg eram transitórios, 

diminuindo ao longo do curso de infecção, o que também foi visto em nosso trabalho. 

 

4.6. Animais infectados com L. amazonensis mantida em cultura por poucas ou 

muitas passagens apresentam diferenças na produção da quimiocina CCL2, após 

uma semana de infecção 

 A infecção por Leishmania é capaz de alterar a produção de quimiocinas in vivo 

e in vitro, e estas alterações parecem estar relacionadas com a manifestação clínica da 

doença. Segundo Ritter e Korner (2002), lesões de pacientes com leishmaniose cutânea 

apresentam alta expressão de CCL2, CXCL9 e CXCL10, enquanto há maior expressão 

de CCL3 em lesões de pacientes com leishmaniose cutânea difusa. Portanto, decidiu-se 

investigar uma possível relação entre os perfis de lesão observados in vivo e as 

quimiocinas produzidas no local do inóculo. Para tanto, camundongos C57BL/6 foram 

infectados com formas promastigotas metacíclicas de L. amazonensis, mantida em 

cultura por poucas ou muitas passagens. Após uma semana de infecção, o tecido da pata 

foi submetido à RT-PCR. Os resultados foram normalizados em função do gene 

constitutivo HPRT (figura 16). 
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Figura 16: Expressão relativa do mRNA para quimiocinas em tecidos de patas de camundongos 

infectados com L. amazonensis mantida em cultura por poucas ou muitas passagens, uma semana 

pós-infecção. Camundongos C57BL/6 foram infectados, em ambas as patas traseiras, com 1,0 x 105 

formas metacíclicas de L. amazonensis mantida em cultura por diferentes períodos de tempo. Após uma 

semana de infecção, os animais foram sacrificados, e tecidos da pata foram coletados e submetidos à RT-

PCR. Os resultados obtidos para cada amostra foram normalizados em função do gene constitutivo 

HPRT. (A) Expressão relativa do mRNA para cada quimiocina, em relação ao gene constitutivo HPRT. 

(B) Expressão relativa do mRNA para as quimiocinas nos diferentes grupos avaliados, que foram 

relacionados entre si, gerando os dados de indução relativa no grupo infectado com parasitos de muitas 

passagens em relação ao grupo infectado com parasitos de poucas passagens. Os dados apresentados 

referem-se à media e ao desvio-padrão de três repetições independentes, e foram avaliados por teste t de 

Student. (*) indica p-valor < 0,05. 
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 Pode-se observar que houve uma maior expressão da mensagem para a 

quimiocina CCL2 dentre os animais infectados com parasitos mantidos em cultura por 

poucas passagens; já para as quimiocinas CCL5 e CXCL10 não foram observadas 

diferenças. 

 O envolvimento da quimiocina CCL2 na infecção por Leishmania já foi descrito 

anteriormente, embora de modo controverso. 

 Em alguns trabalhos, observa-se uma relação entre expressão de CCL2 e 

resistência à infecção por Leishmania. Trabalhando com infecção BMMΦ derivados de 

camundongos BALB/c com  cepas avirulentas e virulentas de L. major, (Racoosin & 

Beverley) (1997) observaram maior expressão de CCL2 nas células infectadas com 

cepas avirulentas, indicando uma possível participação desta quimiocina no controle da 

infecção. Essa hipótese é corroborada por Ji e cols (2003), que detectaram maior 

expressão de CCL2 em camundongos C57BL/6 infectados com L. major que em 

animais infectados com L. amazonensis. 

 Comparando a infecção de camundongos C57BL/6 e BALB/c com L. major, 

Vester e cols (1999) detectaram a expressão de CCL2 apenas em camundongos 

C57BL/6, após um dia de infecção. Neste mesmo estudo, os autores demonstram que 

células de linfonodos de C57BL/6 apresentam maior atividade citotóxica, e 

correlacionaram este fato à maior migração de NK em resposta à  CCL2 produzida. Em 

um trabalho semelhante, Zaph e Scott (2003) observaram que CCL2 é mais expressa 

camundongos C3H infectados com L. major que em camundongos BALB/c, e que esta 

resposta aparentemente é dependente da produção de IL-12. 

 Brandonisio e cols (2002) demonstram que o tratamento com CCL2 aumenta a 

produção de NO e a atividade leishmanicida de MΦ humanos infectados com L. 

infantum. Em outro trabalho, Bhattacharyya e cols (2002) trataram BMMΦ derivados de 

BALB/c e infectados com L. donovani com CCL2, o que resultou em maior síntese de 

NO e TNF-α e na inibição da proliferação intracelular os parasitos. Vasquez e Soong 

(2006) demonstraram que, em BMMΦ derivados de BALB/c, C57BL/6 e C3H/HeJ, o 

tratamento com CCL2 antes da infecção por L. amazonensis leva à diminuição do 

parasitismo celular. 

 Em nosso trabalho, detectou-se maior produção de CCL2 em animais infectados 

com L. amazonensis mais virulenta, o que está de acordo com outros dados da literatura 
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que indicam uma possível correlação entre CCL2 e maior susceptibilidade a infecção. 

Gu e cols (2000), trabalhando com camundongos BALB/c deficientes para esta 

quimiocina (CCL2-/-), observaram que estes apresentam lesões menores frente à 

infecção por L. major que os animais selvagens, o que indica a possível participação de 

CCL2 no desenvolvimento e progressão da lesão. Além disso, quando camundongos 

BALB/c e C57BL/6 são infectados por L. major, há maior expressão de CCL2 nos 

primeiros, que são mais susceptíveis à infecção (Santiago e cols., 2004). De modo muito 

interessante, Teixeira e cols (2005) observaram maior expressão de CCL2 em 

camundongos BALB/c infectados com cepa mais virulenta de L. braziliensis, o que 

também foi observado em nosso trabalho.  

 



 

 

 

 

 

 

5. Sumário dos resultados e 

considerações finais 
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� Parasitos da espécie L. amazonensis mantida em cultura por poucas passagens 

levam ao desenvolvimento de lesões significativamente maiores que aqueles 

mantidos em cultura por muitas passagens, em camundongos C57BL/6. De 

modo interessante, parasitos mantidos em cultura por poucas passagens 

apresentam maior atividade ATPásica e ADPásica que aqueles mantidos em 

cultura por muitas passagens. 

� A presença de Ado no meio de cultura leva à redução da atividade ATPásica de 

parasitos mantidos em cultura por poucas passagens. Esses parasitos cultivados 

em Ado causam menores lesões em camundongos C57BL/6 que aqueles 

cultivados no meio de cultura padrão. Quando parasitos mantidos em cultura por 

muitas passagens são cultivados em meio contendo Sur, apresentam maior 

atividade ATPásica e levam a maiores lesões que aqueles cultivados em meio de 

cultura padrão. Células de linfonodo isoladas de animais infectados com 

parasitos que apresentam maior atividade ATPásica produzem menor quantidade 

de IFN-γ e IL-10, quando comparadas às células de animais infectados com 

parasitos que apresentam menor atividade ATPásica. 

� Para responderem à infecção por L. amazonensis, é necessário que BMMΦ 

sejam ativados com IFN-γ e LPS. 

� Parasitos mantidos em cultura por poucas passagens infectam qualitativamente 

maior proporção de pMΦ e BMMΦ, após 3 ou 72 horas de co-cultura. As 

diferenças no parasitismo celular são mais discretas. Não há diferenças na 

produção de citocinas, quimiocinas e NO. Assim, a maior facilidade com que os 

parasitos de poucas passagens são internalizados pelos MΦ pode se relacionar 

com sua maior expressão superficial de ecto-NTPDases. 

� Células Treg são detectadas em proporções idênticas em linfonodos de animais 

infectados com ambos os parasitos, em diferentes tempos de infecção, o que 

indica que não participam do desenvolvimento diferencial da lesão previamente 

observados. 

� Há maior produção de CCL2 no sítio da infecção em camundongos C57BL/6 

infectados com L. amazonensis mantida em cultura por poucas passagens, em 

relação aos animais infectados com parasitos mantidos em cultura por muitas 

passagens. 
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 Com base nestas observações, pode-se propor um mecanismo geral pelo qual L. 

amazonensis que expressa maior quantidade de ecto-NTPDases leva ao 

desenvolvimento de lesão mais exuberante em camundongos C57BL/6. Ao infectarem 

os animais, estes parasitos são capazes de criar um ambiente anti-inflamatório, pela 

degradação de ATP e conseqüente geração de Ado. Além disso, parecem se ligar com 

maior facilidade aos MΦ. Uma vez internalizados pelos diferentes tipos celulares 

existentes no hospedeiro, como MΦ residentes, neutrófilos e DCs, os parasitos 

deflagram a produção local da quimiocina CCL2. Esta recruta monócitos para o sítio da 

infecção que, por sua vez, servem como um abrigo seguro para os parasitos. Nos 

momentos iniciais da infecção, as células Treg garantem que não haja a montagem de 

uma resposta inflamatória excessiva. Entretanto, quando a proporção destas células no 

linfonodo começa a declinar, cria-se um ambiente inflamatório, condizente com o 

desenvolvimento da lesão. Assim, a maior expressão das ecto-NTPDases, com 

conseqüente maior atividade ecto-nucleotidásica, garantem à L. amazonensis uma 

ferramenta poderosa para infecção e sobrevivência do hospedeiro, o que permite 

caracterizar essa enzima como um fator de virulência do parasito. 



 

 

 

 

 

 

 

6. Conclusão 
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 Os dados obtidos permitem apontar diferenças na resposta imune deflagrada pela 

infecção por parasitos da espécie L. amazonensis que apresentam diferenças em sua 

atividade ecto-nucleotidásica. Os parasitos que apresentam maior atividade causam 

lesões maiores em camundongos C57BL/6 e suprimem a produção de IFN-γ por células 

isoladas de seus linfonodos, decorridas oito semanas de infecção. Células Treg parecem 

não estar envolvidas nestes processos. Em tempos iniciais da infecção, esses mesmos 

parasitos levam à maior expressão da quimiocina CCL2 no sítio do inóculo. In vitro, 

infectam maior proporção de MΦ, sem alterar sua produção de mediadores 

inflamatórios. 
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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