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“Toda a nossa ciência, comparada com a realidade, é primitiva e infantil  

- e, no entanto, é a coisa mais preciosa que temos.”  

Albert Einstein 
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Resumo 

 

O IFN-γ é uma citocina chave para a proteção frente à infecção por uma série 

de parasitos intracelulares, tais quais: Leishmania major,                  

Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi, Plasmodium chabaudi e 

Mycobacterium tuberculosis.  O mecanismo pelo qual esta citocina atua se dá 

pela ativação clássica de macrófagos, que passa a expressar iNOS, gerando a 

produção de NO, que leva à morte destes parasitos. A importância desta 

citocina, in vivo e in vitro, já está bem estabelecida para os modelos de 

infecção citados. Surpreendentemente, o mesmo não ocorre para infecção por 

L. amazonensis. Neste caso, foi demonstrado que, in vitro, a forma amastigota 

do parasito é estimulada a proliferar na presença de IFN-γ. Além disso, a 

relevância desta citocina para a proteção, in vivo, parece ocorrer apenas nos 

tempos finais da infecção. O mecanismo pelo qual o IFN-γ não é essencial nos 

tempos iniciais da infecção ainda não é entendido. Desta forma, constituiu 

objetivo do nosso trabalho entender o papel do IFN-γ na infecção in vivo pela 

cepa PH8. Além disso, a elucidação do real papel do IFN-γ é essencial para os 

estudos que visam a produção de uma vacina eficaz. Nossos dados confirmam 

a importância do IFN-γ apenas nos tempos finais da infecção, como já descrito 

para outras cepas de L. amazonensis. O mecanismo pelo qual camundongos 

IFN-γ -/- não exibem maior suscetibilidade após 10 semanas de infecção 

parece ser dependente de um balanço entre expressão de arginase I e iNOS; 

além de modulação de IL-10. Apesar deste papel restrito ao final da infecção, o 

IFN-γ é essencial para imunização por Leishvacin, em mecanismo dependente 

da expressão de iNOS. Nossos dados indicam a importância desta citocina 

para o controle parcial da infecção por L. amazonensis, e também para a 

imunização, mas sugere a possibilidade de que outros fatores, ainda 

desconhecidos, possam ser importantes para o controle da infecção no seu 

inicio, e também para a geração de imunidade. 
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Abstract 
 
 

IFN-γ is a key cytokine for protection against many infections caused by a 

number of intracellular parasites, such as: Leishmania major, Toxoplasma 

gondii, Trypanosoma cruzi, Plasmodium chabaudi and Mycobacterium 

tuberculosis. The mechanism by which this cytokine acts is the classical 

activation of macrophages that expresses iNOS, leading to production of NO, 

which leads to death of these parasites. The importance of this cytokine in vivo 

and in vitro is already well established for the models of infection cited. 

Surprisingly, the same is not true for infection by L. amazonensis. In this case, it 

was demonstrated that, in vitro, the amastigotes of the parasite are stimulated 

to proliferate in the presence of IFN-γ. Moreover, the relevance of this cytokine 

for protection in vivo occurs only in the later times of infection. The mechanism 

by which IFN-γ is not essential in the initial days of infection is still not 

understood. Thus, the aim of our study was to investigate the role of IFN-γ 

during in vivo infection by the strain PH8. Furthermore, the elucidation of the 

real role of IFN-γ is essential for studies that aim to produce an effective 

vaccine. Our data confirm the importance of IFN-γ only in the later times of 

infection, as described for other strains of L. amazonensis. The mechanism by 

which IFN-γ -/- mice do not exhibit increased susceptibility to infection after 10 

weeks appears to be dependent on a balance between expression of arginase I 

and iNOS, in addition to modulation of IL-10. Despite this limited role at the end 

of the infection, IFN-γ is essential for immunization by Leishvacin, in a 

mechanism-dependent of iNOS expression. Our data indicate the importance of 

this cytokine for the partial control of infection by L. amazonensis, and also for 

immunization, but suggests the possibility that other factors, still unknown, may 

be important for infection control in the beginning, and also for the generation of 

immunity.  
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1 – Introdução  

 

 

1.1 – Doenças Negligenciadas e a Leishmaniose 

 
Doenças podem ser consideradas negligenciadas quando não existem 

medidas eficazes, acessíveis e simples que resultem na geração e utilização 

de drogas como tratamento para as mesmas. Em geral essas doenças são 

causadas por parasitos cujos ciclos de vida são dependentes de vetores 

invertebrados ou a partir do contato com água e solo contaminados com ovos 

de vermes (YAMEY; TORREELE, 2002). Alguns exemplos dessas doenças 

são: dengue, doença de Chagas, esquistossomose, leishmaniose e malária. A 

prevalência destas está intimamente relacionada com o grau de 

desenvolvimento das regiões, podendo variar mesmo dentro de um país. Nos 

Estados Unidos a prevalência de cisticercose, dengue e doença de Chagas 

entre a população hispânica é similar a incidência das mesmas nas regiões 

mais pobres dos países latino-americanos. Esta semelhança está relacionada 

às condições em que essas populações vivem (HOTEZ, 2009). Existe um ciclo 

vicioso entre pobreza e o descaso da indústria farmacêutica, que não investe 

no desenvolvimento de drogas que combatam essas doenças, uma vez que 

não há retorno financeiro garantido. Assim, a indústria investe pesadamente 

em setores como: tratamento da dor, câncer e doenças cardíacas; 1393 novas 

drogas foram lançadas no mercado entre 1975 e 1999, e apenas 16 dessas 

para as doenças negligenciadas, que afligem cerca de 10% da população 

mundial (YAMEY; TORREELE, 2002). Além da falta de investimento do setor 

farmacêutico na área, outros fatores potencializam a relação entre pobreza e 

incidência destas doenças parasitárias. Fatores ambientais como as condições 

das habitações (casas com paredes de barro rachadas, que fornecem local de 

repouso para flebotomíneos durante o dia; com chão de terra úmida, que 

prolonga a vida dos mesmos) e sanitárias (acúmulo de lixo favorecendo a 

reprodução dos flebotomíneos) estão relacionados com aumento do número de 

casos de leishmaniose visceral na América do Sul.  Na Ásia e na África, a falta 

de nutrientes básicos na alimentação também está relacionada com 

desenvolvimento de leishmaniose mucocutânea (ALVAR; YACTAYO; BERN, 
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2006). Assim, as camadas da população expostas a estas doenças estão 

sujeitas a pobreza e fatores culturais que reforçam e potencializam a gravidade 

e incidência das mesmas. 

 
 

1.2 – Leishmanioses 

 

As leishmanioses podem ser causadas por pelo menos 20 espécies de 

Leishmania, protozoário transmitido pela picada de flebotomíneos fêmeas. 

Estes vetores são do gênero Pheblotomus no Velho Mundo e do gênero 

Lutzomyia no Novo Mundo. Já foram identificadas pelo menos 30 espécies de 

vetores para este parasito. Os ciclos de vida do parasito geralmente são 

zoonóticos, ou seja, animais são os reservatórios do mesmo. Nos casos em 

que o homem é a única fonte de infecção para o vetor o ciclo é denominado 

antroponótico (DESJEUX, 1996). 

As leishmanioses constituem um sério problema de saúde pública, afetando 

cerca de 90 países em todo o mundo; 72 destes são países em 

desenvolvimento e 13 destes se enquadram entre os menos desenvolvidos do 

globo. Apesar desta ampla ocorrência geográfica 90% dos casos de 

leishmaniose cutânea ocorrem em apenas oito países: Afeganistão, Argélia, 

Brasil, Paquistão, Peru, Arábia Saudita e Síria (REITHINGER et al., 2007). 

Estima-se que há uma incidência de 1,5 milhões de novo casos anuais, e 350 

milhões de pessoas vivendo em áreas de risco (DESJEUX, 2004). 

Após infecção por Leishmania os indivíduos podem ser assintomáticos, são 

naturalmente resistentes; ou sintomáticos, em que há vários graus de 

suscetibilidade. Fatores como: espécie do parasito; imunidade do hospedeiro; 

dose e local do inóculo de infecção e variações genéticas dos indivíduos 

determinam as variações assintomático/sintomáticos, e nos casos sintomáticos 

uma série de manifestações clínicas da doença (SILVEIRA; LAINSON; 

CORBETT, 2004). A leishmaniose cutânea localizada, caracterizada pelo 

surgimento de uma ou mais lesões localizadas na pele, é a mais freqüente. 

Embora muitos indivíduos curem de forma espontânea essas lesões, o 

desenvolvimento das mesmas pode gerar cicatrizes desfigurantes que 

permanecem mesmo após o tratamento (MORAES; SILVEIRA, 1994). A 
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leishmaniose cutânea difusa se desenvolve geralmente em indivíduos 

imunossuprimidos. Sua severidade está relacionada ao fato de se formarem 

lesões disseminadas que nunca curam de forma espontânea. A forma 

mucocutânea da doença se caracteriza por extensiva destruição das cavidades 

oro - nasal e faringeal, levando a mutilações faciais.  Esta forma é mais 

associada a espécies de Leishmania do Novo Mundo como L. brasiliensis e        

L. guyanensis, mas também pode ocorrer em indivíduos infectados por 

espécies do Velho Mundo, L. donovani e L. major, quando os mesmos 

apresentam imunossupressão. A manifestação mais grave da doença é a 

forma visceral, letal quando não tratada. Febre, perda de peso, esplenomegalia 

e hepatomegalia são alguns dos sintomas associados a esta doença. O 

tratamento para a mesma é longo e caro (DESJEUX, 2004). 

A Leishmania é um parasito que se apresenta sob duas formas evolutivas 

durante seu ciclo de vida, a promastigota, forma extracelular flagelada livre que 

ocorre no trato digestivo do hospedeiro invertebrado, e a amastigota, forma 

intracelular obrigatória de células do sistema fagocitário mononuclear do 

hospedeiro vertebrado (BATES, 1994). Flebotomíneos fêmeas adquirem os 

parasitos quando se alimentam de sangue de hospedeiros mamíferos 

infectados. A queda de temperatura e aumento de pH, leva à diferenciação da 

forma amastigota para a forma promastigota no trato digestivo do invertebrado. 

Assim, a infecção por Leishmania ocorre quando uma fêmea de flebotomíneo, 

ao realizar o repasto sanguíneo, inocula juntamente com sua saliva formas 

promastigotas metacíclicas de Leishmania (BATES, 2007). 

 

 

1.3 – Resposta imune a Leishmania major, um modelo de estudo bem 

estabelecido 

 

1.3.1- O paradigma TH1/TH2 

 

O estudo dos aspectos imunes envolvidos nas infecções por Leishmania em 

modelo murino devem ser sempre analisados com o cuidado de se levar em 

consideração alguns fatores que podem determinar respostas imunológicas e 

manifestações clínicas distintas.  Aspectos tais quais linhagem do 
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camundongo, espécie da Leishmania, local de infecção e dose de parasitos 

podem variar de acordo com o objetivo do estudo e determinar diferenças na 

manifestação clínica da doença.  

Logo após a descrição da existência de diferentes populações clonais de 

linfócitos T CD4+, TH1 e TH2, caracterizadas a partir do perfil de citocinas que 

produzem, foi observado que essa dicotomia da resposta imune era 

determinante para a resolução ou não à infecção pelo parasito L. major 

(HEINZEL et al., 1989; MOSMANN et al., 1986). Camundongos BALB/c são 

susceptíveis à infecção por este parasito, sendo incapazes de controlar a lesão 

ou a proliferação do parasito. Esta suscetibilidade está relacionada com o 

desenvolvimento de uma resposta TH2, em que se observa a produção de IL-4 

e baixos níveis de produção de IFN-γ (HEINZEL et al., 1989). Em contrapartida, 

camundongos da linhagem C57BL/6 são capazes de controlar a replicação do 

parasito levando a resolução da infecção. A este perfil de resistência associa-

se a polarização de uma forte resposta TH1, com produção de altos níveis de 

IFN-γ (HEINZEL et al., 1989). Vários trabalhos reforçam esta forte associação 

entre desenvolvimento de resposta TH1 e resistência à infecção e polarização 

de resposta TH2 à suscetibilidade. À transferência de células com perfil TH1 

para camundongos BALB/c previamente irradiados relacionou-se à 

transferência também do perfil de resistência a infecção. O mesmo não pôde 

ser observado com a transferência de células com perfil TH2 (SCOTT et al., 

1988). Constatou-se também uma permanente expressão de mRNA de IL-4 em 

camundongos BALB/c, o que não ocorre em animais C57BL/6 (HEINZEL et al., 

1989). Além disso, vários estudos foram feitos a partir da depleção de IL-4 e 

IFN-γ em linhagens susceptíveis e resistentes, respectivamente. Estes 

trabalhos mostraram novamente a importância da produção de IFN-γ para a 

resolução da infecção, e de IL-4 para a persistência da mesma (BELOSEVIC et 

al., 1989; CHATELAIN et al., 1999; SADICK et al., 1990). Uma vez que a 

produção de IL-12 nos tempos iniciais da infecção é fundamental para a 

geração de resposta TH1, foi realizado tratamento de camundongos BALB/c 

com IL-12 recombinante, estratégia que se mostrou eficaz para curar a doença 

(HEINZEL et al., 1993; SYPEK et al., 1993). Todos estes trabalhos ajudaram a 

construir a idéia de que essa dicotomia simples da resposta imune seria a 
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chave para o entendimento dos mecanismos de resistência e suscetibilidade a 

infecção por L. major.  

A constatação de que o perfil de citocinas produzidas por estas populações 

linfocitárias determina a maneira com a qual os macrófagos, principais células 

efetoras nesta infecção, são ativados reforça a importância da resposta TH1 

para o controle da infecção. Quando ativados por IFN-γ e infectados com 

amastigotas de L. major macrófagos produzem óxido nítrico (NO) e matam o 

parasito. Este mecanismo é dependente de L-arginina, uma vez que a 

produção de NO se dá através do metabolismo da mesma pela enzima iNOS 

(GREEN et al., 1990b). Além do sinal desencadeado pelo IFN-γ, outro sinal é 

requerido para produção de NO em níveis tóxicos para o parasito. Este papel é 

exercido pelo TNF-α, citocina produzida pelo macrófago em resposta a própria 

infecção pelas formas amastigotas do parasito (GREEN et al., 1990a). IFN-γ e 

TNF-α atuam em sinergismo mediando a morte do parasito através da 

produção de NO. Assim, a produção de óxido nítrico é crucial para o controle 

do parasitismo; para o parasito em questão a produção de radicais de oxigênio 

não parece ser relevante (ASSREUY et al., 1994; LIEW; LI; MILLOTT, 1990). 

Este mecanismo de morte do parasito mediado por NO também já foi descrito 

para outros parasitos como Toxoplasma gondii e Trypanossoma cruzi 

(LANGERMANS et al., 1992; VESPA; CUNHA; SILVA, 1994). Sendo o IFN-γ 

fundamental para ativação de macrófagos e posterior produção de NO, fica 

evidenciada a importância da resposta TH1 para a resolução da infecção por           

L. major.  Populações clonais TH1 são capazes, portanto, de através da 

produção de suas citocinas características induzir a produção de NO por 

macrófagos, mas o mesmo não ocorre com populações TH2, cuja produção de 

IL-4 inibe a produção de NO (TAUB; COX, 1995).  

O direcionamento da ativação da resposta de macrófagos por citocinas 

produzidas por linfócitos TH1 e TH2 levou à crença de que também existiriam 

populações M-1 e M-2 de macrófagos. Isso porque macrófagos oriundos de 

camundongos C57BL/6 (M-1) produzem mais NO quando estimulados com 

IFN-γ + LPS do que macrófagos oriundos de camundongos BALB/c (M-2) 

(MILLS et al., 2000). Porém, os próprios autores do trabalho fazem a ressalva 

de alertar que os macrófagos M-1 e M-2 apresentam apenas uma tendência de 

se comportarem como tais quando na presença de estímulo TH1 ou TH2, 
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respectivamente (MILLS et al., 2000). Essa idéia vai de acordo com outros 

trabalhos que mostraram que os macrófagos são células que apresentam certa 

plasticidade de ativação, sendo capazes, de acordo com o estímulo externo, de 

mudarem sua resposta. Confirmando este conceito, foi mostrado que células 

M-2, na presença de citocinas TH1, respondem produzindo níveis significativos 

de NO (GRATCHEV et al., 2006; STOUT et al., 2005). Diante desta capacidade 

de alterar sua resposta de acordo com os estímulos externos, a classificação 

de macrófagos M-1 e M-2 se tornou uma visão muito simplista. Desta forma, 

hoje se considera a existência de amplo espectro de ativação de macrófagos, 

onde as populações M-1 e M-2 são vistas como os dois extremos desse 

espectro (MOSSER; EDWARDS, 2008). Dentro deste espectro pelo menos três 

populações distintas de macrófagos já foram bem descritas: os macrófagos 

classicamente ativados, que produzem altos níveis de IL-12 e baixos níveis de 

IL-10, quando estimulados com IFN-γ + LPS; os macrófagos denominados M-II, 

que produzem altos níveis de IL-10 e baixos níveis de IL-12, quando 

estimulados com imunocomplexos IgG-OVA + LPS; e os macrófagos 

alternativamente ativados, que não produzem níveis detectáveis destas 

citocinas quando estimulados com IL-4 (EDWARDS et al., 2006).  

Macrófagos ativados alternativamente são de fundamental importância para 

o entendimento da suscetibilidade observada em camundongos BALB/c. Isso 

ocorre porque durante a infecção por L. major, estes animais apresentam 

produção contínua de IL-4. Nesta situação os macrófagos não respondem 

produzindo NO, pelo contrário, o metabolismo de L-arginina se dá através da 

enzima arginase I. Nesta via metabólica ocorre a produção de poliaminas, 

essenciais para a proliferação do parasito. É interessante notar que não 

somente os macrófagos, mas também as células dendríticas expressam 

arginase I em resposta ao estímulo de IL-4 (CORRALIZA et al., 1995; 

MODOLELL et al., 1995; MUNDER et al., 1999). A expressão de arginase I em 

detrimento da iNOS, além de favorecer a replicação do parasito também 

promove a depleção de L-arginina no meio extracelular, induzindo 

imunossupressão local de células T, que passam a proliferar menos e a 

produzir menos IFN-γ; o que favorece ainda mais a persistência da infecção 

(MODOLELL et al., 2009). Além da Leishmania major, Trypanossoma brucei e 
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Helicobacter pylori requerem a atividade da arginase I para sobreviver e 

proliferar (DULEU et al., 2004; GOBERT et al., 2001). 

Ainda que a dicotomia de resposta TH1 e TH2 seja muito bem fundamentada 

para a infecção por L. major em modelo murino, e que isso apresente um 

reflexo coerente em relação ao perfil de ativação de macrófagos durante a 

infecção, não podemos ignorar uma série de trabalhos que mostram que outros 

fatores também estão associados à resistência ou suscetibilidade. Afora o 

importante papel da IL-4 para a suscetibilidade a infecção, outras citocinas TH2, 

como a IL-13, favorecem a persistência da doença, em mecanismo que parece 

ser independente de IL-4 (MATTHEWS et al., 2000). Outra citocina importante 

para o perfil de suscetibilidade é a IL-10. Amastigotas de L. major opsonizadas 

com IgG do hospedeiro induzem a produção de IL-10 quando fagocitadas pelos 

macrófagos, um provável mecanismo de escape. Reforçando esta idéia, 

camundongos BALB/c deficientes em IL-10 (IL-10-/-) apresentam controle no 

desenvolvimento da lesão e da carga parasitária (KANE; MOSSER, 2001; 

NOBEN-TRAUTH et al., 2003). Em contrapartida, de forma interessante, a IL-

10 proveniente de células T regulatórias (Treg) do sítio de infecção de 

camundongos C57BL/6 é fundamental para a persistência do parasito mesmo 

quando já houve resolução da lesão (BELKAID et al., 2002). As células Treg 

naturais, CD4+CD25+, são consideradas importantes para a manutenção da 

tolerância aos antígenos próprios, a partir da inibição da ativação de linfócitos 

T, uma vez que, que a depleção destas células leva ao desenvolvimento 

espontâneo de doenças auto-imunes (SAKAGUCHI et al., 1995). Reforçando a 

teoria de que vários fatores favorecem a não resolução da infecção, foi 

observado que camundongos BALB/c IL-4 -/- são incapazes de controlar a 

lesão e proliferação do parasito (NOBEN-TRAUTH; KROPF; MULLER, 1996). 

Afora isso, foi descoberto que células dendríticas requerem baixos níveis de IL-

4 no período inicial da infecção para produzir altos níveis de IL-12 e gerar 

conseqüente polarização de resposta para o tipo 1 (BIEDERMANN et al., 

2001).  

Embora não haja descrição na literatura de resistência à infecção na 

ausência de IFN-γ, existem relatos de que para uma cepa de L. major, Sd, a 

polarização TH1 e altos níveis de produção desta citocina não são suficientes 

para a resolução da infecção (ANDERSON; MENDEZ; SACKS, 2005). Neste 
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caso, IL-10, e não IL-4, oriunda de células CD4+CD25-Foxp3- está relacionada 

à suscetibilidade  (ANDERSON et al., 2007). Além disso, a infecção por uma 

cepa de L. major recém caracterizada, BH49, não requer a produção de IFN-γ 

para a sua resolução, em camundongos C57BL/6. Porém, este perfil está 

associado à uma baixa infectividade inerente da própria cepa (SILVA et al., 

2009). Além disso, a polarização da resposta TH1 deve estar associada a um 

efetivo mecanismo efetor mediado pelos macrófagos, pois em contrário 

também não é possível a resolução da infecção (OLIVEIRA et al., 2005).  

 

1.3.2- Citocinas e antígeno: fatores determinantes para a geração de 

imunidade 

 

A identificação de fatores que determinam a resolução à infecção por         

L. major direciona, obviamente, os trabalhos que procuram obter protocolos 

eficazes de imunização. Assim sendo, a geração de uma polarização de 

resposta TH1, com alta produção de IFN-γ, é um objetivo pretendido que 

explica o sucesso de protocolos de imunização; assim como a falta da mesma 

explica o seu fracasso. O desenvolvimento da imunidade passa pela 

necessidade de geração de células T de memória. Isso explica a imunidade 

observada em camundongos C57BL/6, infectados com L. major, após um 

segundo desafio com o parasito. Doze semanas após a primeira infecção, 

período em que estes animais já controlaram a lesão, foi realizada segunda 

infecção em outro local, e o que se observa é o controle total da mesma, sem 

desenvolvimento de lesão.  (MENDEZ et al., 2004). A exposição a pequenas 

doses de inóculo do parasito também tornaram camundongos BALB/c 

resistentes à infecção (MENON; BRETSCHER, 1996).  

Dois protocolos básicos de imunização já foram bem descritos para este 

modelo de infecção. O primeiro deles é a leishmanização, em que a infecção 

prévia por espécies ou cepas menos virulentas do parasito induz vários graus 

de proteção ao desafio posterior por espécie ou cepa mais virulenta, por 

exemplo. Este protocolo já foi realizado em modelo murino com relativo 

sucesso (GONZALEZ-LOMBANA et al., 2008). Em humanos nem sempre 

houve sucesso neste tipo de imunização, mesmo quando altos níveis de IFN-γ 

estão associados a leishmanização (PETERS et al., 1990). Devido a 
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notificações de vários casos em que não houve cura à infecção prévia, que não 

deveria induzir lesão progressiva, a Organização Mundial de Saúde (OMS) não 

recomenda este tipo de procedimento (GENARO et al., 1996). O outro 

protocolo padrão é a utilização de frações de antígeno ou parasitos mortos 

para indução da imunidade. Um dos primeiros trabalhos nesta vertente mostrou 

que a utilização de antígeno de formas promastigotas do parasito induz 

proteção, e que esta é mediada por resposta celular, e não dependente da 

geração de resposta humoral especifica (SCOTT et al., 1987). Outros trabalhos 

mostram uma diferença relevante no padrão de resposta induzido pela 

imunização gerada pelo inóculo do parasito vivo ou morto. Desta forma, a 

vacinação por parasito morto pode induzir uma reação inflamatória transitória, 

assim como uma resposta celular temporária. Por outro lado, a utilização de 

parasitos vivos, no mesmo trabalho, gerou reação inflamatória, assim como 

resposta imune celular persistentes, levando à imunidade do animal (OKWOR; 

LIU; UZONNA, 2009). Este estudo reforçou o conceito de que a persistência 

dos parasitos no sítio de infecção, mesmo após a resolução da mesma, seria 

fundamental para a geração de imunidade duradoura. Essa idéia teve como 

principal alicerce estudos que mostraram que a produção de IL-10 por células 

Treg no local de infecção seria fundamental para a persistência do parasito em 

níveis residuais, assim como para a imunidade. De maneira convincente, o 

tratamento de camundongos C57BL/10 com anti-IL-10R levou ao que 

denominamos de cura estéril, nenhum parasito foi recuperado da orelha destes 

animais, o que comprometeu a manutenção da imunidade nos mesmos.  Estes 

animais, embora controlem a infecção primária, são incapazes de apresentar 

resposta protetora frente uma re-infecção, apresentando desenvolvimento de 

lesão similar ao primeiro desafio (BELKAID et al., 2002; MENDEZ et al., 2004). 

Estes trabalhos reforçam um grande dilema em relação à importância da 

persistência do parasito, ou seja, da necessidade constante da presença do 

antígeno para manutenção de uma resposta protetora de longa duração. Este 

dilema se baseia em uma série de trabalhos que mostra que a persistência do 

antígeno não é requerida para a imunidade (OKWOR; KURIAKOSE; UZONNA, 

2010; PAKPOUR; ZAPH; SCOTT, 2008; ZAPH et al., 2004)    

Sabe-se que existem dois tipos de células de memória que expressam 

CD62L, uma selectina importante para adesão ao endotélio. Essas populações 
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são dividas da seguinte forma: TCM, as células T de memória central, e as TEM, 

células T de memória efetora. Essas sub-populações diferem na expressão de 

marcadores que acabam por influenciar no papel das mesmas para geração e 

manutenção da imunidade. As células TCM expressam altos níveis de CD62L e 

expressam CCR7 (CD62LHIGHCCR7+). Ao contrário, as células TEM expressam 

baixos níveis de CD62L e não apresentam expressão de CCR7 

(CD62LLOWCCR7-) (COLPITTS; DALTON; SCOTT, 2009; SALLUSTO et al., 

1999). A expressão de CD62L e CCR7 está relacionada à retenção destas 

células nos órgãos linfóides secundários; ao passo que, a perda da expressão 

de CCR7 permite a migração das células dos órgãos linfóides para o local de 

injúria. Dito isto, as células TCM representam a população linfocitária que sofreu 

expansão clonal antígeno-específica e migrou para os órgãos linfóides 

secundários. Em caso de re-infecção, estas se diferenciam em células TEM e 

migram para o sítio de infecção. Desta forma, as células TCM são de as de 

memória duradoura, ao passo que, as células TEM são de vida curta 

(SALLUSTO et al., 1999). Em relação ao dilema do requerimento ou não do 

antígeno para a imunidade, a literatura nos fornece dados que nos permitem 

sugerir que os dois tipos de população de células de memória apresentam 

necessidades distintas de permanência do antígeno. A geração de células TCM 

requer a presença do antígeno. Ainda, requer também estímulo pela citocina 

IL-12 para ser gerada (STOBIE et al., 2000). Em contrapartida, a persistência 

do parasito não é requerida para a manutenção destas células (SWAIN; HU; 

HUSTON, 1999; ZAPH et al., 2004). Uma vez geradas, as células TCM 

permanecem nos órgãos linfóides secundários e em caso de re-infecção as 

mesmas irão dar origem as células TEM. Este processo não apresenta 

comprometimento prévio para diferenciação em células de perfil TH1 ou TH2. 

Assim, a IL-12 é fundamental para que ocorra desenvolvimento de células de 

memória efetoras TH1 (PAKPOUR; ZAPH; SCOTT, 2008). Isso explica sua 

utilização como adjuvante eficaz na infecção por L. major (AFONSO et al., 

1994). Ao contrário do observado para células TCM a sobrevivência das células 

TEM é dependente de antígeno; assim como de IL-12 (STOBIE et al., 2000). 

Uma vez geradas, as células TEM podem apresentar diferente perfil de 

produção de citocinas, isto varia de acordo com os protocolos de imunização. 
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Estes dados sugerem a possibilidade de que a eficácia ou não destes 

protocolos dependa do tipo de célula de memória efetora desenvolvida. 

Em trabalho muito elegante, Patricia Darrah e colaboradores (2007) 

testaram vários protocolos de imunização e o mais eficaz foi o que apresentou 

a geração de células TEM multifuncionais. Estas células apresentaram produção 

simultânea de IL-2, TNF-α e IFN-γ (DARRAH et al., 2007). A produção destas 

citocinas simultaneamente pelo mesmo tipo celular parece ser relevante porque 

IL-2 favorece a expansão destas células, enquanto que TNF-α e IFN-γ são 

fundamentais para os mecanismos de morte do parasito. O fato de que outros 

fatores, e não somente a produção de IFN-γ, são importantes para a imunidade 

duradoura explica porque a produção em altos níveis apenas desta citocina 

muitas vezes não é capaz de gerar proteção adequada ao desafio pelo parasito 

(GICHERU et al., 2001). Este trabalho nos mostra que a qualidade da resposta 

TH1 gerada é fundamental para a eficácia da imunidade em longo prazo.  

 

 

1.4 -Resposta imune a Leishmania amazonensis 

 

1.4.1- Caracterização 

 

A dicotomia TH1/TH2 explica, como dito anteriormente, a resistência ou 

suscetibilidade à infecção por L. major. Este quadro, entretanto, não explica o 

desenvolvimento da infecção por L. amazonensis. É interessante notar que 

algumas linhagens resistentes à L. major não o são para infecção com                   

L. amazonensis. Camundongos C57BL/10, C57BL/6, CBA, C3H não 

conseguem controlar a replicação do parasito e tão pouco o desenvolvimento 

da lesão (AFONSO; SCOTT, 1993; JI; SUN; SOONG, 2003; JONES; 

BUXBAUM; SCOTT, 2000; LEMOS, V et al., 2000). De forma instigante, estas 

linhagens, embora susceptíveis, não polarizam uma resposta TH2; assim, a 

produção de altos níveis de IL-4 não é observada para este modelo de 

infecção. Esta citocina apresenta papel relevante apenas para a suscetibilidade 

de camundongos BALB/c (AFONSO; SCOTT, 1993). A ausência de resposta 

do tipo 2 nas linhagens citadas acima não implica no desenvolvimento de uma 

resposta do tipo 1. Desta forma, acredita-se que a não resolução da infecção 
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observada nestes animais esteja associada à não polarização de uma resposta 

TH1 associada a baixos níveis de produção de IFN-γ. 

A produção de IL-12 por células dendríticas é passo fundamental para 

geração de uma resposta TH1. A fraca polarização deste tipo de resposta na 

infecção por L. amazonensis levou a inúmeros questionamentos em relação ao 

perfil de ativação e apresentação de antígenos por essas células neste modelo 

de infecção. Um dos aspectos relevantes para a caracterização deste perfil de 

ativação é a produção de IL-12 por essas células.  Foi relatado que nesta 

infecção níveis menores desta citocina são produzidas em comparação com a 

infecção de células dendríticas com L. major (JONES; BUXBAUM; SCOTT, 

2000; XIN; LI; SOONG, 2008; XIN; LI; SOONG, 2007). Apesar desta 

deficiência, a administração de IL-12 recombinante não altera em nada o perfil 

de suscetibilidade destes animais, e isso acontece porque além de inibir a 

produção da citocina, as formas amastigotas deste parasito são capazes 

também de inibir a expressão do receptor de IL-12 (IL-12R). Foi demonstrado 

que esse processo não é mediado por IL-4, IL-10 ou TGF-β, o que sugere uma 

possível modulação exercida pela própria interação com o parasito (JONES; 

BUXBAUM; SCOTT, 2000; XIN; LI; SOONG, 2008). As células dendríticas são 

capazes de endocitar o parasito, e a opsonização do mesmo facilita este 

processo. Estando opsonizado o parasito induz processo de maturação claro 

nestas células, identificado pelo aumento da expressão de moléculas de 

superfície como CD40, CD86 e MHC II (PRINA et al., 2004). Embora a 

expressão destas moléculas, fundamentais para ativação de células mediada 

por contato, não seja comprometida, a produção de citocinas por estas células 

está. Vale ressaltar que estes estudos sempre utilizam como parâmetro de 

comparação a infecção de camundongos C57BL/6 com L. major, situação em 

que desenvolvem perfil de resistência.  Foi demonstrado que, além de menores 

níveis de produção de IL-12, a produção de IL-1β e IL-6 também estão 

comprometidas em relação à infecção por L. major (FAVALI et al., 2007; XIN; 

LI; SOONG, 2008; XIN; LI; SOONG, 2007).  A menor produção de IL-1β explica 

em parte porque nesta infecção temos baixos níveis de IL-12. Além disso, 

sabe-se que as formas amastigotas do parasito, através de proteases ou do 

próprio proteassoma, levam à degradação de STAT-2, importante para 

sinalização desta citocina. Assim, além da produção, a sinalização via IL-12 é 
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comprometida (XIN; LI; SOONG, 2008; XIN; LI; SOONG, 2007). Em conjunto, 

estes dados sugerem porque macrófagos infectados com L. amazonensis 

respondem menos a ativação por IL-12 do que quando infectados com L. major 

(RAMER; VANLOUBBEECK; JONES, 2006). Essa sinalização comprometida 

ajuda a explicar porque, mesmo na ausência de resposta TH2, estes animais 

não conseguem polarizar uma resposta TH1. 

Células NK constituem importante fonte de IFN-γ na infecção por L. major 

(SCHARTON; SCOTT, 1993). Na infecção por L. amazonensis amastigotas do 

parasito inibem a ativação deste tipo celular, o que leva também a inibição de 

células dendríticas. Isso ocorre uma vez que a interação destas células com 

células NK previamente ativadas favorece a maturação das mesmas. Em 

função disto, a administração de células NK previamente ativadas e não 

infectadas no sítio de infecção favorece a eliminação do parasito (SANABRIA 

et al., 2008). A ativação destas células por IL-2 também favorece a posterior 

ativação de macrófagos, já que leva ao aumento na produção de IFN-γ 

(ARANHA et al., 2005). 

A única linhagem de camundongo que apresenta perfil de resistência a esta 

infecção, HeJ, não produz mais IFN-γ que camundongos BALB/c, susceptíveis, 

quando infectados. Isto sugere um mecanismo independente desta citocina, e 

mesmo de uma resposta TH1 para a resolução desta infecção. Neste caso os 

camundongos BALB/c apresentam maior produção de IL-4 e IL-10, sugerindo 

que a resistência observada no HeJ se deva à um equilíbrio entre produção de 

citocinas inflamatórias e regulatórias (QI; POPOV; SOONG, 2001). 

Uma deficiência foi observada em relação à produção de uma série de 

citocinas e quimiocinas nos estágios iniciais da infecção por L. amazonensis. 

Após duas e quatro semanas de infecção uma menor expressão e produção de 

IL-12, IFN-γ, IL-1-β, MIP-1α, CCL4, CCL5 e dos receptores CCR1, CCR2 e 

CCR5 foi encontrada nos linfonodos e patas de camundongos C57BL/6 (JI; 

SUN; SOONG, 2003). É provável que este fenômeno esteja correlacionado 

com o fato de que também há comprometimento na apresentação de antígeno 

ao linfócito T naïve pelas células dendríticas, devido ao processo de maturação 

desta célula não ocorrer como na infecção por L. major. Assim sendo, uma 

resposta mediada por linfócitos T também não se dá de maneira satisfatória 

nesta infecção. Desta forma, estas células, quando estimuladas com o 
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antígeno do parasito, respondem produzindo simultaneamente baixos níveis de 

IL-2, IFN-γ, TNF-α, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13 (COURRET et al., 2003; JI et al., 

2002). Em conclusão, a resposta imune celular que encontramos em 

camundongos C57BL/6 infectados com L. amazonensis é uma mistura de 

respostas TH1 e TH2, uma vez que citocinas de ambas as respostas podem ser 

encontradas. Vale destacar também que, em termos quantitativos, a produção 

de citocinas se dá em níveis muito menores ao observado para infecção por L. 

major. Coerentemente, o linfócito T CD4+ é um fator que favorece a 

patogenicidade na infecção por L. amazonensis. Assim, tanto animais 

deficientes na apresentação de antígeno via MHC II, quanto camundongos 

RAG -/- apresentam menor lesão que camundongos selvagens. Mais do que 

isso, camundongos β2 microglobulina -/- também apresentam menor 

suscetibilidade. O perfil de ativação de linfócitos T parece favorecer, desta 

forma, a persistência da infecção (SOONG et al., 1997). Em relação ao papel 

de linfócitos B poucos estudos foram realizados. Resultados contraditórios 

foram descritos. Uma vez que camundongos JhD, que não apresentam 

linfócitos B funcionais, apresentam um menor desenvolvimento de lesão, estas 

células parecem estar associadas à patogenicidade desta infecção. É 

interessante notar que estas células apresentam capacidade de ativar linfócitos 

T CD4+ e CD8+, assim como de retê-los no sitio de infecção, o que só favorece 

a não resolução da infecção (WANASEN; XIN; SOONG, 2008). Em contraste, 

outro estudo mostrou que a produção de anticorpos seria fundamental para a 

resistência de camundongos C57BL/6 quando estes são infectados 

simultaneamente com L. major e L. amazonensis (GIBSON-CORLEY et al., 

2010). 

Além do papel dos diversos tipos celulares devemos ressaltar a participação 

de duas citocinas chaves para infecção por L. amazonensis: IL-10 e IFN-γ. 

Diante do exposto de que a suscetibilidade não está relacionada à produção de 

IL-4 para a maioria das linhagens infectadas por este parasito, a IL-10 parece 

ser uma citocina que contribui para este perfil. Células dendríticas quando 

infectadas com este parasito apresentam uma produção elevada desta citocina 

(XIN; LI; SOONG, 2008). Além disso, macrófagos infectados com amastigotas 

do parasito opsonizadas induzem a ativação de ERK, o que, na presença de 

HA, principal componente da matriz extracelular, leva a produção de IL-10 
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(YANG; MOSSER; ZHANG, 2007). A IL-10, sendo citocina que inibe ativação 

de macrófagos (GAZZINELLI et al., 1992), tem sua produção estimulada pelo 

parasito. Este também é capaz de inibir a expressão de iNOS (BALESTIERI et 

al., 2002), gerando microambiente adequado para a sua própria proliferação. 

Conforme esperado, camundongos IL-10 -/- infectados por L. amazonensis 

apresentam aumento na produção de IL-12, IFN-γ e na expressão de iNOS. 

Diferente do esperado, estes animais não são capazes de resolver a infecção 

(JONES et al., 2002). Afora isso, células Treg, CD4+CD25+, que produzem 

mais IL-10 que células efetoras CD4+CD25- na lesão, quando transferidas para 

camundongos C57BL/6 previamente infectados favorecem a redução da lesão 

e da carga parasitária. A transferência de células efetoras não altera perfil da 

infecção. Foi demonstrado que as células Treg produzem níveis maiores de       

IL-10 e TGF-β do que células efetoras, embora a utilização de anticorpos 

específicos anti-IL-10 e anti-TGF-β descarte papel destas citocinas no perfil 

protetor induzido pelas células CD4+CD25+. Assim, o mecanismo pelo qual se 

observar este fenômeno de proteção não foi elucidado (JI et al., 2005). 

Em relação ao papel do IFN-γ na infecção por este parasito, um dado 

contrasta com a infecção por L. major. Animais deficientes para esta citocina só 

apresentam maior suscetibilidade à infecção nos tempos finais da mesma 

(COLMENARES et al., 2003; PINHEIRO; ROSSI-BERGMANN, 2007). Mais do 

que isso, esses animais não apresentam uma resposta TH2 polarizada. Ainda 

mais curioso, baixos níveis de IFN-γ favorecem a replicação de amastigotas, 

mas  não de promastigotas, in vitro, no interior dos macrófagos (QI et al., 

2004). Esta replicação não é mediada por produção induzida pelo parasito de 

IL-10, TGF-β, ou pela atividade da enzima arginase I. O que é sugerido é que 

na infecção por amastigotas de L. amazonensis há baixa produção de TNF-α, 

segundo sinal que atua em sinergismo com IFN-γ induzindo produção de NO. 

Desta forma não existe sinal para a expressão de iNOS, ou para expressão de 

arginase I. No entanto, a produção de baixos níveis de IFN-γ é suficiente para 

induzir aumento na expressão de CAT-2B, transportador de L-arginina. Desta 

forma, ocorre um aumento na captação deste aminoácido do meio extracelular. 

Mas o mesmo se acumula no interior do macrófago, já que não é metabolizado 

nem via iNOS, nem pela via da arginase I (WANASEN et al., 2007). É possível 

que o parasito consiga captar, mesmo estando no interior do vacúolo 
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parasitóforo, o excesso deste aminoácido acumulado no macrófago, utilizando-

o como substrato para a enzima arginase I funcional que o próprio expressa. A 

partir desta metabolização ocorre a produção de poliaminas essenciais para a 

proliferação do mesmo (GAUR et al., 2007; ROBERTS et al., 2004). Estes 

dados sugerem um mecanismo através do qual o IFN-γ favorece a replicação e 

não a morte do parasito nestas condições. 

Gerando um quadro ainda mais complexo para esta infecção, as formas 

amastigotas deste parasito são mais resistentes ao NO, uma vez que níveis 

maiores desta molécula são necessários para eliminação do mesmo (MUKBEL 

et al., 2007). Ademais, além de NO, a produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) também são requeridas para eliminação do parasito (MUKBEL 

et al., 2007). Afora isso, o momento de produção de NO parece ser 

fundamental para a determinação de um perfil de infecção mais resistente ou 

susceptível a esta infecção. Camundongos BALB/c produzem consideráveis 

níveis de NO, semelhantes aos camundongos C57BL/6, porém isso ocorre 

apenas em estágios avançados da infecção, o que parece comprometer o 

controle parcial da replicação dos parasitos observada nos camundongos 

C57BL/6 (GIORGIO et al., 1998). 

O panorama da infecção por L. amazonensis se apresenta muito mais 

complexo que a infecção por L. major, em que os fatores de resistência e 

suscetibilidade foram identificados. Na infecção por L. amazonensis esses 

fatores parecem ser muitos, e atuando de maneira dependente e simultânea. 

De qualquer forma, o paradigma TH1/TH2 não explica o desenvolvimento de 

infecções causadas por L. amazonensis. A identificação de fatores que 

coordenam o balanço entre os mecanismos efetores e regulatórios parece ser 

a chave para o entendimento deste modelo de infecção. Uma ferramenta eficaz 

nesta busca são os protocolos de imunização que, afora o papel importante e 

indiscutível para o desenvolvimento de vacinas, nos fornece valiosas 

informações a respeito de fatores importantes para a resistência à infecção. 
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1.4.2- Imunização, ferramenta para o entendimento da infecção 

 

Vários protocolos de imunização já foram testados para infecção por          

L. amazonensis; resultados diversos foram descritos. Valendo-se do fato de 

que células dendríticas infectadas por este parasito produzem baixos níveis de 

IL-12, foi realizada uma terapia com a pré-ativação desta célula com antígeno 

de L. amazonensis + IL-12 recombinante. A administração no local da infecção 

destas células levou ao aumento na produção de IFN-γ, e IL-12R por células do 

linfonodo. Apesar disto, essas mudanças não foram suficientes para reverter a 

suscetibilidade à infecção (VANLOUBBEECK et al., 2004).  

A geração de resposta TH1 na infecção por L. major leva à ocorrência de 

células T e B com perfil de ativação capaz de levar a ativação de macrófagos e 

conseqüente morte do parasito L. amazonensis. Neste caso o mecanismo é 

dependente de fatores solúveis oriundos de células CD4+ e linfócitos B 

(MUKBEL; PETERSEN; JONES, 2006). Em acordo com este dado, a infecção 

prévia por L. major leva ao aumento na produção de IFN-γ e a posterior 

resistência parcial a infecção por L. amazonensis (GONZALEZ-LOMBANA et 

al., 2008; VERAS et al., 1999)  

Foi demonstrado que a IL-12 é essencial para imunização induzida pelo 

antígeno A2, oriundo de L. donovani (COELHO et al., 2003). É interessante 

notar que a comparação entre a eficácia de diferentes procedimentos de 

imunização nos fornece informações importantes. Camundongos BALB/c 

imunizados com proteína LACK se tornam imunes à infecção por L. major, mas 

não à infecção por L. amazonensis. Já sua imunização por A2 confere proteção 

contra desafio por L. amazonensis, que está acompanhada de aumento na 

produção de IFN-γ. Vacinas de DNA também levam à proteção, provavelmente 

pelo mesmo mecanismo  (COELHO et al., 2003; ZANIN et al., 2007). 

A administração de antígeno deste parasito da cepa Josefa por via oral 

também leva ao aumento na produção de IFN-γ, o que pode estar associado 

ao efeito protetor observado com este protocolo (PINTO; DE MELLO; ROSSI-

BERGMANN, 2003). Já a imunização intramuscular por antígeno da cepa PH8 

gerou maior suscetibilidade ao animal “imunizado”. O aumento na produção de 

TGF-β parece ser a causa desta falha na geração da imunidade (PINHEIRO et 

al., 2005). A imunização com antígeno de amastigotas do parasito requer a 
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participação de células CD4+ e CD8+. Além disso, o mecanismo pelo qual as 

células CD8+ contribuem para geração de imunidade é dependente de IFN-γ e 

perforina (COLMENARES et al., 2003). 

Isto posto, fica evidenciado que, embora facilite a replicação de amastigotas 

do parasito, o IFN-γ ainda parece estar associado à proteção neste modelo de 

infecção. Apesar disto, alguns trabalhos mostram que é possível gerar perfil de 

resistência independente de IFN-γ. A administração de lectina de                     

Canavalia brasiliensis gera proteção em camundongos BALB/c, e a 

administração de anti-IFN-γ não é capaz de reverter este perfil, apesar de ser 

observado aumento na produção desta citocina ao longo do tratamento in vivo 

(BARRAL-NETTO et al., 1996). 

Um protocolo interessante de imunização contra L. amazonensis é a 

utilização da Leishvacin. Originalmente era composta por antígenos 

provenientes de cinco cepas deste parasito isoladas de pacientes brasileiros. 

Dentre estas cepas, encontrava-se a PH8 de L. amazonensis, L. brasiliensis,  

L. chagasi e L. major. Uma série de triagens foram realizadas e resultados 

promissores foram obtidos. Isto significa dizer que a imunização de pessoas 

residentes de áreas endêmicas pelo Brasil resultou na diminuição de incidência 

do número de doentes em período avaliado de até 20 anos após imunização. 

Apesar dos resultados promissores, a OMS fez críticas pertinentes em relação 

ao uso de uma vacina multicepa. Problemas de taxonomia não resolvidos na 

época, diferentes requerimentos para crescimento de cada cepa e dificuldade 

na identificação dos fatores relacionados à imunização tornavam inviável a 

padronização de uma vacina em escala mundial. A sugestão feita e aceita foi 

que se escolhesse apenas uma cepa para imunização. A cepa PH8 de            

L. amazonensis foi a selecionada, pois o antígeno da mesma era capaz de 

induzir proliferação de linfócitos T e aumento na produção de IFN-γ sistêmica 

de pacientes (GENARO et al., 1996). Estudos posteriores com esta vacina 

mostraram que a mesma não induz alteração na freqüência de células CD4+ ou 

CD8+ nos pacientes imunizados (BOTELHO; MAYRINK; OLIVEIRA, 2009). Em 

estudos com camundongos observou-se que um perfil protetor foi observado 

para camundongos C57BL/10, com aumento na produção de IFN-γ por estes 

animais (MAYRINK et al., 2002). Apesar destes resultados, ainda não está 

claro se esta citocina é realmente fundamental para imunização ou se este 



29 
 

aumento relatado seria apenas um dos fatores envolvidos. Não foi encontrada 

correlação entre este aumento e perfil de proteção para camundongos 

C57BL/10 (CARDOSO et al., 2003). Ademais, é possível vacinar camundongos 

IL-12/23p40-/- em mecanismo que parece ser independente do aumento de 

IFN-γ, uma vez que este aumento é mínimo, e não deve ter qualquer 

significado biológico (HERNANDEZ et al., 2006). Outro dado intrigante deste 

modelo de imunização por Leishvacin é a possibilidade de imunizar animais 

que não apresentem CD8+ funcionais. Mais do que isso, a depleção destas 

células em camundongo IL-12/23p40-/- realça efeito protetor induzido pela 

vacina (HERNANDEZ SANABRIA et al., 2007). 

Para muitos protocolos de imunização o aumento de IFN-γ parece estar 

relacionado com a proteção observada. Entretanto, para a maioria deles não 

foram realizados experimentos utilizando animais IFN-γ-/- ou em que houvesse 

a depleção desta citocina com anti-IFN-γ. Desta forma é inviável fazer essa 

correlação em um modelo de infecção em que o papel em si desta citocina 

ainda não é claro. Especialmente em relação à Leishvacin, estudos são 

necessários para este esclarecimento, uma vez que dados controversos foram 

encontrados. 

 

 

1.5 – IFN-γ, citocina crucial para a resistência a infecções por parasitos 

intracelulares 

 

As principais fontes de produção de IFN-γ são as células NK (SCHARTON; 

SCOTT, 1993), células T CD4+ de perfil TH1 (MOSMANN et al., 1986), células T 

CD8+ ativadas (SAD; MARCOTTE; MOSMANN, 1995) e macrófagos, quando 

ativados por IL-12 e IL-18, também produzem esta citocina (MUNDER et al., 

1998). Ao ligar em seu receptor, ocorre associação de JAK1 e JAK2 nas 

cadeias α e β das subunidades que compõem o receptor. Neste momento 

ocorre uma dimerização destas cadeias, o que permite a fosforilação recíproca 

de resíduos de tirosina destas moléculas. Uma vez fosforiladas cria-se domínio 

de ligação para STAT-1, que uma vez fosforilada dissocia do receptor e 

transloca para o núcleo, onde se liga a regiões específicas de DNA, induzindo 
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a expressão de genes específicos (DARNELL, Jr.; KERR; STARK, 1994; 

IGARASHI et al., 1994). 

Dentre as várias funções já descritas para esta citocina destacam-se: 

funções regulatórias: inibe a migração de células T naïve e TH2, além de 

linfócitos B em modelo de asma. Este efeito só é observado para pequenas 

doses de IFN-γ (FLAISHON et al., 2002). Além disso,  pode induz a morte de 

células efetoras (LIU; JANEWAY, Jr., 1990). Tem importante papel na inibição 

da proliferação de células TH2, e pelo contrário, na expansão de células TH1 

(GAJEWSKI; GOLDWASSER; FITCH, 1988). É importante para mudança de 

isotipo de anticorpo, regulando a mudança para IgG2a (SNAPPER; PAUL, 

1987). Aumenta a expressão de moléculas MHC I e II (ROSA; COCHET; 

FELLOUS, 1986). Estimula macrófagos a produzirem ROS (BAGGIOLINI et al., 

1993), assim como estimulam expressão de iNOS (MORRIS, Jr.; BILLIAR, 

1994). 

Devido às várias funções que desempenha na ativação do sistema imune, 

esta citocina é fundamental para a resistência a diversas infecções. O 

requerimento desta para a produção de ROS e NO é crucial para a eliminação 

de diversos parasitos. O IFN-γ é determinante para a resistência contra 

parasitos como: Mycobacterium tuberculosis (FLYNN et al., 1993), 

Trypanosoma cruzi na fase aguda da infecção (TORRICO et al., 1991), 

Plasmodium chabaudi (STEVENSON et al., 1995), Toxoplasma gondii (SUZUKI 

et al., 1988) e Leishmania major (WANG et al., 1994).  

Na infecção por L. major camundongos IFN-γ -/- são susceptíveis logo nos 

tempos iniciais da infecção e apresentam polarização de resposta TH2 (WANG 

et al., 1994). Vale ressaltar que camundongos com deficiência para esta 

citocina se desenvolvem normalmente e de forma saudável na ausência de 

patógenos (DALTON et al., 1993). Ao contrário do que acontece para animais 

deficientes para a citocina, camundongos deficientes do receptor da mesma 

polarizam resposta TH1, mas são susceptíveis á infecção, uma vez que a 

sinalização da citocina não ocorre (SWIHART et al., 1995) 

Diante de inúmeros relatos do papel protetor do IFN-γ em diversas doenças 

parasitárias, o relato de que esta citocina induz a proliferação de                                

L. amazonensis, e de que neste modelo de infecção camundongos deficientes 

para esta citocina só apresentam maior suscetibilidade à infecção nos tempos 
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finais da mesma, é no mínimo intrigante. Ainda, os estudos que mostram 

imunização possível na ausência desta citocina nos instigam a questionar de 

que maneira isso ocorre. Um maior entendimento deste mecanismo poderá 

esclarecer melhor o que ocorre neste modelo de infecção, favorecendo as 

pesquisas que buscam uma vacina eficaz contra esta doença. 
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2 – OBJETIVOS 

 

 

2.1 – Objetivo geral 

 

 

 Avaliar o papel do IFN-γ na resposta imune ao parasita Leishmania 

amazonensis. 

 

 

2.2 – Objetivos específicos  

 

 Comparar o desenvolvimento de lesão e replicação do parasito entre 

camundongos C57BL/6 e deficientes de IFN-γ. 

 Determinar a cinética e quantificar a produção de citocinas ao longo da 

infecção por L. amazonensis nos camundongos C57BL/6 e IFN-γ -/-. 

 Determinar atividade de arginase I e expressão da proteína iNOS no 

sitío de infecção de camundongos C57BL/6 e IFN-γ -/-. 

 Comparar curso de infecção entre camundongos IFN-γ -/- e iNOS -/-; 

assim como a proliferação do parasito. 

 Avaliar papel do IFN-γ para geração de imunidade, à L. amazonensis, 

induzida pela vacinação por Leishvacin. 
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3- MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
3.1 – Animais 

 

 Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 (tipo selvagem) 

fornecidos pelo Biotério Central do Instituto de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO/UFMG). Os camundongos 

knockout, nos quais o gene de interesse foi deletado por recombinação 

homóloga, utilizados foram: knockout para o gene da citocina IFN-γ (IFN-γ -/-, 

B6.129S7-Ifngtm1Ts/J) e knockout para o gene da enzima óxido nítrico sintase 

indutível (iNOS -/-, B6.129P2-Nos2tm1Lau/J). Estes animais foram obtidos da 

Jackson Laboratories (Glensville, NJ, EUA). As colônias de criação dos 

mesmos foram mantidas em microisoladores dotados de filtro e ventilação no 

biotério de criação do Laboratório de Gnotobiologia e Imunologia, UFMG. 

 Os animais experimentais passaram por dois ciclos de vermifugação, 

nos quais foram submetidos a banhos de deltrametrina (TRIATOX® Coopers 

Brasil Ltda, São Paulo, SP, Brasil) e receberam ricobendazol (Ouro Fino, 

Ribeirão Preto, SP, Brasil) diluído 1:200 por via oral no primeiro e no sétimo dia 

após a entrada no biotério experimental. Estes animais foram mantidos sob 

condições de temperatura e fotoperíodo controladas, em espaço com barreiras 

ambientais. Foi oferecida ração convencional para camundongos (Labina, 

Purina, Paulínea, SP, Brasil) e água filtrada ad libitum. Camundongos fêmeas e 

machos com idade entre quatro a seis semanas foram utilizados ao início dos 

experimentos. 

 Todos os procedimentos realizados com os camundongos estão em 

acordo com os protocolos éticos. Este projeto foi submetido para avaliação e 

aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal (CETEA/UFMG), 

sob o protocolo: 063/09. 
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3.2 – Parasitos e Antígeno 

 
 Promastigotas de Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) e 

Leishmania major (WHO MHOM/IL/80/Friedlin) foram cultivadas em Grace’s 

Insect Medium (Gibco BRL Life Technologies, Grand Island, NY, EUA) 

suplementado com 20% de soro fetal bovino inativado (SFB) (Cultilab, 

Campinas, SP, Brasil), 2 mM de L-glutamina (Sigma Chemical Co., St. Louis, 

MO, EUA), 100 U de penicilina por mL e 100 µg de estreptomicina por mL 

(Gibco BLR Life Technologies). As culturas foram mantidas em estufa BOD a 

25°C, e repicadas a cada dois ou três dias, até no máximo 10 repiques. Após a 

décima passagem, os parasitos foram novamente isolados das patas de 

camundongos BALB/c, previamente infectados. Para o isolamento das culturas, 

os animais foram anestesiados com 100 µL de solução anestésica contendo 

cloridrato de ketamina (Vertbrands, Jacareí, SP, Brasil) a 15 mg/mL e cloridrato 

de xilazina (Vertbrands) a 5 mg/mL, e tiveram suas patas higienizadas com 

álcool. Em seguida, com o auxílio de uma seringa contendo uma agulha de 

calibre 26 G½, as patas foram puncionadas, e o conteúdo da seringa foi 

transferido para o primeiro poço de uma placa de 96 poços (TPP, Trasadingen, 

Schaffhausen, Suíça) contendo 200 µL de meio Grace completo. 

Posteriormente, foram transferidos 50 µL do conteúdo do primeiro poço para o 

segundo poço e deste para o terceiro, e assim sucessivamente. A placa foi, 

então, selada e mantida em estufa BOD a 25°C. Após sete dias, formas 

promastigotas de Leishmania foram recuperadas da placa e mantidas em 

garrafas de cultura de 25 cm3 (TPP).  

 Antígenos do parasito em fase logarítmica foram obtidos de culturas de 

dois dias. As culturas de Leishmania em fase estacionária foram centrifugadas 

a 2.000 x g a 4º C por 15 minutos. O sobrenadante foi, então, desprezado e o 

sedimento diluido em aproximadamente 40 mL de salina tamponada com 

fosfato a 10 mM, pH 7,3 (PBS). Este procedimento foi realizado por duas vezes 

para que qualquer resquício de meio de cultura Grace fosse removido. Após 

este procedimento o PBS foi desprezado e o sedimento armazenado a -20°C 

até o momento do preparo do antígeno. Após coleta de vários sedimentos 

oriundos de diferentes culturas do parasito os mesmos foram descongelados 
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em banho maria a 37°C e congelados em nitrogênio líquido; foram realizados 

sete ciclos de congelamento e descongelamento. Os sedimentos foram 

juntados e uma amostra de 0,2 mL foi retirada para a realização da dosagem 

de proteína pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951). A partir desta 

quantificação, foi feito o ajuste de concentração para 1 mg/mL e alíquotas 

foram armazenadas a - 20°C até o momento do uso. 

 

 

3.3- Imunização e desafio com L. amazonensis 

 
Os animais foram imunizados na base da cauda segundo o protocolo 

descrito por Costa e colaboradores (DA COSTA et al., 1992). Os animais 

receberam duas doses de 100 g de Leishvacin (Biomm S. A., Montes Claros, 

MG, Brasil) associada a 250 g Corynebacterium parvum como adjuvante 

(Laboratório de Extratos Alergênicos Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) em um 

intervalo de sete dias.  Passados 28 dias da segunda dose os animais 

receberam um reforço de 10 g de vacina sem adjuvante.  O desafio foi 

realizado no coxim plantar da pata traseira direita sete dias após o reforço 

utilizando-se um inóculo de 1x105 formas promastigotas de L. amazonensis.  

Os grupos controle não vacinados receberam inoculo contendo apenas PBS.  

 

 

 

 

 

 

 

                   

      

 

 

                     Figura 1. Esquema de imunização 
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3.4 – Infecção por Leishmania 

 

Foram utilizadas 1x105 formas promastigotas do parasito, obtidos com 

quatro dias de cultura. As culturas de Leishmania em fase estacionária foram 

centrifugadas a 2.000 x g a 4º C por 15 minutos. O sobrenadante foi, então, 

desprezado e o sedimento suspenso em aproximadamente 40 mL de PBS. 

Após este procedimento o sedimento foi suspenso em 2 mL de PBS. Uma 

alíquota foi retirada e diluída em formol tamponado e o número de parasitas foi 

estimado por contagem em câmara de Newbauer. A concentração foi acertada 

para 1x105 parasitos em 40 µL de PBS. As patas traseiras direita dos 

camundongos foram infectadas subcutaneamente. A lesão induzida na pata 

desses camundongos foi acompanhada semanalmente, com o auxílio de um 

paquímetro (Mitutoyo Co., Kawasaki, Kanagawa, Japão).  

 

 

3.5 – Quantificação de parasitos 

 

A quantificação de parasitos foi realizada pela técnica de diluição 

limitante, em que diluições sucessivas foram feitas a partir dos homogenatos 

das patas infectadas dos camundongos experimentais. Primeiramente as 

patas, inteiras, foram maceradas em um homogeneizador de tecidos estéril. O 

homogenato foi centrifugado a 140 x g por 4 minutos e o sobrenadante foi 

transferido para outro tubo. Esse sobrenadante foi centrifugado a 2000 x g por 

15 minutos. O sedimento foi suspenso em 500 μL de meio Grace completo. Em 

uma placa estéril de poliestireno com 96 poços e fundo chato (TPP), foram 

colocados 150 µL/poço de meio de Grace completo, exceto na primeira coluna 

de poços, onde foi colocada 200 µL da suspensão do órgão macerado. Em 

seguida, foram feitas diluições sucessivas 1:4, tomando-se o cuidado de trocar 

o conjunto de ponteiras da pipeta multicanal a cada diluição para evitar o 

arraste de parasitas e um conseqüente resultado falso-positivo. As placas 

foram mantidas a 25°C em estufa BOD e a leitura dos resultados foi feita de 7-

14 dias após o início da cultura. Para os experimentos com 16 semanas de 

infecção as diluições sucessivas foram feitas de 1:10. 
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3.6 – Análise de imunohistoquímica  

 

            Antes do início do ensaio as lâminas ficaram por uma hora na estufa a 

57°C para que o excesso de parafina fosse removido. No primeiro dia do 

ensaio as lâminas foram passadas em Xilol I, II e III (Labsynth, Diadema, SP, 

Brasil), 20 minutos em cada, para garantir remoção completa da parafina. Em 

seguida passaram por um processo de desidratação: álcool absoluto (I, II e III) 

e álcool 90%, 80% e 70%. As lâminas ficaram por cinco minutos em cada 

solução. Em seguida foram lavadas por três vezes em PBS para a retirada do 

álcool; cada lavagem foi feita em imersão por cinco minutos. Em seguida foram 

realizados os três bloqueios da reação. O primeiro deles realizado em imersão, 

com solução de PBS 10% de peroxidase, por 30 minutos. Em seguida foram 

realizadas três lavagens de cinco minutos cada em PBS. O segundo bloqueio 

foi feito com solução de soro albumina 2% (Sigma-Aldrich), por 30 minutos. As 

lâminas foram novamente lavadas, uma vez, em PBS por cinco minutos. Por 

fim, foi realizado o bloqueio com solução de PBS a 0,2% de soro albumina, 5% 

de soro normal de cabra, por 30 minutos. Após este bloqueio as lâminas não 

foram lavadas, apenas enxugamos o excesso de solução ao redor dos cortes. 

Em seguida pingamos o anticorpo anti-iNOS (Chemicon International, 

Temicula, CA) 1:500. Devido ao tamanho dos nossos cortes usamos por volta 

de 70 μL do anticorpo. As lâminas foram deixadas em câmara úmida escura 

por 12 horas a 4°C.  No dia seguinte lavamos as lâminas por três vezes em 

PBS, cinco minutos cada lavagem, para a retirada do anticorpo não ligado. Em 

seguida pingamos sobre o corte os reagentes do kit DAKO (DAKO North 

America, Inc, Carpinteria, CA, EUA). Primeiro foi acrescentada a 

estreptoavidina-HRP, que permaneceu sobre o corte por 30 minutos, seguida 

de lavagem com PBS por três vezes, e por fim o anticorpo biotinilado, incubado 

por 30 minutos em câmara escura e úmida. Em seguida as lâminas passaram 

por outro processo de lavagem. Por fim, fizemos a revelação com PBS 

contendo 50 mg de DAB e 0,25% de H2O2. Após cinco minutos mergulhamos 

rapidamente as lâminas em solução de hematoxilina e lavamos em água 

corrente. Por fim, nova lavagem em PBS foi realizada para remoção de 

excesso de corante. Em seguida as lâminas foram desidratadas na seqüência 
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de álcool: 70, 80, 90%; e três banhos em álcool absoluto; por cinco minutos nos 

primeiros e 10 minutos em cada absoluto. Em seguida foram passadas em três 

banhos de xilol, por 10 minutos em cada. Por fim montamos as lâminas com 

entelan (Merck) e após 30 minutos levamos ao microscópio.  

 

3.7 – Análise morfométrica 

 

 A quantificação da área de expressão de iNOS foi feita a partir de pelo 

menos 30 imagens obtidas de pelo menos seis animais por grupo, para cada 

tempo analisado.  As imagens fora obtidas com magnitude de 40X através do 

micróscopio Optical Olympus Research (Center Valley, PA, EUA) acoplado a 

um sistema de captura de imagem digital (MegaCybernetics, Center Valley, PA, 

EUA) . As imagens foram analisadas com o software KS300 (Kontron 

Elektronick/Carl Zeiss, NY, EUA). Os resultados foram expressos como a razão 

entre área de expressão positiva em relação à área total dos campos 

capturados. 

 

 

3.8 – Dosagem da atividade da enzima arginase I 

 

 A atividade de arginase I foi mensurada a partir do lisado de células do 

homogenato das patas, como descrito por Corraliza (CORRALIZA et al., 1994), 

com algumas modificações (KROPF et al., 2005). As patas, infectadas ou não, 

foram maceradas, como descrito anteriormente, e do homogenato obtido, 35 μL 

foram utilizados para o ensaio. As células que se encontravam no homogenato 

foram lisadas com 50 µL de Triton X-100 (Sigma-Aldrich) por 30 minutos em 

agitação. Após a lise, a arginase I foi ativada com a adição de seus co-fatores: 

50 µL de 10 mM MnCl2 e 50 μL de 50 mM Tris HCl  (pH 7,5) a 55ºC por 10 

minutos. Em seguida a amostra obtida foi transferida para outra placa de 48 

poços em duas diferentes concentrações. Em um dos poços foi feita a 

transferência da amostra pura, 55 µL, e a partir desta foi feita uma diluição de 

1:10 (5 µL de amostra + 45 µL de H2O destilada). Para que fosse mensurada a 

atividade da enzima foi adicionado às amostras o substrato da mesma, 50 µL 

de 0,5 mM de L-arginina (Sigma Aldrich) (pH 9,7), após o que, as mesmas 
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foram incubadas a 37ºC por 60 minutos. Em seguida a reação foi parada com a 

adição de 400 µL de uma mistura de ácidos (H2SO4-H3PO4-H2O) na proporção 

de: 1:3:7. Foram então adicionados 25 µL de α-isonitrosopropiofenol (Sigma 

Aldrich) 9% em etanol 100%. A placa foi então incubada a 95ºC por 45 

minutos. A curva padrão foi feita a partir de uréia (Sigma Aldrich) 1 mg/mL 

diluído sucessivamente 1:2. Após os 45 minutos de incubação a 95ºC, 100 µL 

de cada amostra foram transferidos para uma placa de 96 poços e foi realizada 

leitura em leitor de microplacas a 540 nm. O resultado é expresso como 

unidade de atividade de arginase I por pata. Cada unidade é definida como a 

quantidade de enzima que catalisa a formação de 1 μmol uréia/minuto.  

 

 

3.9 – Cultura de células do baço e linfonodo 

  

As células do baço e linfonodos de animais infectados foram extraídas a 

partir da maceração desses órgãos. As células obtidas foram lavadas e 

suspensas a uma concentração de 5x106 células/mL de RPMI 1640 (Gibco), 

contendo 10% de soro bovino fetal (Nutricell, Campinas, SP, Brasil), 2 mM de 

L-glutamina (Sigma  Aldrich), 0,1% de solução de -mercaptoetanol (Sigma-

Aldrich) a 0,05 M, 100 U/mL de penicilina e 50 µg/mL de estreptomicina 

(Gibco). Em seguida as células foram plaqueadas em 1mL de meio RPMI por 

poço em placas de 24 poços (Costar, New York, NY, EUA). As células foram 

estimuladas com 50 µg/mL de antígeno de L. amazonensis (Ag). As células do 

baço passaram por um processo de lise celular, que possibilitou a lise de 

hemácias (0,16M de NH4Cl; 0,001M de KHCO3, 0,001mM de EDTA de sódio).  

O sobrenadante da cultura foi coletado após 24h para dosagem de TNF- 

(sendo armazenado a - 70°C) ou 72h para a detecção de IFN-, IL-4, IL-10 e 

TGF-β (armazenado a -20°C). 
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3.10 – Detecção de citocinas por ELISA 

 

As dosagens de TNF- e IL-10 a partir do sobrenadante de cultura das 

células do baço e linfonodo foram feitas com a utilização de kits (BD 

Pharmingen, San Diego, CA, EUA) exclusivos para a detecção dessas 

citocinas e o procedimento foi feito exatamente como recomenda o fabricante. 

O limite de detecção foi de 32 pg/mL para ambas as citocinas. 

Para a detecção do IFN-γ, as placas de ELISA (Nalgene NUNC, 

Rochester, NY, EUA) foram sensibilizadas com 100 L a 2 g/mL do anticorpo 

de captura anti- IFN- murino (R4-6A2), gentilmente cedido pelo Prof. Luís 

Carlos Crocco Afonso, NUPEB, UFOP, e incubadas por 18 horas a 4ºC. No dia 

seguinte as placas foram transferidas para estufa seca a 37°C por uma hora. 

Em seguida foi feito o bloqueio da placa com PBS 5% de soro fetal bovino 

(Nutricell) por 1h. Passado esse tempo, as placas foram lavadas cinco vezes 

com uma solução de Tween a 0,05% em PBS e as amostras foram distribuídas 

na placa com as seguintes diluições: 1:5, 1:25; 1:125; 1:625. O padrão foi 

colocado a uma concentração de 1 ng/mL em duplicata e diluído (1:2) nos 

poços subsequentes para montagem da curva. Então, as placas foram 

incubadas por 2h a 25ºC. As placas foram lavadas novamente por cinco vezes 

e adicionaram-se anticorpos policlonais anti-IFN- feito em coelho, (gentilmente 

cedidos pelo Prof. Dr. Luís Carlos Crocco Afonso). Incubou-se por 1h a 25ºC. 

Depois de lavadas cinco vezes com Tween 0,05% em PBS, foi adicionado o 

anticorpo anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase, seguido de incubação 

por 1h a 25ºC. Após novo ciclo de lavagem, agora por 10 vezes, adicionou-se a 

solução substrato de ABTS (ácido 2,2´-azino-bis-3-etil-benz-tiazolino sulfônico) 

(Sigma Aldrich Co.) 0,05% em tampão citrato-fosfato (0,1M, pH=4,0) acrescido 

de H2O2 a 0,005%. Após acompanhar o aparecimento de cor, a reação foi 

parada com a utilização de dodecil sulfato de sódio (SDS) (Sigma-Aldrich Co.) 

a 1%. As placas foram lidas em um comprimento de onda de 405 nm com um 

leitor de microplacas (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). O limite de 

detecção foi de 0,03 ng/mL. 

Para a dosagem de IL-4 foram utilizados dois anticorpos monoclonais 

(11B11 para a captura e BVD-6 biotinilado para a revelação, gentilmente 
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cedidos pelo Prof. Luís Carlos Crocco Afonso); estreptoavidina-peroxidase 

(Zymed Laboratories, São Francisco, CA, EUA) e o ABTS para a revelação. O 

limite de detecção foi de 0,02 ng/mL. O procedimento da ELISA foi o mesmo 

descrito para a dosagem de IFN-γ; a única diferença é que neste caso as 

amostras não foram diluídas.  

A detecção de TGF-β foi feita a partir de kit (R&D Systems, Minneapolis, 

MN, EUA), seguindo as especificações do fabricante. O limite de detecção foi 

de 30 pg/mL. 

 

3.11 – Detecção de mRNA por transcriptase reversa e PCR em 

tempo real (RT-PCR Real Time) das lesões causadas por L. 

amazonensis  

 

 

3.11.1 – Extração de RNA  

 

 

O RNA total foi isolado das patas dos camundongos experimentais após 

a infecção com L. amazonensis. As mesmas foram coletadas e foi adicionado 1 

mL de TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) por 100 mg de tecido. Os 

tecidos foram triturados completamente até formar um homogenato, o qual foi 

incubado por 10 minutos a temperatura ambiente, para permitir a completa 

dissociação de complexos nucleoprotéicos.  Posteriormente, foram adicionados 

0,2 mL de clorofórmio (Merck, Darmstadt,Hessen, ALE) para cada mL de 

TRIZOL utilizado. As amostras foram homogeneizadas, incubadas a 

temperatura ambiente por 3 minutos e, então, centrifugadas a 12.000 x g 

durante 15 minutos a 4C. Após a centrifugação, a mistura foi separada em 

uma fase inferior cor de rosa composta por fenol-clorofórmio, uma fase 

intermediária e uma fase aquosa transparente superior. O RNA permaneceu na 

fase aquosa, a qual foi transferida para um microtubo novo. Para precipitar o 

RNA da fase aquosa, foram adicionados 500 µL de isopropanol (Merck) para 

cada mL de TRIZOL utilizado, e a mistura foi incubada por 10 minutos a 

temperatura ambiente. Em seguida, o material foi centrifugado a 12.000 x g por 
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10 minutos a 4°C. O RNA precipitado foi lavado em 1 mL de etanol (Merck) 

75% em água tratada com DEPC (USB Corp., Cleveland, OH, EUA) e 

centrifugado a 7.500 x g por 5 minutos a 4°C. Após a centrifugação, o 

sobrenadante foi descartado, e permitiu-se que o precipitado secasse por 5 a 

10 minutos. O RNA precipitado foi diluído em 50 µL de água de alta qualidade 

livre de RNase tratada com DEPC, e armazenado a –70°C. A quantificação de 

RNA foi realizada utilizando o espectrômetro NanoDrop 1000 (Thermo 

Scientific, Wilmington, DE, EUA), nos comprimentos de onda de 260 e 280nm. 

Foram consideradas apropriadas as amostras que apresentaram uma relação 

ácido nucléico/proteína (OD260/OD280) com valores entre 1,6 e 2,0.  

 

 

3.11.2 – Síntese de cDNA 

 

 

A síntese de cDNA foi realizada a partir do RNA extraído como indicado 

acima. Foi utilizado um volume final de reação de 25 L, contendo 2 µg de 

RNA, 250 nM dNTPs (Promega Corp., Madison, WI, EUA), 10 mM TRIS-HCL 

(pH8,3), 15 mM KCL, 6 nM MgCl2 , 10 mM DTT (Gibco BRL Life Technologies), 

RNAsin inibidor de RNase (Promega Corp.) e 0,75 pmoles de oligo (dT) 15 

primer (Promega Corp.). A mistura foi levada a um termociclador, onde as 

amostras foram incubadas inicialmente por 5 minutos a 70C e 5 minutos a 

4C. Após tal incubação, foram adicionadas, a cada amostra, 50U da enzima 

transcriptase reversa M-MLV (Promega Corp.). Em seguida a mistura foi 

incubada por 5 minutos a 23°C, 60 minutos a 37C, 5 minutos a 90°C, e 

finalmente a 4°C até que as amostras serem recolhidas do termociclador. O 

cDNA, produto da reação, foi armazenado a -20C até sua amplificação. 
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3.11.3 – Amplificação específica por Real time PCR 

 

 

A amplificação da expressão de mRNA específica foi realizada através 

de PCR em tempo real (RT-PCR) usando iniciadores com sequências 

especificas para IFN-γ (Forward TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA; 

Reverse TGGCTCTGCAGGATTTTCATG) e arginase I (Forward 

CTGGCAGTTGGAAGCATCTCT; Reverse: CTGGCAGTTGGAAGCATCTCT). 

As reações foram desenvolvidas sob um sistema de detecção de sequência 

ABI PRISM®7900HT (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) usando 20% 

da reação de cDNA em volume total de 15 μL de mistura de PCR. Todas as 

reações foram desenvolvidas em duplicatas usando SYBR Green PCR Master 

Mix (Applied Biosystems) de acordo com as especificações do fabricante. A 

quantificação relativa do produto foi determinada pelo método de limiar de 

ciclos para determinar o incremento em vezes do produto. O programa de PCR 

para amplificação de cDNA foi desenvolvido sob as seguintes condições: 2 

minutos a 50°C, ativação da AmpliTaq a 95°C durante 10 minutos, 

desnaturação a 95°C por 15 segundos. Para o anelamento e extensão final, as 

amostras foram submetidas a 60°C por 1 minuto durante 45 ciclos. Para a 

geração da curva de dissociação, as amostras foram aquecidas a 95°C por 15 

segundos, em seguida a 60°C por 5 segundos. Finalmente, as amostras foram 

esfriadas por 1 minuto a 4°C. O gene de interesse foi normalizado em relação à 

expressão da enzima expressa constitutivamente hipoxantina fosforibosil 

transferase (HPRT forward, GTTGGATACAGGCCAGACTTTGTT ;HPRT 

reverse, GATTCAACTTGCGCTCATCTTAGGC), baseado no calculo do CT. 

A mudança na expressão foi representada como relativa aos animais não 

infectados.  

 

3.12 – Análise estatística 

 

 

 Os resultados foram apresentados como média ± erro padrão (EP) para 

cada grupo. Nos ensaios de cinética de produção de citocinas foi realizado o 

teste Two-Way ANOVA, seguido de Bonferroni para determinar diferenças 
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entre os tempos e os grupos avaliados. Para determinar diferenças entre dois 

grupos, foi utilizado o teste t de Student usando distribuição bi-caudal com 

amostras não pareadas, após a aplicação do teste de normalidade e 

verificação da simetria dos dados. Todas as análises estatísticas foram 

realizadas pelo programa GraphPad Prism versão 5.00 para Windows. 

Diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. 

Para análise estatística de correlação foi realizado o teste de Spederman. 
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4– Resultados 

 

 

4.1– IFN-γ apresenta maior relevância no controle do desenvolvimento da 

lesão e carga parasitária no final do curso de infecção 

 

 Visando maior entendimento do papel do IFN-γ em infecções in vivo pelo 

parasito L. amazonensis, cepa PH8, camundongos IFN-γ -/- foram infectados 

via subcutânea com 1x105 promastigotas do parasito na pata traseira direita. 

Como já demonstrado para infecção por outras cepas de L. amazonensis, 

LTB0016 e Josefa (COLMENARES et al., 2003; PINHEIRO; ROSSI-

BERGMANN, 2007), estes camundongos apresentaram um desenvolvimento 

de lesão similar ao encontrado em camundongos C57BL/6. Como mostrado no 

Gráfico 1A, até a oitava semana de infecção não se observou qualquer 

diferença na espessura das patas infectadas entre os grupos. Ainda mais 

surpreendente, camundongos C57BL/6 apresentaram maior carga parasitária 

neste tempo de infecção (Gráfico 1B). Diante deste quadro, resolvemos 

estender o período de análise para 16 semanas de infecção. Dessa forma, 

observamos que, até 10 semanas de infecção não há diferença de lesão 

quando comparamos os camundongos selvagens com os deficientes para   

IFN-γ. Somente a partir da 11ª semana estes camundongos desenvolveram 

maior lesão (Gráfico 2A). A partir deste ponto da infecção não demonstraram 

mais qualquer controle no desenvolvimento da mesma, que progrediu até a 16ª 

semana. Em contrapartida, camundongos C57BL/6, a partir da 11ª semana de 

infecção, apresentaram uma regressão no desenvolvimento da lesão, que pode 

ser analisada como um controle parcial da mesma, processo que está ausente 

nos camundongos IFN-γ -/-. Neste momento do curso de infecção os 

camundongos IFN-γ -/-, além de apresentarem maior lesão, também 

apresentaram maior carga parasitária no sítio de infecção. Esses resultados 

diferem do já descrito para infecções por L. major em camundongos IFN-γ -/-. 

Neste modelo, camundongos deficientes para esta citocina demonstram 

suscetibilidade desde o início da infecção (WANG et al., 1994). Quando 

comparamos o desenvolvimento da lesão nestes camundongos, infectados 

com a mesma dose de parasito, para L. major e L. amazonensis, conseguimos 
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visualizar quão diferente este desenvolvimento é. No Gráfico 3 podemos 

observar que quando infectados com L. major a lesão se inicia mais cedo e se 

desenvolve de forma descontrolada até o final do período analisado. Já para os 

camundongos infectados com L. amazonensis a lesão se apresentou sob 

parcial controle até a 8ª semana. Assim, podemos concluir que o curso de 

infecção descrito no Gráfico 1A é característico para camundongos IFN-γ -/- 

infectados com L. amazonensis. 
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Gráfico 1. (A) Curso de Infecção: Camundongos C57BL/6 e IFN-γ -/- foram infectados com 
1x10

5
 promastigotas, na fase estacionária, de L. amazonensis na pata traseira direita. O 

desenvolvimento da lesão foi monitorado semanalmente até o tempo de oito semanas após a 
infecção. O eixo Y expressa a média das diferenças de espessura entre as patas infectadas e 
as não infectadas ± erro padrão de cinco camundongos por grupo. (B) Quantificação de 
parasitos: Quantificação de parasitos por diluição limitante do macerado da pata infectada dos 
camundongos. Análise estatística feita por teste t de Student onde * = P<0,05. Os resultados 
são representativos de três experimentos desenvolvidos independentemente. 
  
 

Gráfico 2. (A) Curso de Infecção: Camundongos C57BL/6 e IFN-γ -/- foram infectados com 
1x10

5
 promastigotas, na fase estacionária, de L. amazonensis na pata traseira direita. O 

desenvolvimento da lesão foi monitorado semanalmente até o tempo de 16 semanas após a 
infecção. O eixo Y expressa a média das diferenças de espessura entre as patas infectadas e 
as não infectadas ± erro padrão de cinco camundongos por grupo. (B) Quantificação de 
parasitos: Quantificação de parasitos por diluição limitante do macerado da pata infectada dos 
camundongos. Análise estatística feita por teste t de Student onde * = P<0,05. Os resultados 
são representativos de três experimentos desenvolvidos independentemente.  

 

 

 

 

 

 

1 2 3 4 5 6 7 8

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

C57BL/6

Semanas de Infecção

IFN-  -/-

Curso de Infecção

A

L
e
s
ã
o

 (
m

m
)

C
57

B
L/6 -/-

IF
N
-

0

2

4

6

8 *

Quantificação de Parasito- 8 semanasB

- 
L

o
g

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

0

2

4

6

C57BL/6

*
*

*

*
*

*

Semanas de Infecção

IFN-  -/-

Curso de Infecção

A

L
e
s
ã
o

 (
m

m
)

C
57

B
L/6 -/-

IF
N
-

0

2

4

6

8

*

Quantificação de Parasito - 16 semanas

B

- 
L

o
g



48 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 3. Curso de Infecção: Camundongos IFN-γ -/- foram infectados com 1x10

5
 

promastigotas, na fase estacionária, de L. amazonensis ou L. major na pata traseira direita. O 
desenvolvimento da lesão foi monitorado semanalmente até o tempo de oito semanas após a 
infecção. O eixo Y expressa a média das diferenças de espessura entre as patas infectadas e 
as não infectadas ± erro padrão de seis camundongos por grupo. Análise estatística feita por 
teste t de Student onde * = P<0,05. O resultado é representativo de dois experimentos 
desenvolvidos independentemente. 

 
 

4.2– Atividade da enzima arginase I parece estar relacionada com a carga 

parasitária na infecção por L. amazonensis 

 

 No modelo de infecção com L. major já foi demonstrado que um dos 

marcadores de suscetibilidade à infecção é a expressão e atividade da enzima 

arginase I (INIESTA et al., 2002). Apesar de ser um fator relevante para 

ativação de macrófagos, principais células efetoras no nosso modelo de 

infecção, não há na literatura qualquer dado que suporte essa informação na 

infecção por L. amazonensis. Assim, dosamos a atividade da enzima na pata 

dos camundongos infectados nos tempos de oito e 16 semanas após a 

infecção. Após oito semanas de infecção, embora não tenha sido encontrada 

diferença na atividade da mesma entre os camundongos IFN-γ -/- e os 

selvagens, observou-se maior tendência de atividade de arginase I nos 

camundongos C57BL/6 (Gráfico 4A). O inverso foi observado após 16 semanas 

de infecção, maior atividade da enzima nos camundongos IFN-γ -/-, assim 

como maior carga parasitária (Gráficos 4A e 2B). Também foi feita análise da 

expressão desta enzima nas patas infectadas. Camundongos C57BL/6 

expressaram, após oito semanas de infecção, mais arginase I, o que 

corresponde com a maior tendência na atividade da mesma e também da 

maior carga parasitária observada (Gráfico 1B). Para o tempo de 16 semanas 
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não foi possível quantificar a expressão desta enzima nos camundongos             

IFN-γ -/-. As patas dos mesmos se encontravam por demais inflamadas, não 

conseguimos, portanto, obter uma amostra de RNA pura o suficiente para que 

pudéssemos ter confiança nos resultados após amplificação do cDNA por 

reação de PCR. 

No Gráfico 5 podemos observar que existe uma correlação entre 

atividade de arginase I e a carga parasitária na pata dos camundongos        

IFN-γ -/- (Gráfico 5B). É possível ver clara associação entre aumento da 

atividade da enzima com o aumento da carga parasitária. Para os 

camundongos C57BL/6 podemos ver uma tendência deste aumento 

correlacionado, mas não encontramos diferença estatística. 

 

 

                                                                          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 4. (A) Atividade da enzima arginase I: Determinação da atividade de arginase a partir 
do lisado de células das patas infectadas para os tempos indicados de infecção. (B) 
Expressão da enzima Arginase I: Após oito e 16 semanas de infecção, as patas foram 
coletadas e o RNA total das mesmas foi isolado, transcrito e o gene da arginase I amplificado 
por PCR em tempo real. O gene alvo foi normalizado com um controle endógeno e os valores 
são mostrados como o incremento em vezes relativo à expressão das patas dos camundongos 
não infectados. Os dados são apresentados como média ± EP para cada grupo. * indica 
diferença significativa estatisticamente (p<0,05 pelo teste t de Student). Em (A) o resultado é 
representativo de dois experimentos desenvolvidos independentemente com cinco 
camundongos por grupo. Em (B) são dados representativos de dois experimentos com quatro 
camundongos por grupo. 
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Gráfico 5. Correlação entre carga parasitária e atividade de arginase I: Em (A) correlação 
entre carga parasitária e atividade de arginase I nas patas infectadas de camundongos 
C57BL/6. Em (B), a mesma correlação feita agora para camundongos IFN-γ -/-. Dados 
apresentados representam média de pelo menos dois experimentos realizados de forma 
independente para cada tempo indicado. O teste estatístico para correlação utilizado foi de 
Spearman. Diferença estatística foi considerada com p<0,05. 
 
 

4.3– Cinética de produção de IFN-γ nos camundongos C57BL/6  

  

 O entendimento do papel do IFN-γ na infecção in vivo por L. 

amazonensis passa pela necessidade da determinação da cinética de 

produção desta citocina nos camundongos C57BL/6. Assim, após 8, 12 e 16 

semanas de infecção, os baços e linfonodos poplíteos foram coletados e as 

células estimuladas com antígeno particulado de PH8. Estes camundongos 

apresentaram um pico de produção desta citocina após 12 semanas de 

infecção tanto para as células do baço quanto para as células dos linfonodos 

(Gráfico 6A e 6B). Os níveis de produção da mesma se apresentaram similares 

para os tempos de oito e 16 semanas. Em relação à expressão desta citocina 

no sítio de infecção observamos maior expressão da mesma após oito 

semanas de infecção. Após este tempo observamos uma queda progressiva na 

expressão do IFN-γ (Gráfico 6C). Não foi possível realizar estatística com a 

expressão do mRNA para o tempo de 16 semanas porque para este tempo só 

foi realizado um experimento. 
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Gráfico 6: (A) e (B) Cinética de produção de IFN-γ no baço e linfonodo poplíteo de 

camundongos C57BL/6.. Camundongos C57BL/6 (cinco por grupo) foram infectados 
subcutaneamente na pata com 1x10

5
 formas promastigotas de L. amazonensis e nos tempos 

indicados os baços e linfonodos poplíteos foram coletadas e os níveis de IFN-γ foram 
determinados por ELISA. As células foram estimuladas com antígeno particulado de PH8. (C) 
Cinética da expressão do mRNA de IFN-γ no sítio de infecção. As patas infectadas foram 
coletadas nos tempos indicados e o RNA total das mesmas foi isolado, transcrito e o gene do 
IFN-γ amplificado por PCR em tempo real. O gene alvo foi normalizado com um controle 
endógeno e os valores são mostrados como o incremento em vezes relativo à expressão das 
patas dos camundongos não infectados. Análise estatística feita por teste t de Student onde * = 
P<0,05. Os resultados são representativos de três (A) e (B) ou dois experimentos (C) 
desenvolvidos independentemente. 
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4.4– Cinética de produção de citocinas não mostra polarização de 

resposta TH2 em camundongos IFN-γ -/- 

 

 Camundongos IFN-γ -/- infectados por L. amazonensis não apresentam 

polarização de resposta TH2. Assim, ao contrário do já relatado na literatura 

para infecção com L. major (WANG et al., 1994), estes camundongos não 

exacerbam a produção de IL-4. Para os tempos analisados observamos 

aumento na produção desta citocina, tanto local quanto sistemicamente, porém 

os níveis são extremamente baixos, não podemos discutir se há alguma 

relevância biológica (Gráfico 7A e 7B).  Já os camundongos C57BL/6, como 

esperado, também não produziram altos níveis desta citocina. Assim como os 

camundongos deficientes de IFN-γ, estes apresentaram aumento na produção 

de IL-4 no tempo final do curso de infecção. Este mesmo perfil foi observado 

para as células do baço e linfonodo. Surpreendentemente, após oito semanas 

de infecção, os camundongos selvagens produziram mais IL-4 no baço que os 

camundongos IFN-γ -/-, porém, como dito anteriormente, os níveis de produção 

são tão pequenos que é provável que essa diferença não apresente efeito 

biológico.  

 Quando analisamos a produção de TNF-α, não encontramos diferença 

na cinética de produção desta citocina para nenhum dos grupos de 

camundongos. Estes dados foram encontrados tanto para as células do baço 

quanto para as células do linfonodo. Não foram encontradas diferenças para a 

produção de TNF-α quando comparamos os grupos (Gráfico 7C e 7D). 

 Duas citocinas de perfil regulatório, sem estarem associadas a perfil TH1 

ou TH2, mas importantes para patogenicidade na infecção por Leishmania, IL-

10 e TGF-β também foram analisadas (BARRAL-NETTO et al., 1992; 

PADIGEL; ALEXANDER; FARRELL, 2003). Em relação à produção de IL-10, 

os camundongos IFN-γ -/- produziram quantidades semelhantes desta nos 

tempos analisados. Não foi encontrada variação para a produção da mesma 

durante a infecção (Gráfico 7E e 7F). Já para os camundongos C57BL/6 foi 

observada variação na cinética de produção desta citocina. Para as células do 

baço foi observada maior produção de IL-10 no final do curso de infecção. O 

contrário foi encontrado nos linfonodos, onde se observou menor produção da 
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mesma após 16 semanas de infecção. Quando comparamos os dois grupos 

experimentais observamos que após oito semanas de infecção os 

camundongos IFN-γ -/- produziram cerca de quatro vezes menos desta citocina 

nos linfonodos. Após 16 semanas de infecção, devido à queda na produção de 

IL-10 pelos camundongos selvagens essa diferença deixou de existir. Em 

relação à produção desta citocina no baço o inverso foi observado, assim, não 

foi encontrada diferença na produção desta após oito semanas de infecção. No 

final do curso de infecção, entretanto, foi observada maior produção de IL-10 

no baço dos camundongos C57BL/6. 

 Quando analisamos a produção de TGF-β não encontramos diferença 

na produção desta citocina entre as linhagens, para qualquer órgão analisado. 

Também não podemos constatar grande variação na produção da mesma ao 

longo da infecção (Gráfico 8A e 8B). 
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Gráfico 7. Cinética de produção de IL-4 (A) e (B); TNF-α (C) e (D) e IL-10 (E) e (F) no baço 
e linfonodo poplíteo de camundongos C57BL/6 e IFN-γ -/-. Camundongos (cinco por grupo) 
foram infectados subcutaneamente na pata com 1x10

5
 formas promastigotas de L. 

amazonensis e nos tempos indicados os baços e linfonodos poplíteos foram coletadas e os 
níveis das citocinas mencionadas foram determinados por ELISA. As células foram estimuladas 
com antígeno homólogo. * indica diferença significativa estatisticamente (p<0,05 pelo teste 
Two-Way ANOVA seguido de Bonferroni). 
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Gráfico 8. Cinética de produção de TGF-β no baço (A) e linfonodo poplíteo (B) de 
camundongos C57BL/6 e IFN-γ -/-. Camundongos (cinco por grupo) foram infectados 
subcutaneamente na pata com 1x10

5
 formas promastigotas de L. amazonensis e nos tempos 

indicados os baços e linfonodos poplíteos foram coletadas e após estímulo com antígeno 
homólogo o nível da citocina foi determinado por ELISA. * indica diferença significativa 
estatisticamente (p<0,05 pelo teste Two-Way ANOVAn seguido de Bonferroni). 
 

 

4.5– Camundongos iNOS -/- apresentam curso de infecção diferente dos 

camundongos IFN-γ -/- nos tempos iniciais 

 

 O principal papel do IFN-γ na infecção por parasitos intracelulares é a 

participação na ativação de macrófagos. Assim, esta citocina é fundamental 

para a indução da expressão da enzima iNOS, evento crucial para a produção 

de NO; principal molécula leishmanicida (GREEN et al., 1990b). Em função 

desta relação entre a ativação de macrófagos por IFN-γ e a expressão da 

enzima iNOS nos perguntamos se camundongos deficientes para esta enzima 

apresentariam mesmo desenvolvimento de lesão e carga parasitária que 

camundongos     IFN-γ -/-, quando infectados pelo parasita   L. amazonensis. 

Para respondermos a esta pergunta infectamos camundongos  iNOS -/- e 

acompanhamos o desenvolvimento da lesão nos mesmos. Estes camundongos 

apresentaram maior suscetibilidade à infecção em relação aos camundongos 

IFN-γ -/- e C57BL/6. Em relação aos camundongos selvagens estes 

camundongos apresentaram maior lesão desde a sexta semana de infecção 

(Gráfico 9A). Esta diferença perdurou até o final do curso de infecção. Apesar 

desta diferença na lesão no início da infecção não encontramos diferença na 

carga parasitária após oito semanas de infecção. Porém, uma diferença 
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significativa foi encontrada após 16 semanas (Gráfico 9B). 

Surpreendentemente, camundongos iNOS -/- apresentaram maior lesão que 

camundongos  IFN-γ -/- da sexta até 10ª semana. Após a 11ª semana não foi 

observada mais diferença entre os grupos (Gráfico 9A). Um resultado intrigante 

foi a menor carga parasitária encontrada nos camundongos IFN-γ -/- oito 

semanas após a infecção.  Quando analisamos a carga parasitária após 16 

semanas de infecção ambos os grupos apresentaram quantidades de parasito 

similares, o que vai de acordo com o tamanho da lesão encontrado neste 

momento da infecção; similar para os grupos (Gráfico 9B).  

 Os camundongos iNOS -/- apresentaram ainda maior atividade de 

arginase I quando comparados com os camundongos IFN-γ -/- oito semanas 

após a infecção. Esta diferença deixou de existir após 16 semanas (Gráfico 

9C). Este dado está de acordo com menor lesão e menor carga parasitária 

encontradas nos camundongos IFN-γ -/- (Gráficos 9A e 9B). Em relação aos 

camundongos C57BL/6 só foi encontrada diferença na atividade desta enzima 

16 semanas após a infecção. Este dado também está coerente com os 

resultados da quantificação de parasitos (Gráfico 9B).  
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Gráfico 9. (A) Curso de Infecção. Camundongos C57BL/6, IFN-γ -/- e iNOS -/- foram 
infectados com 1x10

5
 promastigotas, na fase estacionária, de L. amazonensis na pata traseira 

direita. (B) Quantificação de parasitos. Quantificação de parasitos por diluição limitante do 
macerado da pata infectada dos camundongos. (C) Atividade da enzima arginase I. 
Determinação da atividade de arginase a partir do lisado de células das patas infectadas para 
os tempos indicados de infecção. Análise estatística feita por teste t de Student onde * = 
P<0,05. Os resultados são representativos de três experimentos desenvolvidos 
independentemente. * indica diferença estatística entre camundongos C57BL/6 e IFN-γ -/-. # 
indica diferença estatística entre C57BL/6 e iNOS -/-. & indica diferença estatística entre       
IFN-γ -/- e iNOS -/-. 
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4.6– Análise da expressão de iNOS no sítio de infecção revela indução 

desta na infecção por L. amazonensis em mecanismo independente de 

IFN-γ 

 

 Camundongos IFN-γ -/- apresentam controle parcial da lesão e da 

replicação do parasito (Gráfico 1A e 1B). Além disso, camundongos iNOS -/- 

apresentam maior suscetibilidade nos períodos iniciais da infecção em relação 

aos camundongos IFN-γ -/- (Gráficos 9A e 9B). Posto isto, nos perguntamos se 

o mecanismo pelo qual os camundongos IFN-γ -/- controlam inicialmente a 

infecção seria dependente de iNOS. Para responder esta questão avaliamos a 

expressão da proteína no local da infecção por imunohistoquímica. 

Interessantemente, constatamos que esses camundongos expressam iNOS em 

quantidades similares ao expresso por camundongos C57BL/6 após oito 

semanas de infecção (Gráfico 10A). Entretanto, estes camundongos não 

mantêm a expressão sustentada da enzima, sendo que após 16 semanas de 

infecção níveis muito baixos foram encontrados. Em contrapartida, 

camundongos selvagens sustentam a expressão de iNOS 12 semanas após a 

infecção. Após este período, uma queda é observada, mas sua detecção ainda 

é possível em níveis consideráveis. Nestes tempos finais da infecção, portanto, 

camundongos C57BL/6 apresentaram maior expressão de iNOS que 

camundongos IFN-γ -/-, porém o fato destes expressarem a enzima em níveis 

similares ao encontrado para os camundongos selvagens, após oito semanas 

de infecção, nos revela a possibilidade de um mecanismo independente de 

IFN-γ para a indução da mesma. É interessante notar que este mecanismo 

parece ser especifíco da infecção por L. amazonensis, uma vez que a infecção 

destes camundongos com L. major não induziu a expressão da enzima após 

oito semanas de infecção (Gráfico 10B). É curioso observar que na infecção 

por L. major, os camundongos C57BL/6 apresentam uma expressão muito 

maior de iNOS do que o observado na infecção por L. amazonensis. Estes 

resultados podem ser visualizados nas Figuras 2 e 3. Foram escolhidas 

imagens representativas dos dados apresentados no Gráfico 10.  
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Gráfico 10. Expressão da proteína iNOS por imunohistoquímica. Camundongos C57BL/6 e 
IFN-γ -/- foram infectados com 1x10

5
 promastigotas, na fase estacionária, de                              

L. amazonensis (A) ou L. major (B) na pata traseira direita. O resultado é expresso pela razão 
entre a área marcada de iNOS pela área total do campo analisado. Análise estatística feita por 
teste t de Student onde * = P<0,05. Os resultados são representativos de três experimentos 
desenvolvidos independentemente. 
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Figura 2. Expressão de iNOS  nas lesões de camundongos das linhagens C57BL/6 (A, C, E) 
e IFN-γ  -/- (B, D, F) após inoculação de 10

5 
promastigotas de L. amazonensis. (A-B) 8 

semanas, (C-D) 12 semanas e (E-F) 16 semanas após infecção. Seta negra, células positivas 
para iNOS. Foi observada diferença significativa na expressão de iNOS entre as linhagens para 
os tempos de 12 (p < 0,01) e 16 semanas de infecção ( p < 0,05). Aumento da objetiva: (A-F) 
10X e (A1) 40X 
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Figura 3. Expressão de iNOS nas lesões de camundongos das linhagens C57BL/6 (A, C) e 
IFN-γ -/- (B, D) após inoculação de 10

5
 promastigotas de L. major oito semanas após infecção. 

Setas negras, células positivas para iNOS. Foi observada diferença significativa na expressão 
de iNOS para este tempo de infecção (p <0,0001), com valores aumentados nas lesões de 
C57BL/6. Aumento da objetiva: (A-B) 10 X e (C-D) 40 X. 
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4.7– IFN-γ é essencial para imunização por Leishvacin 

 

Uma vez que nossos resultados anteriores sugerem uma participação 

mais crucial do IFN-γ -/- apenas no final do curso de infecção, e que a indução 

de iNOS pode ocorrer na ausência de IFN-γ, nos perguntamos se esta citocina 

seria essencial para a imunização dos camundongos neste modelo de 

infecção. Assim, optamos por utilizar a Leishvacin como modelo de imunização. 

Esta escolha foi feita porque estudos anteriores mostram seu efeito protetor em 

camundongos C57BL/6 e C57BL/10 (HERNANDEZ et al., 2006; MAYRINK et 

al., 2002), assim como um aumento na produção desta citocina nos 

camundongos imunizados (MAYRINK et al., 2002). Além disso, este protocolo 

já foi realizado em nosso laboratório com sucesso. Os camundongos C57BL/6 

imunizados apresentaram um menor desenvolvimento da lesão no intervalo 

entre quatro e 12 semanas após o desafio. Estes resultados estão 

demonstrados no Gráfico 11A, mas podem ser vistos com mais detalhes no 

Gráfico 11C. É interessante observar que após 12 semanas de infecção os 

camundongos não imunizados apresentam uma queda na lesão, como já 

esperado, enquanto os camundongos imunizados apresentam um aumento no 

tamanho da mesma. Desta forma, a partir deste momento, não é possível 

observar diferença no tamanho da lesão entre estes grupos. Pelo tempo 

prolongado do experimento observamos pela primeira vez esta perda da 

diferença de lesão entre os grupos. Em acordo com o curso de infecção, os 

camundongos imunizados apresentaram menor carga parasitária após oito 

semanas de infecção. Essa diferença não pôde ser observada após 16 

semanas do desafio, pois simultaneamente ao controle do parasitismo pelos 

camundongos não vacinados, observamos um aumento do número de 

parasitos na pata dos camundongos imunizados (Gráfico 11B). Camundongos 

IFN-γ -/- imunizados não desenvolveram mesmo perfil de desenvolvimento de 

lesão como os camundongos selvagens. Não foi possível observar qualquer 

efeito protetor nestes camundongos induzido pela Leishvacin (Gráfico 11A e 

11D). Da mesma forma, não houve diferença na carga parasitária para os 

tempos analisados. 

 
 



63 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
Gráfico 11. (A, C, D) Curso de Infecção: Camundongos C57BL/6 e IFN-γ -/- controle e 
vacinados foram infectados com 1x10

5
 promastigotas,na fase estacionária, de L. amazonensis 

na pata traseira direita. O desenvolvimento da lesão foi monitorado semanalmente até o tempo 
de 16 semanas após a infecção. O eixo Y expressa a média das diferenças de espessura entre 
as patas infectadas e as não infectadas ± desvio padrão de cinco camundongos por grupo. (B) 
Quantificação de parasitos: Quantificação de parasitos por diluição limitante do macerado da 
pata infectada dos camundongos. Análise estatística feita por teste t de Student (P<0,05). * 
indica diferença estatística para camundongos de mesma linhagem, mas tratamento diferente. 
& indica diferença estatística entre camundongos de linhagens diferentes, mas que receberam 
mesmo tratamento.  
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4.8– Camundongos imunizados apresentam maior produção de IFN-γ 

após oito semanas de infecção 

 

 Uma vez que o IFN-γ é essencial para a imunização, determinamos a 

cinética de produção desta citocina nos camundongos imunizados. 

Observamos que a vacina induz uma maior produção de IFN-γ nestes 

camundongos após oito semanas de infecção (Gráficos 12A e 12B). Porém, 

esta produção aumentada não se sustenta. Desta forma, após 12 semanas de 

infecção, estes apresentam uma pequena queda na produção desta citocina, 

que se acentua após 16 semanas de infecção. Este perfil foi observado tanto 

no baço quanto no linfonodo. Já os camundongos não imunizados, embora 

apresentem menor produção de IFN-γ com oito semanas de infecção, 

acentuam a produção desta citocina após 12 semanas, produzindo, inclusive 

níveis maiores que camundongos vacinados. Entretanto, assim como os 

camundongos imunizados, passam a produzir baixa quantidade desta citocina 

após 16 semanas.  

A perda da imunidade nos camundongos vacinados no final do curso de 

infecção nos fez questionar quais citocinas poderiam estar envolvidas neste 

processo; além disso, se outras citocinas poderiam estar associadas com a 

proteção temporária conferida pela vacina. Em relação à produção de IL-4, 

novamente, níveis muito baixos desta citocina foram detectados.  Após oito 

semanas de infecção nenhuma diferença foi encontrada. Após 12 semanas de 

infecção, porém, camundongos controle apresentaram maior produção da 

mesma no baço, e a situação se inverte após 16 semanas. No linfonodo desde 

12 semanas após a infecção os camundongos vacinados apresentam maior 

produção desta citocina (Gráficos 12C e 12D). Para a produção de TNF-α a 

vacina não se mostrou eficaz na indução desta citocina em nenhum momento 

da infecção, para os pontos analisados (Gráficos 12E e 12F). 
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Gráfico 12. Cinética de produção de IFN-γ (A) e (B) IL-4 (C) e (D) e TNF-α (E) e (F) no baço 
e linfonodo poplíteo de camundongos C57BL/6 controle e imunizados. Camundongos 
(cinco por grupo) foram infectados subcutaneamente na pata com 1x10

5
 formas promastigotas 

de L. amazonensis e nos tempos indicados os baços e linfonodos poplíteos foram coletadas e 
os níveis das citocinas mencionadas foram determinados por ELISA. As células foram 
estimuladas com antígeno homólogo. * indica diferença significativa estatisticamente (p<0,05 
pelo teste Two-Way ANOVA seguido de Bonferroni). 

 
 

 

4.9– Altos níveis de IL-10 são induzidos pela vacina oito semanas após o 

desafio 
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Assim como a imunização foi capaz de induzir a produção de IFN-γ, o 

mesmo pôde ser observado para a citocina IL-10. Desta forma, após oito 

semanas de infecção, uma maior produção de IL-10 pôde ser observada nos 

camundongos vacinados. Curiosamente, uma queda na produção desta 

citocina ocorre após este período (Gráficos 13A e 13B). Em relação à produção 

de TGF-β não encontramos qualquer diferença entre os grupos para células do 

linfonodo. Já no baço, após 16 semanas de infecção os camundongos 

vacinados apresentaram maior produção da mesma (Gráficos 13C e 13D) 
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Gráfico 13. Cinética de produção de IL-10 (A) e (B) e TGF-β (C) e (D) no baço e linfonodo 

poplíteo de camundongos C57BL/6 controle e vacinados. Camundongos (cinco por grupo) 

foram infectados subcutaneamente na pata com 1x10
5
 formas promastigotas de L. 

amazonensis e nos tempos indicados as células dos baços e linfonodos poplíteos foram 

coletadas e os níveis das citocinas mencionadas foram determinados por ELISA. As células 

foram estimuladas com antígeno homólogo. * indica diferença significativa estatisticamente 

(p<0,05 pelo teste Two-Way ANOVA seguido de Bonferroni). 
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4.10– A imunidade conferida por Leishvacin é independente de 

modulação da atividade de arginase I 

 

Camundongos C57BL/6 controle apresentaram uma queda na atividade 

de arginase I na pata ao longo do curso de infecção. Esta tendência de queda 

não pôde ser observada para os camundongos vacinados, que mantiveram a 

atividade desta enzima em níveis estáveis ao longo da infecção. Quando 

comparamos os dois grupos, observamos diferença apenas 12 semanas após 

a infecção, quando camundongos vacinados, surpreendentemente, 

apresentaram maior atividade de arginase I que camundongos controle 

(Gráfico 14A). Camundongos IFN-γ -/- apresentaram um aumento na atividade 

de arginase I ao longo da infecção. Assim, após 16 semanas de infecção 

apresentam altíssima atividade desta enzima na pata. A imunização nestes 

camundongos não alterou em nada este perfil (Gráfico 14B). 

 
 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 14. Atividade da enzima arginase I: Determinação da atividade de arginase a partir 
do lisado de células das patas infectadas para os tempos indicados de infecção.  * indica 
diferença significativa estatisticamente (p<0,05) pelo teste t de Student. 
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4.11– iNOS é essencial para imunização 

 

 Assim como o IFN-γ é essencial para a imunização, o mesmo acontece 

para a enzima iNOS. Desta forma, é impossível imunizar camundongos      

iNOS -/-. Não observamos quaisquer diferenças no desenvolvimento da lesão 

(Gráfico 15A) ou na carga parasitária (Gráfico 15B) destes camundongos após 

imunização.  

 
 

 
 

 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
Gráfico 15. Curso de Infecção: Camundongos iNOS -/- controle e vacinados foram infectados 
com 1x10

5
 promastigotas, na fase estacionária, de L. amazonensis na pata traseira direita. O 

desenvolvimento da lesão foi monitorado semanalmente até o tempo de 16 semanas após a 
infecção. O eixo Y expressa a média das diferenças de espessura entre as patas infectadas e 
as não infectadas ± desvio padrão de cinco camundongos por grupo. (B) Quantificação de 
parasitos: Quantificação de parasitos por diluição limitante do macerado da pata infectada dos 
camundongos. Análise estatística feita por teste t de Student (P<0,05).  

 
 

4.12– Camundongos imunizados apresentam pico de expressão de iNOS 

12 semanas após o desafio. 

 

 Para elucidar em que momento do curso de infecção a expressão de 

iNOS é relevante para imunização, analisamos, novamente por 

imunohistoquímca, a expressão da mesma na pata de camundongos C57BL6 

controle e vacinados. Os camundongos vacinados apresentam cinética 

interessante, com um pico de expressão após 12 semanas de infecção. Este foi 

o único ponto do período analisado em que estes camundongos apresentaram 

maior expressão que camundongos não imunizados. Oito e 16 semanas após a 

infecção, camundongos controle apresentaram maior expressão que os 
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imunizados. Os camundongos controle, como já descrito, apresentaram uma 

expressão relativamente constante da proteína ao longo da infecção (Gráfico 

16).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gráfico 16. Expressão da proteína iNOS por imunohistoquímica. Camundongos C57BL/6 
controle e vacinados foram infectados com 1x10

5
 promastigotas, na fase estacionária, de                              

L. amazonensis (A) na pata traseira direita. O resultado é expresso pela razão entre a área 
marcada de iNOS pela área total do campo analisado. Análise estatística feita por teste t de 
Student onde * = P<0,05. Os resultados são representativos de pelo menos dois experimentos 
desenvolvidos independentemente. 
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5 – Discussão 

 

 

 O papel do IFN-γ durante infecções por parasitos intracelulares é bem 

estabelecido para diversos modelos experimentais. A ativação de macrófagos 

por esta citocina, e conseqüente produção de NO, é essencial para a resolução 

destas infecções. Camundongos IFN-γ -/- apresentam alta taxa de mortalidade 

e grande disseminação parasitária para infecção por M. tuberculosis. A 

administração de IFN-γ recombinante reduz a gravidade da doença nos 

mesmos (COOPER et al., 1993; FLYNN et al., 1993). Além disso, já foi 

constatado que mutações no gene do receptor desta citocina estão 

relacionadas com maior suscetibilidade humana a esta infecção (NEWPORT et 

al., 1996). A administração de anti-IFN-γ torna a infecção por T.gondii letal, ao 

passo que os camundongos que não recebem este tipo de tratamento 

sobrevivem e desenvolvem uma doença crônica (SUZUKI et al., 1988). Para 

infecção por L. major, os camundongos também se tornam mais susceptíveis 

na ausência de IFN-γ. Neste caso, camundongos deficientes da citocina 

polarizam resposta do tipo 2, enquanto que camundongos deficientes do 

receptor de IFN-γ não polarizam esta resposta, mas também apresentam maior 

lesão e carga parasitária (SWIHART et al., 1995; WANG et al., 1994). 

Surpreendentemente, a infecção por L. amazonensis é uma exceção dentre as 

doenças citadas. Nesta infecção camundongos deficientes de IFN-γ 

apresentam suscetibilidade aumentada apenas nos tempos finais da infecção 

(PINHEIRO; ROSSI-BERGMANN, 2007). Ainda mais instigante, esta citocina 

estimula a proliferação de formas amastigotas do parasito in vitro (QI et al., 

2004). Já se sabe que o mecanismo pelo qual esse fenômeno ocorre é 

mediado pelo aumento da expressão de CAT-2B (WANASEN et al., 2007), 

porém, ainda não está bem esclarecido na literatura qual o papel do IFN-γ na 

infecção in vivo por este parasito. Visando esclarecer um pouco mais esta 

questão, neste trabalho utilizamos camundongos IFN-γ -/- como ferramenta 

para avaliar o papel desta citocina na infecção por L. amazonensis; assim 

como avaliamos sua relevância para geração de imunidade. Vale destacar que 

os camundongos IFN-γ -/- são saudáveis e férteis na ausência de patógenos. 
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Além disso, nenhuma anormalidade histológica é observada nos tecidos 

linfóides. Estes animais apresentam mesma quantidade de células no baço e 

no timo que camundongos selvagens. Ainda mais, nenhuma diferença é 

encontrada para populações CD3+, B220+, CD4+ ou CD8+ no sangue dos 

mesmos. Desta forma, estes camundongos constituem bom modelo de estudo, 

uma vez que o IFN-γ não é requerido para o desenvolvimento do sistema 

imune, assim como não é essencial para a sobrevivência do animal (DALTON 

et al., 1993). 

 Nossos resultados estão de acordo com o já observado para outras 

cepas de L. amazonensis (COLMENARES et al., 2003; PINHEIRO; ROSSI-

BERGMANN, 2007). Assim, observamos tanto um desenvolvimento tardio na 

lesão dos camundongos deficientes de IFN-γ quanto da replicação dos 

parasitos. É interessante notar que camundongos C57BL/6 apresentam maior 

carga parasitária após oito semanas de infecção, o que reforça a idéia de que 

neste modelo, o IFN-γ parece estimular de fato a replicação do parasito. Esta 

constatação já havia sido feita para infecção in vitro (QI et al., 2004), mas é a 

primeira vez que observamos mesmo efeito para infecção in vivo por                         

L. amazonensis. A análise da expressão e atividade da enzima arginase I no 

sítio de infecção, oito semanas após a mesma, nos revelou que camundongos 

deficientes de IFN-γ, apresentam menor expressão de mRNA para a enzima, e 

embora, sem diferença estatística, uma tendência para menor atividade de 

arginase I. Este dado é intrigante e poderia nos levar a pensar, erroneamente, 

que esta citocina poderia estimular a expressão e atividade desta enzima. É 

improvável que seja esse o caso, uma vez que já foi mostrado que esta citocina 

não apresenta efeito modulador sobre a atividade de arginase I, seja inibindo 

ou estimulando a mesma (MODOLELL et al., 1995; MUNDER et al., 1999; 

MUNDER; EICHMANN; MODOLELL, 1998). Isto posto, acreditamos na 

possibilidade de que a infecção em camundongos IFN-γ -/- possa induzir 

mecanismos moduladores diferentes do observado em camundongos C57BL/6. 

De fato, observamos menor produção de IL-10 no linfonodo de camundongos 

IFN-γ -/-, e sabemos que esta citocina é capaz de estimular a expressão de 

arginase I (MUNDER; EICHMANN; MODOLELL, 1998). Em relação à produção 

de IL-4 e TGF-β, também importantes para expressão desta enzima 

(BOUTARD et al., 1995; INIESTA et al., 2002), não encontramos diferenças 



72 
 

entre os grupos. Quando resolvemos estender o período de análise do tempo 

de infecção constatamos um aumento da lesão nos camundongos IFN-γ -/-, 

após 11 semanas de infecção, em relação à infecção nos camundongos 

C57BL/6. Este aumento se mostrou exacerbado e constante até o período 

analisado de 16 semanas após infecção. Um aumento evidente também foi 

observado para atividade de arginase I na pata destes animais. É interessante 

notar que o oposto ocorre com os camundongos C57BL/6, que após 11 

semanas, mostraram um controle parcial da infecção, com queda da lesão, 

assim como uma redução da carga parasitária. Este quadro está em pleno 

acordo com uma queda na atividade de arginase I observada nestes 

camundongos no período final da infecção. A percepção de que nos 

camundongos IFN-γ -/- ocorreu um aumento da carga parasitária paralelo ao 

aumento da atividade desta enzima ao longo do curso de infecção nos fez 

questionar se haveria uma correlação entre o aumento simultâneo destes dois 

parâmetros. Fizemos então uma análise de correlação entre os mesmos e 

observamos uma clara correlação positiva entre aumento da atividade de 

arginase I e da carga parasitária. Observamos a mesma tendência para 

camundongos C57BL/6, neste caso, ao longo do tempo observamos uma 

queda da carga parasitária, assim como da atividade de arginase I. Não 

encontramos correlação estatística para estes animais, porém vale destacar 

que a variação, ao longo do curso de infecção, da carga parasitária e da 

atividade de arginase I nestes animais se deu de maneira muito mais discreta 

do que o observado para camundongos IFN-γ -/-. Estes dados nos sugerem 

que a atividade desta enzima pode estar relacionada com a replicação do 

parasito, e conseqüente perfil de suscetibilidade à infecção, como já mostrado 

para infecções por L. major (INIESTA et al., 2005; KROPF et al., 2005). É 

relevante destacar que uma atividade exacerbada desta enzima não somente 

favorece a replicação do parasito como também pode modular diversos 

eventos imunológicos. O consumo de L-arginina por macrófagos, quando estes 

expressam altos níveis de arginase I, e não de iNOS, leva a uma depleção da 

disponibilidade deste aminoácido no ambiente extracelular. Esta depleção inibe 

a expressão da cadeia δ CD3 de linfócitos T, comprometendo a proliferação 

deste tipo celular (MUNDER et al., 2006; RODRIGUEZ et al., 2003). Além 

disso, outros aspectos relacionados à ativação de linfócitos T se encontram 
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comprometidos nesta situação, como a produção de citocinas, tais quais: IFN-

γ, IL-4 e IL-10 (CHOI et al., 2009). Além de macrófagos e linfócitos T, células 

NK também requerem disponibilidade de L-arginina no meio para proliferação e 

produção de IFN-γ, embora não necessitem do mesmo para exercerem sua 

função citotóxica (OBERLIES et al., 2009). Esse conjunto de evidências mostra 

que a expressão desta enzima está associada à fenômenos de 

imunossupressão, e estes eventos apresentam relevância para imunidade 

frente infecção por L. major (MODOLELL et al., 2009). 

 Como a infecção por L. amazonensis se mostrou atípica nos 

camundongos IFN-γ -/-, resolvemos infectá-los com mesma dose do parasito  

L. major. Como esperado a infecção por este parasito se mostrou mais grave 

nestes camundongos, de forma que desde os tempos iniciais de infecção 

observamos uma lesão considerável. Nossos resultados obtidos para infecção 

com L. major corresponde ao descrito na literatura (WANG et al., 1994).  É 

interessante notar que não encontramos uma alta produção de IL-4 nos 

camundongos infectados com L. amazonensis, ao contrário do que já foi 

relatado para infecção por L. major (WANG et al., 1994). A polarização de 

resposta TH2 encontrada na infecção por L. major explica a maior 

suscetibilidade observada nestes animais, ao passo que a ausência de 

polarização deste tipo de resposta na infecção por L. amazonensis pode ser 

um dos fatores que contribuem para um desenvolvimento de lesão tão lento 

encontrado nestes camundongos. 

 A determinação da cinética de produção de IFN-γ nos camundongos 

C57BL/6, infectados com L. amazonensis, é fundamental para esclarecermos 

as diferenças encontradas no desenvolvimento da lesão e replicação dos 

parasitos nos camundongos deficientes para esta citocina. Desta forma nossos 

resultados indicam um perfil de produção de IFN-γ similar do ponto de vista 

local (linfonodo) e sistêmico (baço). Observamos um pico de produção desta 

citocina 12 semanas após a infecção. Este pico de produção está relacionado 

com o momento de queda da lesão e carga parasitária nestes camundongos 

observados nos tempos finais da infecção. Curiosamente, a cinética de 

expressão de mRNA de IFN-γ na pata destes camundongos foi diferente. 

Observamos uma queda contínua na expressão desta citocina ao longo da 

infecção. É relevante dizer que a expressão do mRNA não indica, 
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necessariamente, a expressão da proteína, o que pode explicar esta diferença 

encontrada. Além disso, o curso de infecção observado nos camundongos  

IFN-γ -/- sugere importante papel do IFN-γ na contenção da lesão e da 

proliferação do parasito justamente nos tempos finais da infecção. Desta forma, 

a constatação de que ocorre um pico de produção desta citocina 12 semanas 

após a infecção, período em que se consolida a diferença na lesão entre os 

camundongos C57BL/6 e IFN-γ -/-, nos sugere importante participação desta 

citocina neste controle tardio da infecção. 

 O fato de que camundongos IFN-γ -/- apresentam um desenvolvimento 

de lesão similar aos camundongos C57BL/6 durante grande parte do curso de 

infecção (até a 10ª semana) nos sugere duas possibilidades: que durante este 

período o IFN-γ não apresenta papel relevante para o controle da carga 

parasitária, pelo contrário, e consequentemente da lesão; ou que estes 

camundongos apresentam mecanismos que compensem a falta desta citocina. 

Na tentativa de elucidar melhor este quadro analisamos a produção de outras 

citocinas que apresentam importante papel em infecções por este parasito.  O 

TGF-β é uma citocina que tem sido associada constantemente como fator de 

suscetibilidade à infecções por Leishmania. O tratamento de camundongos 

CB6F1 com anti-TGF-β promove a cura na infecção por L. major (LI; HUNTER; 

FARRELL, 1999). Além disso, macrófagos infectados por L. amazonensis são 

estimulados a produzirem altos níveis desta citocina, sugerindo mecanismo de 

evasão do sistema imune (BARRAL-NETTO et al., 1992). Como dito 

anteriormente, a atividade de arginase I também é estimulada por esta citocina 

(BOUTARD et al., 1995). Interessantemente, não encontramos diferenças na 

produção de TGF-β. Mais do que isso, também não houve diferença na a 

produção de IL-4 e TNF-α.  Dentre as citocinas avaliadas observamos 

diferença apenas para a produção de IL-10. Neste caso, foi constatada maior 

produção desta citocina em camundongos C57BL/6, no baço após 16 semanas 

de infecção e no linfonodo após oito semanas. Além do efeito modulador sobre 

a atividade de arginase I, já descrito, para esta citocina, a IL-10 inibe a 

produção de NO, e assim, a eliminação deste parasito (GAZZINELLI et al., 

1992; KANE; MOSSER, 2001). Desta forma, a maior produção desta citocina 

nos camundongos C57BL/6 pode estar associada à maior atividade de 

arginase I observada nestes animais; assim como com uma possível inibição 
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na produção de NO. Todos esses fatores podem estar associados à maior 

carga parasitária observada nestes camundongos oito semanas após a 

infecção. Curiosamente, a produção de IL-10 nos linfonodos destes 

camundongos 16 semanas após a infecção é drasticamente menor do que o 

observado com oito semanas. Esta queda, embora não constatada no baço 

destes animais, pode estar relacionada, e mesmo ser uma das causas da 

queda da carga parasitária, assim como da atividade de arginase I nestes 

camundongos para este tempo de infecção. 

 Uma vez que o perfil de citocinas analisadas não explica de maneira 

contundente o progresso da lesão nos camundongos IFN-γ -/- nos 

questionamos se estes camundongos poderiam estar controlando o seu 

desenvolvimento precoce exacerbado através de mecanismo dependente de 

NO. Para respondermos esta questão utilizamos camundongos iNOS -/-, que 

constitui boa ferramenta para análise da influência da geração de NO em 

respostas imunes. Este camundongo, na ausência de patógenos, é saudável e 

fértil, não apresentando diferenças histológicas para maioria dos órgãos 

analisados. Além disso, este camundongo, como esperado, apresenta maior 

suscetibilidade à infecção por L. major. É interessante relatar que esta 

suscetibilidade é evidente após seis semanas de infecção, período em que a 

lesão nos mesmos se torna maior que a lesão de camundongos C57BL/6. De 

forma intrigante estes camundongos apresentam maior proliferação de 

linfócitos T estimulados com antígeno de L. major; assim como maior produção 

de IFN-γ e menor produção de IL-4 (WEI et al., 1995).  

O mecanismo de morte do parasito pelo qual o NO atua parece ser 

através da indução de apoptose celular. O perfil de fragmentação de DNA 

observado para amastigotas de L. amazonensis axênicas incubadas com 

doadores de NO é o mesmo encontrado para células apoptóticas 

(HOLZMULLER et al., 2002). A ocorrência deste mesmo perfil já foi mostrada 

no baço e fígado de hamsters infectados com parasitos causadores da forma 

visceral da doença. Assim, a fragmentação de DNA foi observada também para 

L. chagasi (LINDOSO; COTRIM; GOTO, 2004). Observações similares também 

já foram constatadas em cães (HOLZMULLER et al., 2005). Afora o papel 

efetor direto mediado pela produção de NO, a expressão de iNOS parece estar 

envolvida com outros eventos imunológicos relevantes. Já foi observado que a 
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expressão desta enzima, e conseqüente produção de NO, é importante para 

regular resposta imune inata na infecção por L. major. NO extracelular, oriundo 

da expressão e atividade de iNOS, atua em sinergismo com IL-12 na indução 

de produção de IFN-γ por células NK nos tempos iniciais da infecção por este 

parasito (DIEFENBACH et al., 1998; DIEFENBACH et al., 1999). Este evento é 

importante para geração e manutenção da resposta TH1 nesta infecção 

(NIEDBALA et al., 1999) 

Quando infectamos os camundongos iNOS -/- com L. amazonensis 

observamos que estes camundongos apresentam uma maior suscetibilidade à 

infecção desde tempos mais iniciais. Assim, desde seis semanas após a 

infecção já apresentam lesão maior do que camundongos C57BL6. Este dado 

é coerente com a relevância da produção de NO para a morte do parasito, e 

este perfil de desenvolvimento de lesão é semelhante ao observado para 

camundongos iNOS -/- infectados por L. major (DIEFENBACH et al., 1998; WEI 

et al., 1995). Um dado interessante se refere à quantificação de parasitos 

realizada oito semanas após a infecção. Embora os camundongos iNOS -/- 

apresentem uma lesão aumentada, não observamos maior carga parasitária 

nestes animais. Estes dados nos alertam para o fato de que outros 

mecanismos podem ser relevantes para a contenção da replicação deste 

parasito, especialmente nos tempos mais iniciais da infecção. Destacamos a 

possível participação dos ROS; dados não publicados do nosso grupo de 

pesquisa apontam que as espécies reativas de oxigênio são importantes para a 

morte deste parasito in vitro, e apresentam mais relevância para o efeito 

protetor na infecção in vivo nos tempos iniciais da mesma. É relevante dizer 

que camundongos iNOS -/- exacerbam a produção de ROS na infecção por         

L. amazonensis (MACEDO, 2010). É interessante notar que a relevância dos 

ROS na infecção por L. donovani já foi relatada. Neste modelo de infecção 

estes radicais de oxigênio também apresentam efeito protetor apenas nos 

períodos iniciais da infecção, e são dispensáveis para a resolução da infecção 

(MURRAY; NATHAN, 1999; MURRAY; XIANG; MA, 2006). Em suma, a 

literatura aponta que os ROS podem atuar juntamente com o NO na eliminação 

de parasitos do gênero Leishmania nos tempos iniciais da infecção. Desta 

forma não descartamos a participação dos mesmos na contenção da 

replicação de L. amazonensis nos camundongos iNOS -/-. Quando analisamos 
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a atividade de arginase I, curiosamente, não encontramos diferença estatística 

em relação à atividade desta enzima nos camundongos C57BL/6, embora 

possa ser observado que a mesma é claramente aumentada nos camundongos 

deficientes de iNOS. Nos tempos finais da infecção fica claro a importância da 

iNOS neste modelo de infecção. Assim, camundongos iNOS -/- apresentam um 

crescimento exacerbado da lesão ao longo da infecção; assim como maior 

carga parasitária e atividade de arginase I após 16 semanas. Desta forma, fica 

evidente o papel crucial do NO para o controle da infecção por L. amazonensis. 

É intrigante observar que o desenvolvimento da lesão de camundongos               

IFN-γ -/- e iNOS -/- não ocorre da mesma maneira, uma vez que a principal via 

de indução de iNOS é mediada por IFN-γ nos modelos de infecção por 

Leishmania major (LYKENS et al., 2010; STENGER et al., 1994). IFN-α e IFN-β 

são capazes de induzir iNOS (DIEFENBACH et al., 1998; MATTNER et al., 

2000), porém camundongos deficientes destas duas citocinas não apresentam 

suscetibilidade maior que camundongos  selvagens (BUXBAUM, 2010); ao 

contrário de camundongos IFN-γ -/-, o que reforça a importância do IFN-γ neste 

modelo de infecção. Constatamos que a lesão nos camundongos IFN-γ -/- e 

iNOS -/- se equiparam somente 11 semanas após a infecção, e depois desde 

tempo permanecem iguais, assim como a carga parasitária e atividade de 

arginase I.  Não encontramos diferença na cinética de produção de IL-10, IL-4 

ou TNF-α entre as duas linhagens. Os camundongos iNOS -/- apresentam 

produção de IFN-γ similar ao encontrado para animais C57BL/6 (dados não 

mostrados). A comparação entre os cursos de infecção destas duas linhagens, 

assim como a constatação de que não havia diferença na produção de 

citocinas durante a infecção, reforçou nossa hipótese de que camundongos 

deficientes de IFN-γ pudessem exibir uma via independente desta citocina para 

a indução de iNOS e produção de NO. Este mecanismo teria importante 

participação na contenção do desenvolvimento da lesão e carga parasitária nos 

camundongos IFN-γ -/- pelo período considerável de 11 semanas. Para 

responder esta questão avaliamos por imunohistoquímica a expressão de iNOS 

nas patas destes camundongos oito, 12 e 16 semanas após a infecção. Oito 

semanas após a infecção observamos que os camundongos C57BL/6 e           

IFN-γ -/- apresentaram uma expressão similar de iNOS na pata. Com o 

progresso da lesão observamos uma queda drástica contínua na expressão de 
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iNOS nos camundongos “knockout”. Ao mesmo tempo, os camundongos 

C57BL/6 apresentam uma expressão contínua da enzima 12 semanas após a 

infecção e uma queda menos drástica após 16 semanas. Animais deficientes 

para IFN-γ apresentam expressão de iNOS na infecção por L. major. Mas neste 

caso, esta expressão só é encontrada em tempos bem iniciais da infecção, 

24hs, e está associada a um aumento na produção de IFN-α e IFN-β, que só é 

observada em tempos iniciais (DIEFENBACH et al., 1998). Assim, ao longo da 

infecção isso não é mais observado, como constatamos, quando analisamos a 

expressão de iNOS oito semanas após infecção por L. major. Acreditamos que 

a expressão desta enzima, e possível produção de NO possa estar associada 

ao controle da replicação do parasito encontrado oito semanas após a infecção 

nos camundongos IFN-γ -/- por L. amazonensis. Também acreditamos que a 

expressão contínua desta enzima nos camundongos C57BL/6 possa estar 

associada ao controle parcial da lesão e carga parasitária observado nos 

tempos finais da infecção.  

Uma questão intrigante surge quando constatamos que após oito 

semanas de infecção ambos os camundongos, selvagens e “knockout”, 

expressam mesma quantidade de iNOS. O IFN-γ seria o responsável direto 

pela expressão desta enzima nos camundongos C57BL/6 nos tempos iniciais 

da infecção? Ou os fatores indutores de iNOS independentes de IFN-γ, ainda 

não identificados, estariam exercendo um papel mais crucial neste momento? 

Caso esse seja o caso, isso reforçaria a idéia de que realmente o IFN-γ é 

importante para a proteção apenas nos tempos finais da infecção, período em 

que assumiria a função de induzir a expressão da iNOS. A utilização de 

anticorpo anti-IFN-γ nos camundongos C57BL/6 pode nos ajudar a responder 

este questionamento.  

O balanço entre a expressão de iNOS e arginase I, além da produção de 

IL-10, parecem ser mecanismo chave que explicam o curioso fato de que o 

IFN-γ é relevante apenas nos tempos finais da infecção por L. amazonensis. 

Nossos dados não sugerem qual citocina poderia estar envolvida na expressão 

de iNOS em camundongos deficientes de IFN-γ. Já foi relatado na literatura 

que a citocina IL-2, quando na presença de IFN-γ, induz a produção de TNF-α, 

que em sinergismo com IFN-γ medeia a morte de amastigotas de L. major. O 

estímulo isolado de IL-2 não é suficiente para gerar este quadro (BELOSEVIC 
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et al., 1988; BELOSEVIC et al., 1990; NACY et al., 1991). Apesar disto, a IL-2 

também pode atuar em cooperação com o TNF-α. Este fenômeno foi relatado 

para infecção in vitro por Mycobacterium avium, e neste caso é dependente de 

IL-2, uma vez que não foi observado efeito protetor na presença de IFN-γ + 

TNF-α. Nestes trabalhos, infelizmente, não há dados em relação à produção de 

NO (BERMUDEZ et al., 1989; BERMUDEZ; YOUNG, 1988).  Desta forma, 

cogitamos a possibilidade desta citocina sinalizar em conjunto com TNF-α a 

expressão de iNOS na infecção por L. amazonensis. Outra citocina que pode 

estar envolvida nesta indução é a IL-1β. Embora, isoladamente, não ative 

mecanismos efetores em macrófagos para a morte de L. major (BELOSEVIC et 

al., 1988), esta citocina induz a expressão de iNOS e produção de NO na 

ilhotas de Langerhans, assim como em hepatócitos (CORBETT et al., 1993; 

KITADE et al., 1996; TESHIMA et al., 2004). Além disso, esta citocina induz 

atividade anti-tumoral em macrófagos em efeito aditivo com TNF-α (SODHI; 

SINGH; PAI, 1990). Dito isto, também cogitamos a participação de IL-1β, em 

sinergismo com outras citocinas, para indução de iNOS no nosso modelo 

experimental. Duas quimiocinas, MCP-1 e IP-10, também podem estar 

relacionadas com esta expressão de iNOS independente de IFN-γ. Ambas são 

capazes de induzir a produção de NO, isoladamente, em infecção in vitro de 

macrófagos por L. amazonensis ou L. donovani (BHATTACHARYYA et al., 

2002; VASQUEZ; SOONG, 2006). 

Nossos dados apontam que, durante a resposta imune à infecção por   

L. amazonensis, o IFN-γ apresenta papel crucial nos tempos finais da infecção; 

e que existe um mecanismo indutor de iNOS independente desta citocina que 

pode estar relacionado com o não agravamento precoce da lesão em 

camundongos IFN-γ -/-. Diante disso resolvemos analisar qual a influência do 

IFN-γ em protocolo de imunização mediado por Leishvacin. Como nossos 

dados apontam, neste protocolo de imunização, ocorre aumento de IFN-γ nos 

camundongos vacinados. E esta indução é fundamental para o efeito protetor 

observado nestes camundongos, uma vez que em animais IFN-γ -/- não é 

possível observar nenhum efeito protetor. O curso de infecção, carga 

parasitária e atividade de arginase I são idênticos entre camundongos IFN-γ -/-  

imunizados ou não. Da mesma forma, não encontramos diferenças na 
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produção de IL-4, TNF-α ou TGF-β e expressão de iNOS entre esses 

camundongos (dados não mostrados).  

Em relação à imunização de camundongos C57BL/6, observamos um 

efeito protetor temporário mediado pela Leishvacin. Após oito semanas de 

infecção, os camundongos vacinados apresentaram maior produção de IFN-γ, 

assim como menor lesão e carga parasitária. Curiosamente estes dados não se 

relacionam com uma expressão aumentada de iNOS na pata, pelo contrário, foi 

observada uma inibição da expressão desta enzima. Também não foi 

encontrada diferença na atividade de arginase I entre camundongos 

imunizados ou não. Após 12 semanas de infecção, entretanto, observamos um 

aumento evidente na expressão de iNOS, e neste tempo continuamos a 

observar menor lesão nestes camundongos, embora não ocorra aumento na 

produção de IFN-γ correspondente no baço, e, pelo contrário, ocorra uma 

queda no linfonodo. O efeito protetor conferido pela imunização cessa após 13 

semanas de infecção. Essa perda da diferença em relação à lesão nos 

camundongos não imunizados ocorre em virtude do controle parcial observado 

nos animais não imunizados, e que pode estar relacionado ao aumento de  

IFN-γ observado 12 semanas após a infecção. Paralelo a isso, observamos um 

aumento contínuo da lesão nos camundongos vacinados, o que nos sugere 

que talvez o que esteja ocorrendo nestes animais seja um atraso no 

desenvolvimento da lesão. O fato da imunização não gerar um efeito protetor 

duradouro pode estar relacionado à qualidade da resposta efetora gerada 

nestes animais. Os camundongos imunizados não apresentaram produção 

aumentada de TNF-α ao longo da infecção, e esta citocina é importante para a 

geração de imunidade (DARRAH et al., 2007).  Além disso, observamos nos 

camundongos imunizados uma alta produção de IL-10 oito semanas após a 

infecção. Esta alta produção pode estar relacionada com um efeito 

antiinflamatório; assim teríamos um efeito combinado entre a IL-10, reduzindo a 

inflamação, e a presença de IFN-γ gerando mecanismos efetores de 

eliminação do parasito. É possível, inclusive, que a imunização tenha gerado a 

diferenciação de células TH1 produtoras de IL-10 e IFN-γ (ANDERSON et al., 

2007; O'GARRA; VIEIRA, 2007). Porém, o papel da IL-10 em protocolos de 

imunização é controverso. É considerada essencial para geração de células 

CD8+ de memória na infecção por Listeria monocytogenes (FOULDS; ROTTE; 
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SEDER, 2006), mas é determinante para a não eficácia, ou uma eficácia 

efêmera, em desafios por L. major (DARRAH et al., 2010; STOBER et al., 

2005). Como observamos que camundongos IFN-γ -/- imunizados 

apresentaram aumento na produção de IL-10, como os camundongos 

C57BL/6, (dados não mostrados), não podemos afirmar que este efeito da           

IL-10, como mediadora da inflamação, é de fato relevante em nosso modelo. 

Além disso, a maioria dos relatos associa esta citocina com um perfil de 

suscetibilidade, seja pela infecção por L. major, seja por L. amazonensis 

(ANDERSON; MENDEZ; SACKS, 2005; JONES et al., 2002; KANE; MOSSER, 

2001; RONET et al., 2010; YANG; MOSSER; ZHANG, 2007). Desta forma, é 

mais provável que a IL-10 esteja exercendo um papel no sentido de limitar a 

geração de uma resposta efetora eficaz para a geração de uma imunidade 

duradoura (DARRAH et al., 2010). Uma produção aumentada de TGF-β 

também foi constatada 16 semanas após a infecção no baço dos camundongos 

imunizados. Esta citocina também pode estar relacionada a esta perda da 

resposta protetora, e mesmo com o aumento lento, mas progressivo, da lesão 

observada nestes camundongos (PINHEIRO et al., 2005). É relevante notar 

que esta indução de IL-10 parece ser uma característica do estímulo pelo 

antígeno da cepa PH8, uma vez que os camundongos C57BL/6, IFN-γ -/- e 

iNOS -/- vacinados apresentaram aumento na produção da mesma. Este 

aumento também já havia sido relatado por outro protocolo de imunização com 

PH8, neste caso uma imunização intramuscular (PINHEIRO et al., 2005). 

Por fim, da mesma maneira que o IFN-γ é essencial para a imunidade 

parcial conferida pela Leishvacin, a iNOS também o é. Isso porque também 

não conseguimos imunizar camundongos iNOS -/-. Assim, a forte expressão de 

iNOS observada 12 semanas após infecção é importante para a imunização. É 

relevante dizer que, como não analisamos a expressão de iNOS em todos os 

pontos da infecção, que este pico ocorra antes deste período, e mesmo em 

maiores níveis. Podemos deduzir também que o mecanismo pelo qual o IFN-γ 

é crucial para a imunidade é dependente de iNOS. 

Em suma, nossos resultados aprofundam o entendimento acerca da 

relevância do IFN-γ, citocina chave na resistência contra parasitos 

intracelulares, e revela indícios de mecanismos que possam suprir a ausência 

da mesma, mesmo que temporariamente. Ademais, revela possível papel 
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tempo-dependente desta citocina. Os fatores não identificados que estão 

relacionados com a expressão de iNOS seriam apenas um mecanismo 

compensatório, ou também seriam importantes, mesmo que temporariamente, 

na infecção de camundongos selvagens? Nossos dados sugerem que por um 

período considerável da infecção, 11 semanas, o IFN-γ é dispensável. Apesar 

disso, é crucial para imunização em mecanismo dependente de iNOS e ainda 

deve ser alvo de interesse dos protocolos de imunização. 
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6 – Conclusão 

 

 Nossos dados mostram que de fato, o papel do IFN-γ na infecção por     

L. amazonensis difere do usualmente encontrado para outros modelos de 

infecção. Nos tempos iniciais da doença parece estar envolvido com uma maior 

replicação parasitária, porém é indispensável para um controle parcial, 

significativo, da lesão nos tempos finais da infecção; assim como para a 

eliminação do parasito nestes pontos. Camundongos IFN-γ -/- apresentam um 

balanço na expressão de iNOS e arginase I favorável para a eliminação do 

parasito. É possível que este balanço se reflita no desenvolvimento da lesão 

nestes animais, que só se torna maior que nos camundongos selvagens nos 

tempos finais da infecção. Uma baixa produção de IL-10, além da ausência do 

próprio IFN-γ, também pode estar associada à favorável eliminação do 

parasito, uma vez que, oito semanas após a infecção, estes camundongos 

apresentam menor carga parasitária que os camundongos selvagens. A 

expressão de iNOS independente de IFN-γ por um período tão prolongado de 

infecção é um dado novo e instigante, mas não elucidamos de que maneira 

esta expressão é induzida. Esta constatação nos aponta para a participação de 

fatores, citocinas ou quimiocinas, por exemplo, que podem estar relacionadas 

também com a imunomodulação observada nestes camundongos no que se 

refere à produção de IL-10 e expressão de arginase I.  O papel do IFN-γ para 

imunização por Leishvacin parece ser mais claro, é indispensável para o 

desenvolvimento da imunidade, em um mecanismo depende de iNOS. Por fim, 

nossos dados sugerem que um balanço entre produção de IFN-γ, IL-10 e              

TGF-β pode ser crucial para o desenvolvimento de uma vacina eficaz que 

confira imunidade duradoura. Este balanço deve refletir em uma expressão 

contínua de iNOS e uma inibição da atividade de arginase I. A identificação dos 

fatores que compensam a ausência de IFN-γ nos camundongos “knockout” 

pode ser uma ferramenta valiosa para a geração de protocolos de imunização 

que visem este equilíbrio. 
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