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RESUMO 
 

VELASQUEZ, L. G. Efeitos da resposta imune no curso da infecção de BALB/c, BALB/c 
nude e C57BL/6 e na expressão de proteínas específicas em formas amastigotas de L. 
amazonensis isolados de BALB/c e BALB/c nude. 2014. 89f. Tese (Doutorado em Parasito-
logia) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2014. 
 
A leishmaniose é uma doença causada por parasitos do gênero Leishmania e transmitida por 
insetos flebotomíneos. Dados da Organização Mundial da Saúde estimam que mais de 12 mi-
lhões de pessoas já foram infectadas por este parasito e aproximadamente 350 milhões de in-
divíduos residem em áreas de risco. A infecção por L. amazonensis pode se apresentar sob a 
forma mais simples da doença cutânea até formas mais agressivas como a cutânea difusa. Di-
versos estudos utilizando parasitas cultivados e modelos animais têm sido realizados com o 
objetivo de investigar moléculas importantes para a sobrevida do protozoário, assim como a 
resposta do sistema imune do hospedeiro. No entanto, pouco se sabe sobre como a expressão 
dessas moléculas é modulada pela resposta imune no modelo experimental murino. O presen-
te trabalho teve como objetivo comparar o perfil da infecção por L. amazonensis em BALB/c, 
BALB/c nude e C57BL/6, e avaliar a expressão das proteínas CP, LACK, LRR17, metacas-
pase, PDI e STI, potencialmente relacionadas com virulência, em amastigotas isolados de 
BALB/c e BALB/c nude. Avaliamos a infecção durante 13 semanas e observamos aumento 
mais precoce da espessura da pata em BALB/c do que em BALB/c nude, possivelmente devi-
do a deficiência de células T nos animais atímicos, o que gera baixa resposta inflamatória no 
local da infecção. A carga parasitária nos animais nude foi superior à dos demais ao final de 
13 semanas de infecção. Por outro lado, animais C57BL/6 controlaram a infecção a partir da 
sexta semana, com retorno da espessura da pata e baixo numero de parasitas. O maior recru-
tamento de células após a infecção em BALB/c foi reforçado pela observação de aumento de 
baço somente nessa linhagem. Uma análise da expressão gênica nas lesões mostrou um pa-
drão misto Th1/Th2 em todos os animais, e maior expressão de IFN-γ, IL-4, IL1β e iNOS em 
BALB/c ao final de 13 semanas. Em baço e linfonodo observamos baixa expressão de CD3e e 
elevada expressão de iNOS em BALB/c nude, sugerindo que células NK exerçam importante 
estimulo sobre macrófagos nesses animais. A análise por FACs mostrou em baço e linfonodo 
a esperada baixa porcentagem de células TCD4 e T CD8 em BALB/c nude, no entanto com 
capacidade de produzir IFN-γ e IL-4. A avaliação da expressão de proteínas potencialmente 
relacionadas a sobrevivência/virulência em amastigotas mostrou que LACK e metacaspase es-
tão aumentadas nos parasitas isolados de BALB/c nude em relação aos isolados de BALB/c, e 
a metacaspase apresentou maior atividade também em amastigotas  dos camundongos atími-
cos. Esses dados reforçam a idéia de que a resposta imune do hospedeiro modula a expressão 
de proteínas em L. amazonensis. Não observamos diferença na expressão da LACK e meta-
caspase em amastigotas isolados de macrófagos infectados na presença de IFN-γ e IL-4, suge-
rindo que essas citocinas isoladamente não são responsáveis pela modulação na expressão 
dessas proteínas pelo parasito. Através análise histopatológica pudemos comprovar maior in-
filtrado celular em BALB/c, assim como maiores alterações teciduais causadas pela infecção. 
Nossos resultados reforçam a importância de se estudar aspectos do parasita e do hospedeiro 
para melhor compreensão da diversidade das manifestações da leishmaniose. 
 

Palavras chave: Leishmania amazonensis. Linhagens Murinas. Camundongo Nude. Fatores 
de Virulência. Expressão Proteica. 
 

 



 

ABSTRACT 
 

VELASQUEZ, L. G. Effects of the immune response in the course of infection in 
BALB/c, BALB/c nude mice and C57BL/6 and in the expression of specific proteins in L. 
amazonensis amastigotes from BALB/c and BALB/c nude. 2014. 89p. Doctor thesis (Para-
sithology) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2014. 

 
Leishmaniasis is a disease caused by parasites of Leishmania genus, transmitted by 
phlebotomine sandflies. World Health Organization estimates that more than 12 million peo-
ple are infected by the parasite and that approximately 350 million live in risk areas. Infec-
tions by Leishmania amazonensis, the second most common species in Brazil, have clinical 
forms varying from the simplest cutaneous to the more aggressive cutaneous diffuse disease. 
Several studies have been performed using animal models aiming to identify molecules im-
portant for parasite survival and for host immune response. However, little is known about 
how these molecules are modulated by immune response in experimental murine model. The 
aim of this study was to compare the profile of the infection by L. amazonensis in BALB/c, 
BALB/c nude and C57BL/6 and to analyze the expression of CP, LACK, LRR17, metacaspa-
se, PDI and STI proteins, potentially associated with virulence, in amastigotes isolated from 
BALB/c and BALB/c nude lesions. We evaluated the infection during 13 weeks and observed 
an early increase in footpad thickness in BALB/c compared to BALB/c nude, probably due to 
T cell deficiency in the athymic mice, leading to a reduced inflammatory response in the le-
sions. Parasite loads in nude mice were higher than in the other two mice after 13 weeks of in-
fection. C57BL/6 mice, on the other hand, controlled infection since the sixth week, showing 
regression of footpad thickness and low parasite numbers. The higher cell recruitment in 
BALB/c after infection was corroborated by the increase of spleen observed only in these 
mice. Gene expression analysis of the lesions indicated a mixed Th1/Th2 pattern in all mice, 
and higher expression of IFN-γ, IL-4, IL1β and iNOS in BALB/c after 13 weeks of infection. 
In spleens and lymph nodes we observed lower expression of CD3e and high expression of 
iNOS in BALB/c nude, suggesting that NK cells have an important role in stimulating macro-
phages in these mice. FACs analysis of spleens and lymph nodes showed the expected low 
percentages of TCD4 and T CD8 cells in BALB/c nude, but indicated that these cells were 
capable of producing IFN-γ and IL-4. The quantification of proteins potentially related to sur-
vival/virulence in amastigotes revealed that LACK and metacaspase are increased in parasites 
isolated from BALB/c nude compared to BALB/c, and that metacaspase had higher enzymat-
ic activity in amastigotes from the athymic mice. These data support that host immune re-
sponse can modulate the expression of L.amazonensis proteins. We didn´t observe differences 
in LACK or metacaspase in amastigotes isolated from macrophages infected in the presence 
of IFN-γ and IL-4, suggesting that these cytokines alone are not responsible for the modula-
tion of the expression of these proteins by the parasite. By histopathological analysis we 
proved most cell infiltrate in BALB/c as well as larger tissue changes caused by infection Our 
results reinforce the importance of studying aspects of the parasite and the host to better un-
derstand the diversity of leishmaniasis manifestations. 
 

Keywords: Leishmania amazonensis. Murine Strains. Nude Mice. Virulence Factors. Protein 
Expression. 
 
 
 
 



 

1  INTRODUÇÃO 

 
1.1  A biologia da Leishmania 

 

A Leishmania é um protozoário que pertence à ordem Kinetoplastida e à família dos 

Trypanosomatidae. O parasito apresenta duas formas principais: a promastigota (flagelada), 

encontrada no trato digestivo do vetor, e a amastigota (sem flagelo externo), encontrada no in-

terior de células fagocíticas (LAINSON; SHAW, 1987(MCMAHON-PRATT E ALEXANDER, 2004; 

WHEELER et al., 2011). No vetor, a Leishmania passa por transformações morfológicas e es-

truturais, as quais são fundamentais a sua sobrevida no interior do trato digestivo e também a 

sua infectividade e virulência. Nas primeiras horas no vetor as formas amastigotas transfor-

mam-se em promastigotas, que sintetizam moléculas importantes para sua sobrevivência 

(SACKS E KAMHAWI, 2001). Dentre essas moléculas destacam-se a LPG (Lipofosfoglicano) e 

a PPG (Proteofosfoglicano), as quais se relacionam com a proteção do parasito contra a ação 

de enzimas digestivas, e com a adesão ao epitélio do trato digestivo médio, impedindo sua li-

beração com as fezes (SACKS, 2001). No vertebrado a LPG também parece estar relacionada 

com a resistência à lise mediada pelas proteínas do sistema complemento e ao stress oxidativo 

(SPATH et al., 2003), além de ser importante na adesão à membrana de macrófagos 

(DESCOTEAUX et al., 1992; MCCONVILLE et al., 1992). Ainda no interior do vetor as formas 

promastigotas sofrem a metaciclogênese. Esse processo é caracterizado por alterações morfo-

lógicas no parasito, que fica mais estreito, assim como estruturais, como por exemplo altera-

ções no LPG, o qual  que passa a ter maior número de sacarídeos fosforilados em sua mem-

brana, que o torna mais resistente a ação do sistema complemento (TURCO, 1992). 

A infecção do hospedeiro vertebrado é caracterizada pelo regurgitamento de saliva 

durante o repasto sanguíneo, que contem formas promastigotas metacíclicas (LAINSON;  

SHAW, 1987; (WHEELER et al., 2011). Esses parasitos são fagocitados primeiramente por célu-

las do sistema imune inato como neutrófilos, macrófagos, células dendríticas (TRIPATHI et al., 

2007). No interior dessas células o parasito transforma-se em amastigota, forma essa mais re-

sistente ao ambiente hostil do fagolisossomo (NADERER E MCCONVILLE, 2008). Além de célu-

las, proteínas do complemento também interagem com o parasita. A metaloproteinase deno-

minada de gp63 da Leishmania é capaz de fixar complemento e converter o C3b em C3bi 

(forma inativa), o que torna o parasito mais resistente à lise mediada por essas proteínas, por 

impedir a formação do Complexo de Ataque à Membrana - MAC (BRITTINGHAM et al., 1995). 

De fato, parasitos mutantes para a gp63 não sofrem alterações no desenvolvimento no interior 



 

do vetor, porém tornam-se mais sensíveis à atividade do sistema complemento (JOSHI et al., 

2002).  

 

1.2  Epidemiologia 

 

Diversas espécies de Leishmania são causadoras da leishmaniose, doença dissemina-

da pelo mundo todo. Na América do Sul, a leishmaniose foi denominada de “Mal de los An-

des”, já que eram observadas lesões em indivíduos que adentravam a região, assim como nos 

índios que ali residiam. Em 1855, Cerqueira relacionou-a com o Botão do Oriente, que era o 

nome dado a ela em algumas regiões no velho mundo. Em 1903, Donovan e Leishman, des-

creveram o parasito em um caso de calazar na Índia. Nesse mesmo ano, Ross denominou-o de 

Leishmania donovani. No Brasil, os primeiros relatos datam do final do séc. XIX, sendo que 

em 1909 Lindemberg encontrou o parasito em lesões de trabalhadores do Estado de São Pau-

lo. Na década de 20 do séc. XX Aragão descreveu o papel do flebotomíneo na de transmissão 

da doença (DE OLIVEIRA et al., 2005). 

Estima-se que existam atualmente aproximadamente 350 milhões de indivíduos em 

áreas de risco e milhões apresentam a doença ativa, divididos entre as formas cutânea e visce-

ral, sendo a grande maioria deles residentes em países como Índia, Afeganistão, Síria, Brasil e 

Peru (MCMAHON-PRATT E ALEXANDER, 2004). A cada ano, aproximadamente 1,5 milhões de 

novos casos são notificados, dos quais, aproximadamente 1,3 milhões são da forma tegumen-

tar (cutânea e mucocutânea) e 200.000 da visceral. O número de óbitos anuais ultrapassa a 

faixa de 40.000 pessoas (MCCONVILLE E HANDMAN, 2007).  

O aumento do número de casos observado recentemente no Brasil está intimamente 

relacionado com as modificações causadas pelo homem no meio ambiente e, consequente-

mente, as mudanças territoriais dos vetores que, aliadas ao aumento populacional em áreas 

endêmicas e à diminuição nas medidas de controle de vetores da malária e Doença de Chagas, 

promovem o surgimento dos mesmos no peridomicílio (GONTIJO E DE CARVALHO MDE, 

2003). Outro aspecto relevante na disseminação da doença é o grande trânsito de pessoas du-

rante guerras, como por exemplo nas guerra no Iraque e Afeganistão, países endêmicos para a 

doença, que recebem pessoas de diversas regiões do mundo, muitas delas sem qualquer tipo 

de conhecimento sobre leishmaniose (SHAW, 2003). Além dos aspectos discutidos acima, nos 

últimos anos tem-se observado aumento no número de casos de leishmaniose em pacientes 

portadores do vírus HIV devido à imunossupressão desencadeada pelo vírus (MOLINA et al., 

2003). 



 

No Brasil a distribuição da leishmaniose cutânea é bastante ampla. Em 2013 foram 

notificados 18.226 casos da leishmaniose tegumentar americana, das quais, aproximadamente 

13.700 casos são das regiões norte e Nordeste (BRASIL, 2015). Os padrões de transmissão da 

doença são classificados de acordo com o local onde ocorre a infecção. Dessa forma, ela pode 

apresentar-se pela forma silvestre, quando o hospedeiro invade um ambiente com essas carac-

terísticas; laser, que se caracteriza pela infecção acidental do hospedeiro ao realizar tal práti-

ca, como por exemplo em uma pescaria e a periurbana, que se caracteriza pela infecção em 

decorrência do avanço de áreas urbanizadas em locais que eram de natureza silvestre.  (BRA-

SIL, 2010). 

Já a forma visceral é endêmica em mais de 70 países. Nas Américas 90% dos casos 

estão no Brasil. No ano de 2013 foram registrados 3.253 casos, destes, aproximadamente 

2.300 são da região norte e nordeste.  Do total registrado em 2013, 231 foram a óbito (BRA-

SIL, 2015). 

Dentre as diversas espécies do parasito, são responsáveis por infecções que podem 

resultar na forma cutânea espécies como: Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis, 

Leishmania tropica, Leishmania major, Leishmania mexicana; na forma cutânea difusa: 

Leishmania amazonensis, na forma mucocutânea Leishmania braziliensis e sob a forma visce-

ral: Leishmania infantum, Leishmania donovani (DESJEUX, 2004; GUERIN et al., 2002) 

 

1.3  Aspectos clínicos 

 
As manifestações clínicas da leishmaniose são bastante amplas. Basicamente elas se 

dividem em cutânea (localizada ou disseminada ou difusa), mucocutânea ou visceral. Cada 

uma dessas formas está relacionada com a espécie do parasito e com o perfil de reposta imune 

do hospedeiro (MCGWIRE E SATOSKAR, 2014; SILVEIRA et al., 2009)  

A leishmaniose cutânea localizadas é caracteriza pela presença de lesões geralmente 

arredondadas com bordas elevadas, que podem ser únicas ou múltiplas (GONTIJO E DE 

CARVALHO MDE, 2003). Inicialmente elas se assemelham com uma picada de inseto que evo-

luem com o tempo, aumentando de tamanho e profundidade Normalmente é a forma menos 

agressiva da doença, já que em alguns casos sua resolução se dá sem a necessidade de terapia 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010).  

Em alguns casos podem ocorrer infecções secundárias de origem bacteriana, as quais 

mudam a característica das lesões, que passam a apresentar crostas purulentas e eczema.  

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010). As espécies mais relacionadas à forma cutânea no Brasil 



 

são: Leishmania braziliensis, Leishmania panamensis, Leishmania lainsoni, Leishmania ama-

zonensis e Leishmania guyanensis (LAINSON, 1997). Uma condição especial da forma cutâ-

nea, observada em alguns pacientes infectados por Leishmania amazonensis é a forma difusa, 

a qual se caracteriza pela formação de nódulos ricos em parasitos (sem ulceração) por todo o 

corpo (MCGWIRE E SATOSKAR, 2014). Nessa condição observa-se má resposta imunológica 

mediada por células T (anergia) do hospedeiro ao parasito, assim como à terapia. No início o 

paciente apresenta lesão única, mas que, com o passar do tempo se disseminam pelo corpo 

(MINISTÉRIO DA SÁUDE, 2010). O diagnóstico clínico diferencial dever se feito contra a 

Hanseníase virchowiana (GONTIJO E DE CARVALHO MDE, 2003) 

A forma mucocutânea, no Brasil, é desencadeada principalmente pela infecção por 

Leishmania braziliensis e caracteriza-se por um infiltrado inflamatório na mucosa nasal e 

oral. Diferente da forma cutânea, em que há possibilidade de resolução espontânea, ela neces-

sita obrigatoriamente de tratamento para remir (GONTIJO E DE CARVALHO MDE, 2003). Apro-

ximadamente 3% dos portadores da forma cutânea localizada desenvolvem essa forma clínica 

e isso está relacionado aos casos onde não houve utilização de terapia ou a mesma foi realiza-

da de forma inadequada. É mais comum em homens que em mulheres, principalmente naque-

les casos onde há lesões extensas acima da cintura e com mais de um ano de evolução. Suge-

re-se que a forma mucocutânea ocorra por via hematogênica (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2010). 

A forma visceral é a mais grave de todas devido ao comprometimento de órgãos vi-

tais como, fígado, baço e medula óssea. A proliferação dos parasitos no interior desses tecidos 

leva a uma hepatoesplenomegalia e supressão medular. As espécies relacionadas com essa 

forma clínica são L. infantum na África e Oriente Médio, Leishmania donovani na Índia e 

China e Leishmania infantum  no Brasil (MCGWIRE E SATOSKAR, 2014).  

 

 

1.4  Relação Parasito Hospedeiro 

 

1.4.1  Resposta imune durante a infecção por Leishmania 

 

Na leishmaniose observam-se padrões de resposta imune de acordo com o parasito 

envolvido e com o hospedeiro. O modelo experimental mais utilizado até hoje é o de infecção 

de camundongos BALB/c e C57BL/6 por L. major. A primeira linhagem é suscetível e desen-

volve lesões, enquanto que a segunda é resistente (SILVA et al., 2008). Tal fato está direta-



 

mente relacionado com diferenças no perfil de citocinas produzidas durante o curso da infec-

ção nos dois animais (HEINZEL et al., 1989). 

Este modelo foi usado para caracterizar a função desempenhada por macrófagos 

M1(associados a resposta Th1) e M2 (associados a resposta Th2) (MILLS et al., 2000). Foi 

mostrado que o estímulo de macrófagos M1 com LPS levou à produção de Óxido Nítrico 

(NO), o qual inibe a divisão celular (proliferação). Já na linhagem M2 observou-se após estí-

mulo com LPS um aumento no metabolismo de arginina a ornitina, que estimula a prolifera-

ção celular. Estes mesmos autores mostraram ainda que o TGF-β1 produzido por macrófagos 

(M2) inibe a síntese de NO (MILLS et al., 2000). 

Animais BALB/c infectados por L.major apresentam um perfil predominante de res-

posta imune do tipo Th2, com liberação de citocinas como IL-4 e IL-10, diferente dos 

C57BL/6, caracterizados pela liberação de citocinas como IFN-γ e IL-12, as quais estimulam 

a síntese de (NO) nos macrófagos infectados, resultando assim em bom prognóstico no caso 

de infecção por Leishmania (HEINZEL et al., 1989). Em animais suscetíveis à infecção por L. 

major ocorre também a elevação de receptores para IL-4 que antecede a resposta Th2, sendo 

fundamental na diferenciação de linfócitos T CD4 (FERNANDEZ-BOTRAN et al., 1999). A ex-

pressão dos receptores para IL-4 está relacionada com a presença de IL-12.  

Neutrófilos também podem ser infectados por Leishmania, e podem interferir na in-

fecção de macrófagos.  Eles apresentam atividade leishmanicida na presença de TNF-α, mas 

sob efeito de TGF-β1 e PG2 permitem multiplicação dos parasitos (AFONSO et al., 2008). A 

interação em meio de cultura de macrófagos com macrófagos infectados por L. amazonensis 

em apoptose leva a produção de TGF-β, permitindo a multiplicação dos parasitos. Por outro 

lado, a liberação de elastase por neutrófilos necróticos promove a ativação de macrófagos e 

liberação de TNF-α, o qual destrói os parasitos intracelulares (AFONSO et al., 2008). 

Quando camundongos são infectados por L. amazonensis o perfil de resposta imune 

não segue um padrão dicotômico como observado para L.major (TRIPATHI et al., 2007). De 

fato, animais BALB/c e C57BL/6 infectados com L. amazonensis não são capazes de erradi-

car o parasito, como ocorre nas infecções por L. major, embora C57BL/6 apresente maior re-

sistência que BALB/c, como constatado pela carga parasitária nas lesões e tamanho das mes-

mas (FELIZARDO et al., 2007). Durante o curso da infecção observam-se citocinas que caracte-

rizam uma resposta Th2 como IL-4 e também citocinas do tipo Th1, como IFN-γ (JI et al., 

2002). Estudos da infecção em animais CBA/J mostraram que a infecção por L. amazonensis 

não foi diferente da causada por L. major no início do processo, mas que após doze horas as 

lesões causadas por L. amazonensis foram duas vezes maiores. A adição de IFN- γ aos meios 



 

de cultura levou ao controle de L. major, mas TNF-α e IFN-γ foram necessários para regres-

são na carga parasitária de L. amazonensis nas células infectadas (GOMES et al., 2003). A sus-

cetibilidade de linhagens como BALB/c e C57BL/10 a L. amazonensis está mais relacionada 

com a ausência de resposta Th1 do que com o predomínio da resposta Th2, e animais tratados 

com anti-IL4 apresentaram uma redução no tamanho das lesões (AFONSO E SCOTT, 1993).  

Diferenças entre linhagens murinas infectadas por L. amazonensis foram também 

analisadas em termos de resposta humoral. Animais BALB/c produziram anticorpos da classe 

IgG contra moléculas secretadas pelos parasitos, o que não foi observado em C57BL/6 

(HERNANDEZ-CHINEA, 2007). Além disso, linfócitos B e anticorpos parecem estar envolvidos 

na fisiopatologia da doença, já que em animais JhD o desenvolvimento de lesões é menor que 

em BALB/c selvagens (WANASEN et al., 2008).  

Outro fator relevante na infecção por L. amazonensis é a interferência das formas 

amastigotas nas funções exercidas pelas células dendríticas (XIN et al., 2008). Foi demonstra-

do que o parasito causa deficiência na apresentação de antígenos e diminuição na liberação de 

IL-12 (FAVALI et al., 2007; XIN et al., 2008), além de diminuição da expressão de CD80 na 

superfície dessas células, prejudicando assim o processo de diferenciação e apresentação de 

antígenos (FAVALI et al., 2007). 

A atividade leishmanicida de macrófagos está intimamente relacionada com a produ-

ção de NO por estas células (GAUR et al., 2007; MUKBEL et al., 2007). L. amazonensis tem 

capacidade de inibir a Óxido Nítrico Sintetase (iNOS) tanto em termos de atividade quanto da 

transcrição de seu gene (BALESTIERI et al., 2002).  

Como mostrado nos exemplos acima, os diferentes perfis de resposta imune dos ca-

mundongos infectados por Leishmania determinam o curso da infecção. A expressão de mo-

léculas específicas pelo parasito está relacionada com mecanismos de evasão ao sistema imu-

ne do hospedeiro. 

 

1.4.2  Evasão imunológica e sobrevivência intracelular – moléculas relacionadas 

 

Parasitos do gênero Leishmania apresentam extrema capacidade de burlar a resposta 

imune do hospedeiro (TRIPATHI et al., 2007; WANDERLEY et al., 2006; WILKINS-RODRIGUEZ 

et al., 2010; XIN et al., 2008). Diversos mecanismos são utilizados nesse escape, e serão des-

critas adiante algumas moléculas sintetizadas por este parasito relacionadas com os mecanis-

mos de evasão imunológica. Esses mecanismos podem depender do tipo de resposta imune a 



 

qual é submetido, como evidenciado pela exposição diferencial de PS em amastigotas prove-

nientes de diferentes linhagens murinas (WANDERLEY et al., 2006), que será descrita adiante. 

A dinâmica da resposta imunológica à L. major caracteriza-se primeiramente pela 

chegada de neutrófilos no local do inóculo já nos primeiros 40 minutos de infecção (LASKAY 

et al., 2003; RIBEIRO-GOMES E SACKS, 2012). O papel dos neutrófilos na infecção por Leish-

mania é controverso. Foi mostrado que no interior dessas células os parasitos podem continu-

ar vivos e capazes de infectar macrófagos de forma silenciosa e que em animais depletados de 

neutrófilos os níveis de IL-1α e β são maiores, o que favorece o controle do parasito (PETERS 

et al., 2008), outro estudo com L. amazonensis mostrou que macrófagos infectados em cultura 

com neutrófilos apresentaram maior controle da infecção (DE SOUZA CARMO et al., 2010). De 

fato, a interação de macrófagos com neutrófilos em apoptose infectados por L. amazonensis 

leva a produção de TGF-β e PGE-2, permitindo a multiplicação dos parasitos (AFONSO et al., 

2008). Por outro lado, a liberação de elastase por neutrófilos necrosados permite a ativação de 

macrófagos e liberação de TNF-α, o qual destrói os parasitos intracelulares (RIBEIRO-GOMES 

et al., 2007). 

Além da apoptose do neutrófilo, a apoptose ou processo semelhante contribui para o 

aumento da infecção por promastigotas de Leishmania. A presença no inóculo de formas 

promastigotas “em apoptose”, processo que se caracteriza pela morte celular sem ativação da 

resposta inflamatória, garante a sobrevivência dos demais parasitos por reduzir a resposta in-

flamatória do macrófago (WANDERLEY et al., 2009). Em L. major, aproximadamente metade 

das formas promastigotas em fase estacionária expõem na face externa de sua membrana a 

“Fosfatidil Serina” (PS) (VAN ZANDBERGEN et al., 2006), a qual é exposta na face externa da 

membrana em células apoptóticas (FADOK et al., 1998). Com isso, células fagocíticas passam 

a sintetizar TGF-β, citocina anti-inflamatória que reduz a produção de TNF-α, favorecendo 

assim a sobrevivência do parasito no seu interior (VAN ZANDBERGEN et al., 2006). 

No interior dos macrófagos as formas promastigotas transformam-se em amastigotas, 

as quais apresentam maior resistência ao ambiente hostil do fagolisossomo. Para L. donovani 

foi observado que a fusão do vacúolo parasitóforo aos lisossomos é retardada, impedindo as-

sim que os parasitos pudessem ser destruídos pela ação de enzimas presentes nessa organela. 

No entanto, em L. donovani foi verificado que ao serem fagocitados por macrófagos esses pa-

rasitos entram em contato com as enzimas lisossomais e continuam apresentando motilidade, 

ou seja, continuam vivos (FORESTIER et al., 2011). Por outro lado, na infecção por L. amazo-

nensis observa-se a formação de vacúolos parasitóforos nas primeiras 24 horas de infecção 



 

(COURRET et al., 2002; REAL et al., 2008), os quais apresentam pH ácido, mas que não impe-

dem a sobrevivência de formas amastigotas no seu interior (ANTOINE et al., 1990).  

Além da ação enzimática dos lisossomos, um importante mecanismo de combate a 

Leishmania se dá pela produção de Óxido Nítrico (NO) por macrófagos, que é aumentada 

quando macrófagos são estimulados por IFN-γ (HEINZEL et al., 1989). Este NO é sintetizado a 

partir da NOS (Óxido Nítrico Sintetase) que utiliza como substrato a L-Arginina, criando am-

biente altamente microbicida (GAUR et al., 2007). Um estudo utilizando formas promastigotas 

e amastigotas de L. mexicana demonstrou que ambas as formas evolutivas do parasito são ca-

pazes de reduzir a produção celular de NO através da inibição de fatores transcricionais como 

NF-κB, STAT-1α e AP-1, os quais são de fundamental importância na síntese de IFN-γ 

(ABU-DAYYEH et al., 2010). Assim como observado em macrófagos, L. mexicana também 

apresenta capacidade de inibir a produção de NO no interior de células dendríticas, que são 

importantes apresentadoras de antígenos, fundamentais ao desenvolvimento de uma resposta 

imune específica contra o parasito. Essas células, quando estimuladas com LPS ou IFN-γ e in-

fectadas com formas amastigotas de L. mexicana apresentavam diminuição da síntese de NO 

por inibição da Óxido Nítrico Sintetase (iNOS) sem alteração nos níveis de mRNA (REAL et 

al., 2014; WILKINS-RODRIGUEZ et al., 2010; XIN et al., 2008)  

No interior das células do sistema mononuclear fagocitário as formas amastigotas, 

que apresentam resistência às enzimas presentes no fagolisossomo (ABU-DAYYEH et al., 

2010) passam por um processo de multiplicação o qual é finalizado pelo rompimento da 

membrana da célula do hospedeiro e liberação de novos parasitos, que serão fagocitados 

(SACKS E NOBEN-TRAUTH, 2002).  

Uma importante molécula da Leishmania que pode envolvida na fagocitose de amas-

tigotas é a já citada “Fosfatidilserina” (PS). Esses amastigotas expõem PS em sua superfície, 

mas ao contrário dos promastigotas não entram em apoptose, sobrevivendo no interior do ma-

crófago. Este processo foi denominado mimetismo apoptótico, e parece ser uma estratégia 

eficaz de evasão do parasito (BARCINSKI et al., 2003; DE FREITAS BALANCO et al., 2001; EL-

HANI et al., 2012; WANDERLEY E BARCINSKI, 2010). Foi verificado que a exposição de “PS” 

na superfície de amastigotas de L. amazonensis é maior quando estes eram isolados de ani-

mais BALB/c em comparação aos de C57BL/6, mostrando que o hospedeiro exerce papel im-

portante no controle da exposição desse fosfolipídio (WANDERLEY et al., 2006). A exposição 

dessa molécula promove aumento na produção de TGF-β pelos macrófagos e, consequente-

mente, diminuição de sua atividade inflamatória “leishmanicida” (WANDERLEY et al., 2006). 



 

Outra consequência da exposição de “PS" é a modulação do perfil de citocinas para Th2 (IL-4 

e IL-10), inibindo a produção de NO e favorecendo a multiplicação dos parasitos (DE FREITAS 

BALANCO et al., 2001). Embora em todos os trabalhos citados acima a exposição de “PS” seja 

utilizada como um marcador de apoptose, análises de cromatografia, espectrometria de massa 

e ressonância nuclear magnética mostraram que parasitas de Leishmania expõem diferentes 

fosfolipídios, mas não PS (WEINGARTNER et al., 2012). Dessa forma, a marcação considerada 

“PS” com anexina V utilizada nesses estudos, pode indicar a presença de ácido fosfatídico, 

fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol e fosfatidilinositol (WEINGARTNER et al., 2012). De 

qualquer forma, os trabalhos citados mostram que a exposição de algum fosfolipídio ligante 

de anexina V, seja qual for sua identidade, é um indicador de apoptose e está associada ao si-

lenciamento da resposta inflamatória do macrófago. Por essa razão denominamos esse fosfo-

lipídio de “PS”. 

As caspases, descobertas em C. elegans, são proteases envolvidas no processo de 

apoptose que apresentam elevada especificidade por ácido aspártico na posição P1 do substra-

to (COHEN, 1997). A metacaspase é uma enzima presente em plantas, fungos e protozoários 

(AMBIT et al., 2008), que também está envolvida no processo de apoptose (MADEO et al., 

2002). Ela tem importantes funções no crescimento e morte celular e sua superexpressão em 

Leishmania levou a retardo no crescimento devido a problemas na segregação do cinetoplasto 

e divisão nuclear (AMBIT et al., 2008). A metacaspase de plantas (VERCAMMEN et al., 2004) e 

de Leishmania (GONZALEZ, 2009) tem especificidade por substratos com arginina/lisina, e es-

sa atividade é exacerbada em meio rico em peróxido de hidrogênio, um importante indutor de 

apoptose (LEE et al., 2007).  

A maioria das espécies de Leishmania possui um único gene da metacaspase, exceto 

L. donovani e L. infantum, que possuem dois genes (GANNAVARAM E DEBRABANT, 2012; LEE 

et al., 2007). 

A abundância de mRNA de metacaspase é maior em amastigotas axênicos do que em 

formas promastigotas, sugerindo que essa proteína possua um papel importante durante a so-

brevivência do parasito no interior de células de mamíferos, o que é coerente com a maior ati-

vidade “tripsina-like” observada em amastigotas (LEE et al., 2007).  

Enquanto que alguns trabalhos mostram o papel da metacaspase na indução de mor-

te, outros sugerem o contrario. Apesar de possuir dois genes para a metacaspase, o silencia-

mento de um deles em L. donovani causou interrupção do ciclo celular e morte celular pro-

gramada. (RAINA E KAUR, 2012). De forma semelhante, um estudo utilizando uma L. mexica-

na nula para a metacaspase indicou que essa proteína age regulando negativamente a ativida-



 

de na proliferação celular de formas amastigotas (CASTANYS-MUNOZ et al., 2012). De fato, 

macrófagos infectados com esses parasitos nulos tiveram maior índice de infecção, e a infec-

ção de animais levou a maior desenvolvimento de lesão. Além disso, quando submetidos a 

stress por H2O2 ou miltefosina não houve diferença na morte celular. 

Muitas moléculas estão envolvidas com o processo de evasão imunológica e sobre-

vivência desses parasitos. Dentre elas estão as Cisteíno-Peptidases (CP), enzimas que possu-

em papel importante na patogênese de infecções causada por protozoários, agindo como fator 

de virulência. Em L. amazonensis, formas promastigotas exibem menor atividade dessa enzi-

ma do que amastigotas, reforçando a importância dela durante a infecção em células de mamí-

feros (SILVA-ALMEIDA et al., 2012). Em L. infantum  a CPA parece estar envolvida com o 

processo de infecção em células de mamíferos e a CPB, na degradação de  MHC II no interior 

do vacúolo parasitóforo da célula infectada e produção de citocinas como IL-4 e TGF-β 

(MOTTRAM et al., 1998). Parasitos nulos para estas enzimas transformam-se em amastigotas 

com baixo poder de virulência em macrófagos (WILLIAMS et al., 2006). Em camundongos 

suscetíveis a L. mexicana a CPB está relacionada com a ativação de uma resposta imune Th2, 

com liberação de IL-4 e consequente inibição da resposta Th1. Um inibidor natural das CPs, 

primeiramente identificado em Trypanosoma cruzi e denominado de “chagasin” (MONTEIRO 

et al., 2001) foi identificado em L. mexicana .  Os resultados demonstraram que a presença do 

inibidor melhora o controle da infecção, favorecendo o desenvolvimento de resposta imune 

do tipo Th1, enquanto que a infecção com parasitos nulos para o inibidor leva ao desenvolvi-

mento de uma resposta imune basicamente Th2, com produção de IgE e falta de capacidade 

de resolução do quadro clínico (BRYSON et al., 2009). Em L. mexicana a CPB foi capaz de 

inibir a produção de IL-12, por afetar a clivagem do fator NF-κB, além de agir sobre fatores 

transcricionais como STAT-1 e AP-1, impedindo sua translocação para o núcleo e diminuindo 

a síntese de NO estimulada por IFN-γ (SILVA-ALMEIDA et al., 2012).  Os dados apresentados 

reforçam a idéia de que as CPs sejam proteínas importantes na modulação da resposta imune 

do hospedeiro. 

Um outro antígeno do parasito relacionado com a modulação da resposta imune do 

hospedeiro é a LACK, um análogo do receptor da Kinase C de mamíferos, que está relaciona-

do com a ativação da resposta Th2 em animais suscetíveis infectados por L. major (KELLY et 

al., 2003). O desenvolvimento da resposta Th2 se dá pela rápida ativação de células T LACK-

específicas nos linfonodos drenantes e no local da infecção, fazendo com que elas sintetizem 

IL-4 e IL-10, permitindo assim a rápida proliferação dos parasitos (SCHILLING E 

GLAICHENHAUS, 2001). Macrófagos recém infectados por promastigotas são extremamente 



 

hábeis em estimular linfócitos T reativos a este antígeno; no entanto, o mesmo não foi obser-

vado em macrófagos infectados por amastigotas (PRINA et al., 1996). Uma hipótese levantada 

pelos autores é que a LACK expressa pelos amastigotas não consegue ser apresentada via 

MHC II, por ter uma meia vida muito curta a ponto de não conseguir alcançar essas moléculas 

ou por não ser acessível a elas no fagolisossomo. Em decorrência da imunogenicidade da 

LACK e do papel dessa proteína na exacerbação da infecção por Leishmania, muito trabalhos 

estão sendo realizados visando a utilização dessa proteína no desenvolvimento de vacinas pa-

ra a leishmaniose, alguns com resultados bastante promissores  (DC et al., 2011; DE OLIVEIRA 

GOMES et al., 2012; FELIZARDO et al., 2012; GHAFFARIFAR et al., 2013; HEZARJARIBI et al., 

2013; HUGENTOBLER et al., 2012). 

Outra proteína relacionada com virulência em Leishmania é a PDI (Proteína Dissul-

feto Isomerase). Ela é uma chaperona de retículo endoplasmático rugoso cuja função está re-

lacionada com a formação, redução e isomerização de ligações tipo dissulfeto em proteínas 

(HONG E SOONG, 2008) sendo importante na reorganização conformacional de proteínas que 

perderam suas pontes dissulfeto (YAO et al., 1997). Em infecções por L. major foi demonstra-

do que o uso de inibidores da PDI favorece a regressão da doença (BEN ACHOUR et al., 2002). 

Esse trabalho sugere que esta proteína esteja envolvida na interação com o hospedeiro, além 

de favorecer a sobrevivência do parasito no interior de suas células. Foram identificados os 

genes de PDI de L. major, L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum (STOLF et al., 2011). 

A presença desta enzima foi confirmada em L. amazonensis, que possui pelo menos quatro 

PDIs (HONG E SOONG, 2008). A enzima foi relacionada com funções importantes na interação 

dessa espécie com células do hospedeiro, e inibidores específicos afetam o crescimento do pa-

rasito em cultura (HONG E SOONG, 2008).  

Proteínas ricas em repetições de leucina (LRR) fazem parte da estrutura dos recepto-

res Toll Like e NOD, os quais são extremamente importantes no processo de reconhecimento 

de patógenos por células o sistema imune (SCHUSTER E NELSON, 2000). Essas proteínas tam-

bém têm importante papel nas interações entre parasito-hospedeiro (KEDZIERSKI et al., 2004), 

além de participarem de processos enzimáticos, tráfego celular e indução da apoptose. Em 

Leishmania também foram identificadas proteínas ricas em LRs. Em L. major foram caracte-

rizadas algumas proteínas que contem LRR, como por exemplo a porção protéica do PPG 

(Proteofosfoglicano) e também a PSA2 (parasite antigen surface 2) , as quais fazem parte da 

membrana plasmática do parasito e são reconhecidas por macrófagos pelo receptor de com-

plemento CR3 (KEDZIERSKI et al., 2004).  



 

A LRR17 é uma proteína LRR que está presente no cromossomo 17 de L. amazonen-

sis e é mais expressa em amastigotas, sugerindo que, além de estar relacionada com interações 

celulares, ela também possa exercer funções importantes para a sobrevivência do parasito em 

células de mamíferos (FRANCO, 2008 – tese de doutorado). Estudos com a LRR17 de L. ama-

zonensis, L. major e L. braziliensis mostraram que esta proteína é expressa em formas amasti-

gotas e promastigotas e que sua hiperexpressão em L. amazonensis promoveu aumento na in-

fectividade e síntese de NO em macrófagos in vitro (da SILVA, 2011, tese de doutorado).  

A STI (Proteína induzida pelo stress) de Leishmania possui atividade chaperona e faz 

parte da família das proteínas de choque térmico (HSPs) (WEBB et al., 1997). Essa proteína 

relaciona-se com outras da família como a HSP70 e HSP83 (FRYDMAN E HOHFELD, 1997), as 

quais estão relacionadas com a transformação das formas promastigotas em amastigotas no 

interior do macrófago, tendo em vista do aumento de sua expressão nesse processo (WIESGIGL 

E CLOS, 2001). A STI é uma proteína constitutiva em promastigotas e amastigotas, mas sua 

expressão pode ser regulada por a mudança de temperatura (WEBB et al., 1997). De fato, as-

sim como ocorre para a HSP70, a taxa de síntese protéica da STI aumenta com o choque tér-

mico, embora essa mudança seja sutil e nem sempre afete o montante celular dessa proteína, 

embora possa ter implicações funcionais (WEBB et al., 1997). 

 A expressão das proteínas da família das HSP é induzida em situações em que o pa-

rasito é submetido a condições de stress, como por exemplo na acidificação do vacúolo para-

sitóforo (SCHMIDT et al., 2011). De fato, a acidificação e o aumento da temperatura no interior 

do vacúolo parasitóforo alteram a expressão de inúmeros genes que culminam com a trans-

formação das formas promastigotas em amastigotas (ZILBERSTEIN E SHAPIRA, 1994). 

Diversos estudos sobre a STI tem sido direcionados ao desenvolvimento de vacinas 

(CAMPBELL et al., 2012; FUJIWARA et al., 2005; MATOS et al., 2013). Em um deles a STI de L. 

major foi capaz de gerar mais células T CD4 produtoras de IFN-γ, relacionadas com uma 

maior proteção em animais BALB/c (MATOS et al., 2013). 

No presente trabalho analisamos o perfil da infecção em camundongos com diferen-

tes suscetibilidades a Leishmania amazonensis: BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6. Além 

disso, avaliamos a expressão de algumas das proteínas associadas a virulência de Leishmania 

citadas acima em amastigotas isolados de lesões de BALB/c e BALB/c nude. Com essa ulti-

ma análise buscamos verificar se diferenças na pressão do sistema imune do hospedeiro são 

capazes de modular a expressão de proteínas importantes para a sobrevivência do parasita. 

 

 



 

5  CONCLUSÕES 

 
A partir de todos os dados apresentados podemos concluir que o curso da infecção 

por L. amazonensis ocorre de maneira diferente em BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6, e isso 

está relacionado com o perfil ou intensidade de reposta imune desenvolvido por cada um de-

les. Observamos em BALB/c maior desenvolvimento de lesões e resposta imune com padrão 

misto Th1 e Th2, com maior expressão de iNOS, IFN-γ, TNF-α, IL-4 e IL-1β, no entanto a 

carga parasitária no local da infecção e no linfonodo poplíteo foi inferior à encontrada em 

BALB/c nude, que apresentou baixa porcentagem de células T, e consequentemente pouca 

resposta inflamatória no loca da infecção, as quais, no entanto, mostraram ser ativas na pro-

dução IFN-γ e IL-4. Esses animais apresentaram ainda maior expressão de iNOS em baço e 

linfonodo, possivelmente decorrente de células NK. Em C57BL/6 a infecção foi controlada a 

partir da sexta semana de infecção, de forma que no final da décima terceira o perfil de res-

posta imune não mostrava alterações significativas. 

Com relação a expressão de proteínas relacionadas à virulência/sobrevivência, verifi-

camos que a LACK e a metacaspase foram mais expressas em amastigotas isolados de 

BALB/c nude, o que mostra a modulação exercida pela resposta imune do hospedeiro. Uma 

explicação para esse fato seria a regulação negativa feita por células T na expressão dessas 

proteínas em amastigotas de L. amazonensis. É possível ainda, que a maior expressão da me-

tacaspase possa estar relacionada com a proliferação celular do parasito, já que essa proteína 

mostrou-se ser mais expressa e ter maior atividade em amastigotas de BALB/c nude, o qual 

apresentava o maior numero de parasitos no final das treze semanas. No entanto, dados na li-

teratura com outras espécies mostraram o contrário e isso ressalta a importância de se apro-

fundar a pesquisa dessa proteína em L. amazonensis. Concluímos também que a modulação 

da expressão das duas proteínas não se baseia somente na diferença entre abundância de IFN-

γ e IL-4, já que amastigotas isolados de macrófagos medulares sob o estímulo dessas citocinas 

não apresentaram diferença na expressão da LACK e metacaspase. Isso sugere que outras ci-

tocinas desempenhem papel importante nessa regulação. 

Temos como perspectivas avaliar a expressão dessas proteínas em amastigotas isola-

dos de pacientes que desenvolveram a forma cutânea e a difusa da doença, já que sabemos 

que na segunda os pacientes apresentam anergia de células T, que cria um ambiente bastante 

semelhante ao encontrado em BALB/c nude. 
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