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RESUMO 

 

Ferreira NS. Papel das células B-1 na infecção por Leishmania (L.) amazonensis. 

[dissertação (Mestrado em Parasitologia)]. São Paulo: Instituto de Ciências 

Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2016. 

 

Parasitos do gênero Leishmania causam um espectro de doenças chamadas de 
leishmaniose devido às diversas manifestações clínicas que podem surgir com a 
infecção. As formas da doença podem variar de lesões que se curam 
espontaneamente até para uma forma grave que se não tratada leva à morte. Estas 
diferentes manifestações clínicas estão relacionadas com a espécie do parasito e o 
estado imunológico do hospedeiro. A Leishmania (Leishmania) amazonensis é uma 
das principais espécies encontradas no Brasil capaz de causar a forma cutânea da 
doença, mas em alguns casos pode se manifestar de forma mais grave denominada 
leishmaniose cutânea difusa. Apesar da Leishmania ser capaz de infectar vários 
tipos celulares, o macrófago é considerado a principal célula hospedeira no qual o 
parasito consegue sobreviver e se multiplicar utilizando mecanismos de evasão da 
resposta imune, o que garante a manutenção da doença. Para compreender de 
melhor forma a imunobiologia da Leishmania, o estudo de outras células envolvidas 
no processo de infecção do parasito se torna importante. As células B-1 fazem parte 
de um subconjunto de células B, encontradas principalmente nas cavidades 
peritoneal e pleural, tendo como principais características a grande produção de 
anticorpos polirreativos naturais, interleucina-10 (IL-10) e a capacidade de se 
diferenciar em células fagocíticas. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo 
avaliar o papel das células B-1 na infecção por L. (L.) amazonensis. Nos ensaios in 
vitro, fagócitos derivados de células B-1 (B-1CDPs) e macrófagos foram infectados 
com promastigotas de fase estacionária de L. (L.) amazonensis para a avaliação da 
capacidade de infecção e multiplicação dos parasitos. Genisteína e latrunculina A, 
drogas que interferem no processo de fagocitose, foram utilizadas para verificar o 
modo de entrada dos parasitos nos B-1CDPs. Os resultados mostraram que, assim 
como os macrófagos, os B-1CDPs são infectados pelo mecanismo de fagocitose e 
permitem a multiplicação da Leishmania no seu interior. Além disso, os vacúolos 
parasitóforos formados nos B-1CDPs apresentaram ser maiores do que dos 
macrófagos. Estes resultados mostram que os B-1CDPs podem manter L. (L.) 
amazonensis no seu interior, apresentando características semelhantes às dos 
macrófagos, principalmente em relação ao tamanho dos vacúolos, fator importante 
para a proteção dos parasitos desta espécie. Portanto, os dados com B-1CDPs 
sugerem que estas células podem possuir um papel relevante na infecção por L. (L.) 
amazonensis, podendo ser considerados células hospedeiras importantes durante a 
infecção devido à incapacidade de responder de maneira eficaz para a eliminação 
dos parasitos. 
 
 
Palavras-chave: L. (L.) amazonensis. Células B-1. Macrófagos. Vacúolo 

parasitóforo.  

 
 



ABSTRACT 

 

Ferreira NS. Role of B-1 cells in the infection by Leishmania (L.) amazonensis. 

[Masters thesis (Parasitology)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade de São Paulo; 2016. 

 

The genus Leishmania parasites cause a spectrum of diseases called leishmaniasis 
due to various clinical manifestations that may arise with the infection. The forms of 
the disease can range from lesions that heal spontaneously to a severe form, which 
is usually fatal if left untreated. These several clinical manifestations relate to the 
species of parasite and immune status of the host. The Leishmania (Leishmania) 
amazonensis is one of the main species found in Brazil capable of causing the 
cutaneous form of the disease, nevertheless in some cases may present a more 
severe form called diffuse cutaneous leishmaniasis. Although Leishmania is capable 
of infecting many cell types, the macrophage is considered to be the main host cell in 
which the parasite can survive and multiply using evasion mechanisms from immune 
response, which allow the maintenance of the disease. To better understand the 
immunobiology of Leishmania, the study of other cells involved in parasite infection 
process becomes important. The B-1 cells are part of a subset of B cells found 
predominantly in the peritoneal and pleural cavities, whose main features consist on 
a large production of natural polyreactive antibodies, interleukin-10 (IL-10) and the 
ability to differentiate into phagocytic cells. Thus, this study aimed to evaluate the role 
of B-1 cells in the infection by L. (L.) amazonensis. B-1 cell-derived phagocytes (B-
1CDPs) and macrophages were infected with stationary-phase promastigotes of L. 
(L.) amazonensis in vitro to evaluate the infectivity and multiplication of parasites. 
Genistein and latrunculin A, drugs that interfere with the process of phagocytosis, 
were used to assess the entry mode of the parasites into B-1CDPs. The results 
showed that, like macrophages, B-1CDPs are infected by a mechanism of 
phagocytosis and allow the multiplication of Leishmania within. Furthermore, the 
parasitophorous vacuoles in the B-1CDPs showed to be larger than those formed in 
the macrophages. These results show that B-1CDPs can keep L. (L.) amazonensis 
whitin, with characteristics similar to those observed in macrophages, especially 
when it comes to the size of the vacuoles, an important factor for the protection of the 
parasites of this species. Therefore, the data suggest that the B-1CDPs have an 
important role in infection by L. (L.) amazonensis and can be considered important 
host cells during infection due to inability to respond effectively to the elimination of 
parasites. 

 

Keywords: L. (L.) amazonensis. B-1 cells. Macrophages. Parasitophorous vacuole. 
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1.1 Leishmaniose 

 

Doenças tropicais negligenciadas afetam mais de um bilhão de pessoas em 

149 países de todo o mundo, sendo a leishmaniose uma das 17 doenças envolvidas 

neste grupo (1). 

A leishmaniose é referida como um conjunto de doenças devido às diversas 

manifestações clínicas que apresenta, sendo causadas por parasitos protozoários 

que são transmitidos pela picada de flebotomíneos fêmeas infectados, atingindo os 

mamíferos, incluindo os seres humanos (2). Os fatores de risco envolvidos são as 

baixas condições socioeconômicas, malnutrição, mudanças climáticas e ambientais, 

deslocamento populacional, estado de imunossupressão e também a rápida 

urbanização ou criação de novos assentamentos (1). 

As manifestações clínicas e as formas da doença podem variar de acordo 

com a espécie do parasito e o estado imunológico do hospedeiro (3). As principais 

formas da doença são: leishmaniose cutânea, mucocutânea e visceral. A 

leishmaniose cutânea é a forma mais prevalente, podendo ser auto curável quando 

apresenta lesões ulcerativas no local da picada (Figura 1A), conhecida como 

leishmaniose cutânea localizada, ou se manifestar de modo mais severo como a 

cutânea difusa, que causa o aparecimento de múltiplos nódulos não ulcerativos (2,4) 

(Figura 1B). Já a forma disseminada da leishmaniose cutânea é caracterizada pelas 

múltiplas lesões ulceradas e papulares (Figura 1C) em diversas áreas do corpo, via 

disseminação hematogênica ou linfática (5). A leishmaniose mucocutânea é a forma 

da doença que atinge as mucosas do trato respiratório superior (Figura 1D), 

principalmente a cavidade nasal, podendo também afetar a cavidade oral, 

aparecendo geralmente meses ou anos após a resolução das lesões primárias (5,6). 

Essa forma da doença é uma das complicações mais sérias, podendo destruir 

tecidos e causar desfiguração e até mesmo a morte do paciente, devido às 

infecções secundárias (1,6). A forma visceral, também conhecida como calazar, 

ocorre devido à metástase dos parasitos e macrófagos infectados do local da picada 

aos órgãos viscerais como baço, fígado e medula óssea, resultando em 

hepatoesplenomegalia (Figura 1E) e supressão da medula óssea, que sem 

tratamento leva à morte do paciente (6). A leishmaniose dérmica pós-calazar é uma 

complicação que ocorre em pacientes curados da leishmaniose visceral, podendo 

aparecer até 20 anos após a infecção inicial (4). Esta complicação é caracterizada 
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por lesões nodulares, maculares ou papulares (Figura 1F), com desenvolvimento 

progressivo (6). 

 

 

Figura 1 - Manifestações clínicas das diferentes formas da leishmaniose. (A) 
Leishmaniose cutânea localizada, (B) leishmaniose cutânea difusa, (C) forma 
disseminada, (D) forma mucocutânea, (E) leishmaniose visceral e (F) 
leishmaniose dérmica pós-calazar. Imagens A, B, C e D foram adquiridas do 
Atlas de Leishmaniose Tegumentar Americana, 2006 (7) e as imagens E e F 
foram obtidas do site www.who.int. 
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1.2 O parasito e seu vetor 

 

A leishmaniose é uma doença causada por protozoários pertencentes à 

família Trypanosomatidae, do gênero Leishmania (7). Existem cerca de 21 espécies 

de Leishmania capazes de causar doença nos seres humanos (8). A localização dos 

parasitos no trato digestivo do vetor é o que diferencia os subgêneros Leishmania e 

Viannia. O subgênero Viannia está relacionado aos parasitos que se desenvolvem 

no intestino posterior do vetor, já os do subgênero Leishmania são desenvolvidos 

restritamente no intestino médio (9). 

Os vetores responsáveis pela transmissão de todas as espécies de 

Leishmania pertencem à família Psychodidae, conhecidos como flebotomíneos, 

sendo os do gênero Lutzomyia predominantes nas florestas da América do Sul, e os 

do gênero Phlebotomus amplamente distribuídos nas zonas áridas e semiáridas do 

Velho Mundo (10). Estes insetos são pequenos, variando de 1,5 a 2 mm (9), e em 

algumas regiões do Brasil já estão adaptados às áreas peridomiciliares devido à 

destruição do habitat silvestre natural causada pelo homem (11). 

 
1.3 Epidemiologia 

 

A leishmaniose atinge 98 países, surgindo 1,3 milhões de novos casos 

anualmente, sendo 300.000 da forma visceral da doença, onde 90% ocorrem em 

Bangladesh, Brasil, Etiópia, Índia, Nepal, Sudão do Sul e Sudão (Figura 2); e 1 

milhão de casos da forma cutânea, ocorrendo principalmente no Afeganistão, 

Argélia, Brasil, Colômbia, República Islâmica do Irã, Paquistão, Peru, Arábia 

Saudita, República Árabe da Síria e Tunísia (Figura 3), ou mucocutânea em que 

Brasil, Peru, Arábia Saudita, República Árabe da Síria e Tunísia, são os países com 

maior prevalência (1). No mundo, 350 milhões de pessoas vivem em risco de 

infecção e de contrair a doença (2,6). 
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Figura 2 - Mapa da distribuição da leishmaniose visceral, 2012. Mapa adaptado da 
Organização Mundial da Saúde (WHO, 2015) (1). 

 

 

Figura 3 - Mapa da distribuição da leishmaniose cutânea, 2012. Mapa adaptado da 
Organização Mundial da Saúde (WHO, 2015) (1). 
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A leishmaniose cutânea é a forma menos severa, sendo causada 

principalmente pelas espécies Leishmania (Leishmania) major e L. (L.) tropica no 

Velho Mundo, e L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis, Leishmania Viannia 

guyanensis, L. (V.) panamensis e L. (V.) braziliensis em várias regiões da América 

do Sul e Central (6). No Brasil, as espécies L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e 

L. (L.) amazonensis e, mais raramente a L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi e L. (V.) shawi, 

são responsáveis por causar a doença na forma tegumentar (7,12). 

O desenvolvimento da leishmaniose mucocutânea ocorre em 3 a 5% dos 

pacientes com leishmaniose cutânea localizada, sendo os principais fatores de risco: 

a falta de tratamento ou tratamento inadequado e aquisição de alguma 

imunodeficiência (13). No Novo Mundo, a L. (V.) braziliensis é a principal espécie 

envolvida nesta complicação da doença, porém a L. (V.) panamensis, L. (V.) 

guyanensis e L. (L.) amazonensis também podem estar envolvidas (5). 

A leishmaniose visceral, a forma mais grave da doença, é responsável por 

20.000 a 50.000 mortes anualmente (1), sendo causada pela espécie L. (L.) 

donovani e L. (L.) infantum no Velho Mundo e, no Novo Mundo, a L. (L.) infantum é 

também a espécie causadora, porém conhecida como L. (L.) infantum chagasi 

(6,12,14). 

 

1.4 Imunobiologia da Leishmania 

 

Leishmania spp. são parasitos intracelulares obrigatórios que infectam células 

fagocíticas do hospedeiro vertebrado (15). Estes parasitos são dimórficos pois 

durante seu ciclo de vida são encontrados em duas formas: as promastigotas 

extracelulares, que se multiplicam e se desenvolvem no trato digestivo do inseto 

vetor, tendo um comprimento de 10 a 20 µm (16,17); e as amastigotas intracelulares, 

formas arredondadas e imóveis que possuem um tamanho de 3 a 5 µm, que residem 

e se multiplicam dentro de vacúolos fagolisossomais dos macrófagos do hospedeiro 

(9,10,18). 
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1.4.1 Ciclo biológico 

 

Quando um flebotomíneo fêmea pica um hospedeiro vertebrado infectado, 

causa lacerações na pele que resultam em acúmulo de sangue contendo 

amastigotas livres e macrófagos infectados, liberados do tecido devido à lesão 

(19,20). Este sangue é ingerido pelo vetor iniciando o desenvolvimento do parasito 

no mesmo, onde devido à baixa temperatura e pH aumentado, dentro de 12 a 18 

horas as amastigotas se transformam em promastigotas pró-cíclicos, que possuem 

um flagelo curto e capacidade replicativa (10,20). Estes parasitos começam a se 

diferenciar após 48 a 72 horas em promastigotas nectomonas, que escapam da 

matriz peritrófica (revestimento composto por quitina e proteínas secretadas pelo 

epitélio do intestino para envolver o sangue digerido) se alojando no intestino 

anterior (9,20). As promastigotas nectomonas se desenvolvem em leptomonas, 

parasitos mais curtos, que também podem se proliferar (9). Após esta fase, os 

parasitos se transformam na forma infectiva, os metacíclicos, que possuem um 

flagelo no mínimo duas vezes maior que o corpo celular, sendo encontrados na 

válvula estomodeal, mas também no esôfago, faringe e probóscide devido à sua 

capacidade migratória (10). 

Durante o repasto sanguíneo realizado pelo inseto vetor, são liberados em 

torno de 1000 parasitos enriquecidos em promastigotas metacíclicos na pele do 

indivíduo, que rapidamente são capturados por células fagocíticas (18), 

principalmente os macrófagos, e abrigados em vacúolos fagolisossomais onde se 

diferenciam em amastigota, a forma que não possui flagelo exteriorizado (21). Esta 

diferenciação ocorre principalmente devido à exposição ao pH ácido do 

fagolisossomo, que varia entre 4,5 a 6,0, e à temperatura do hospedeiro que varia 

de 33 a 37 °C (22). As amastigotas se multiplicam por divisão binária podendo ser 

liberadas para o espaço extracelular infectando outros macrófagos, bem como 

outros fagócitos, como as células dendríticas, e até mesmo fagócitos não 

profissionais, como por exemplo os fibroblastos (18,23). No caso de infecção por L. 

(L.) amazonensis, um estudo mostrou que as amastigotas são transferidas do 

macrófago com sinais de apoptose para outro macrófago, não ocorrendo a liberação 

dos parasitos para o espaço extracelular (24). Um esquema do ciclo biológico da 

Leishmania está representado na figura 4. 
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Figura 4 - Ciclo biológico da Leishmania. O estágio no flebotomíneo fêmea inicia-se 
com o respasto sanguíneo no hospedeiro mamífero em que macrófagos 
infectados com formas amastigotas do parasito são ingeridos. No intestino do 
inseto, as amastigotas se transformam em promastigotas, que posteriormente 
se transformam na forma metacíclica. No momento em que estes 
flebotomíneos infectados realizam repasto sanguíneo, os metacíclicos são 
transmitidos na pele do indivíduo, infectando principalmente os macrófagos. 
As promastigotas se transformam em amastigotas que se multiplicam no 
interior dos macrófagos, e com a ruptura destas células as amastigotas 
podem infectar outras células. A leishmaniose pode ser antroponótica ou 
zoonótica a partir dos hospedeiros reservatórios como cães e roedores. 
Figura obtida da revisão de Lipoldová e Demant, 2006 (3). 

 

1.4.2 Células envolvidas na resposta à infecção por Leishmania spp.  

 

A picada do flebotomíneo gera lesão na pele e na microvasculatura, 

resultando em intensa resposta inflamatória local com eventual recrutamento de 

neutrófilos e monócitos (18). Leishmania spp. são capazes de infectar múltiplos tipos 

celulares, tanto células hematopoiéticas quanto não hematopoiéticas (21). 

As primeiras células que interagem com os parasitos quando injetados na 

pele são as células residentes, como os macrófagos, queratinócitos, e células de 

Langerhans. Os queratinócitos além de fornecerem uma barreira de proteção entre o 

indivíduo e o ambiente, secretam moléculas que auxiliam na modulação da resposta 

imune, tais como interleucina (IL) -12, IL-1β, IL-4 e IL-6 (18). 
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As células de Langerhans são muito eficientes na captação de patógenos na 

pele, que em seguida se ativam, diferenciam e migram para linfonodos drenantes 

cutâneos (25). Estas células engolfam múltiplos parasitos logo após serem 

inoculados, mantendo-os em vacúolos citosólicos, auxiliando na resposta imune 

protetora inicial (18). 

Os neutrófilos são as células responsáveis pela primeira linha de defesa 

contra agentes infecciosos, sendo capazes de controlar a carga parasitária e o 

desenvolvimento da lesão nos estágios iniciais da infecção (26). A rápida resposta 

dos neutrófilos ao dano local e ao agente infeccioso sugere um importante papel de 

célula alarmante (21). Após a infecção por Leishmania, o tempo de vida dos 

neutrófilos pode ser aumentado proporcionando um abrigo seguro, porém 

temporário, para os parasitos no primeiro dia de infecção, que em seguida a 

população dominante no infiltrado celular corresponde aos macrófagos (27). 

O estabelecimento de um abrigo no interior dos macrófagos sem desencadear 

uma resposta antimicrobiana é um dos maiores desafios das promastigotas 

metacíclicas após a entrada no hospedeiro. Desta forma, os neutrófilos podem agir 

como “Cavalos de Tróia” ajudando a Leishmania a infectar macrófagos, pois ao 

induzir apoptose dos neutrófilos, os mesmos são fagocitados pelos macrófagos 

desencadeando vias que falham na ativação de uma resposta de defesa, permitindo 

que os parasitos se mantenham seguros no fagossomo (21). 

Promastigotas e amastigotas de L (L.) amazonensis são capazes de induzir a 

formação de armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs, do inglês neutrophil 

extracellular traps), que são redes compostas por ácido desoxirribonucleico (DNA, 

do inglês deoxyribonucleic acid), elastase e histonas com atividade leishmanicida 

(28). 

Durante a leishmaniose latente é muito frequente o encontro de fibroblastos 

infectados com Leishmania, sugerindo que esta célula oferece um ambiente menos 

hostil para o parasito quando comparado ao macrófago, permitindo a persistência 

dos parasitos e proteção contra a ação de drogas leishmanicidas (29). 

Os macrófagos residentes da derme são infectados rapidamente, se tornando 

a população infectada dominante depois de 24 horas. Na infecção com L. (L.) major 

foi verificado que muitos monócitos são recrutados para o local de infecção, se 

diferenciando em células dendríticas derivadas de monócitos (21), que em seguida 
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migram para o linfonodo drenante para ativar e induzir a diferenciação das células T 

CD4+ (18,30). 

Em resposta à infecção, as células dendríticas produzem citocinas e 

quimiocinas que determinam a resposta imune (25). O papel destas células não está 

restrito apenas ao processamento e apresentação de peptídeos dos parasitos às 

células T CD4+, mas também na liberação de citocinas como a IL-12 e interferon 

(IFN) tipo 1, que induz a diferenciação das células T virgens em linfócitos T 

auxiliares do tipo 1 efetores (Th1, do inglês T helper 1) (18). No hospedeiro, a 

resistência ou susceptibilidade à infecção por L. (L.) major está relacionada à 

ativação da classe das células T auxiliares, em que a resposta do tipo Th1 confere 

resistência pela produção de IFN-γ, e a do tipo Th2 contribui para a progressão da 

doença com a produção de IL-4 (3). 

Além das células apresentadoras de antígeno, principalmente as células 

dendríticas, as células exterminadoras naturais (NK, do inglês Natural Killer cell) 

também induzem a diferenciação das células T CD4+, por serem fonte de IFN-γ 

(18,31). Por outro lado, as células mielóides infectadas, tais como os macrófagos, 

são resistentes à atividade citotóxica das células NK, evitando a lise celular (31). 

O desenvolvimento de uma resposta multifuncional de células T é muito 

importante para a proteção contra infecções parasitárias, sendo capaz de eliminar 

células infectadas ou induzir a ativação dos fagócitos para destruir os parasitos 

intracelulares. Porém, a persistência do parasito prejudica a capacidade efetora das 

células T, resultando em perda gradativa da função, conhecida como exaustão das 

células T (32). 

As células T CD8+ mostraram ser importantes para o controle da leishmaniose 

visceral e nas infecções cutâneas de camundongos com baixa dose de parasitos 

(21). Por outro lado, a desregulação funcional das células T CD8+ promove um 

aumento na patologia e das lesões metastáticas de camundongos infectados com L. 

(V.) braziliensis, sendo causadas pela excessiva atividade citolítica dependente de 

perforina (33). 

As células B estão envolvidas com a susceptibilidade de camundongos 

BALB/c infectados com L. (L.) major, sendo fundamental para o desenvolvimento de 

uma resposta celular do tipo Th2 (34). Da mesma forma, na infecção por L. (L.) 

amazonensis, as células B e os anticorpos produzidos também aumentam a 
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severidade da doença, induzindo a ativação e migração das células T CD4+ para o 

local de infecção (35). 

Como citado anteriormente, o macrófago é uma célula hospedeira muito 

importante para o estabelecimento da infecção e persistência da Leishmania (17), 

uma vez que possui um ambiente favorável para a multiplicação do parasito 

intracelular. Estes parasitos podem atingir tecidos distantes via circulação sanguínea 

e causar danos funcionais em vários órgãos, pelo fato de os macrófagos estarem 

presentes em todos os tecidos do corpo (3). 

 

1.4.3 Interação Leishmania-célula hospedeira  

 

Para desencadear a fagocitose, após a infecção do hospedeiro as 

promastigotas se ligam aos receptores de superfície dos macrófagos, sendo o 

receptor 3 do complemento (CR3), o CR1, receptor de manose, receptores Fc gama 

(FcγR, do inglês Fc gamma receptor) e receptores de fibronectina, responsáveis por 

facilitar a internalização da Leishmania (36). Dependendo de quais receptores 

estiverem envolvidos na interação com o parasito, o rumo da infecção pode ser 

diferente (17). 

O sistema complemento possui um importante papel na resposta imune inata 

pelo fato de estar presente nos fluidos teciduais e no sangue, o que facilita o 

encontro imediato do parasito logo após sua infecção. As principais moléculas da 

superfície da Leishmania, glicoproteína 63 (gp63) e lipofosfoglicano (LPG), agem 

como aceptoras de C3 (37). Porém, a fagocitose via CR3 e CR1 inibe a inflamação e 

a produção de espécies reativas de oxigênio, criando condições favoráveis para o 

parasito. Por outro lado, em conjunto com receptores de fibronectina as condições 

inflamatórias podem resultar na eliminação do parasito. Já a sinalização via 

receptores de manose aumenta a eficiência das enzimas hidrolíticas no 

fagolisossomo, enquanto a via FcγR melhora a ativação de NADPH oxidase (do 

inglês nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase) nos fagossomos 

recém-formados (17).  

Após o processo de fagocitose, os parasitos ficam localizados em 

compartimentos chamados fagossomos, organelas imaturas que não possuem 

capacidade de degradar os patógenos, que com a maturação, a função microbicida 



31 
 

é adquirida. Devido à elevada temperatura e pH diminuído que a Leishmania 

encontra no interior da célula hospedeira, é desencadeado a diferenciação em 

amastigotas que expressam fatores de virulência fundamentais para a sobrevivência 

nos fagolisossomos (38). 

As amastigotas utilizam diferentes estratégias para infectar os macrófagos. As 

de L. (L.) major, por exemplo, foram encontradas cobertas com imunoglobulina G 

subclasse 1 (IgG1) após serem isoladas das patas de camundongo BALB/c, 

indicando que a entrada dos parasitos ocorreu via FcγR (36). 

Para o estabelecimento da infecção no interior dos macrófagos e 

multiplicação do parasito é necessária a obtenção de nutrientes que pode ser 

adquirida pela fusão do vacúolo parasitóforo com endossomos e vesículas do 

retículo endoplasmático (17). 

 

1.4.4 Mecanismos de evasão e resistência à resposta imune 

 

As promastigotas metacíclicas são mais resistentes à lise pelo complemento 

por possuirem uma modificação no LPG que bloqueia a ligação do complexo de 

ataque à membrana (MAC, do inglês membrane attack complex). A gp63 atua como 

protease e por estar presente em grande quantidade na forma metacíclica, ela 

acelera a conversão de C3b para a forma inativa (C3bi), dificultando a formação do 

MAC (37). 

A Leishmania, assim como outros patógenos intracelulares, possui 

mecanismos que evitam sua degradação no ambiente hostil do vacúolo parasitóforo 

(38). O parasito tem a capacidade de clivar componentes envolvidos na fusão de 

membranas, inibindo a apresentação de antígeno, sendo a gp63 a molécula 

responsável por este evento que ocorre apenas no estágio inicial da infecção (39). A 

fusão do fagossomo com organelas ricas em hidrolases é inibida pelas 

promastigotas, sendo este mecanismo dependente do LPG que impede a formação 

ou rompe os microdomínios lipídicos na membrana do fagossomo. Entretanto,  

proteínas de membrana associadas ao lisossomo (LAMP-1, do inglês Lysosomal-

associated membrane protein 1) são recrutadas ao vacúolo parasitóforo, porém, 

numa cinética atrasada (17). 
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Muitas espécies de Leishmania são capazes de induzir a produção e 

secreção do fator de transformação do crescimento beta (TGF-β, do inglês 

transforming growth factor-β) pelos macrófagos, que conduz à regulação da 

inflamação favorecendo a susceptibilidade (18). 

Para evitar o reconhecimento, amastigotas de L. (L.) amazonensis se 

aproveitam do momento em que a célula hospedeira entra em apoptose para 

infectar macrófagos vizinhos, já que estes fagocitam as células no estado de 

apoptose, evitando assim, a exposição dos parasitos ao sistema de reconhecimento 

extracelular (24). 

Como outra estratégia para sobreviver no ambiente inóspito do vacúolo 

parasitóforo dos macrófagos, as amastigotas de L. (L.) amazonensis são capazes de 

induzir a expressão da glicoproteína CD200 no macrófago infectado. Este 

mecanismo permite o bloqueio da ativação do macrófago, resultando na diminuição 

da ação microbicida e aumento da sobrevivência e virulência (40). Ainda não foi 

investigado se a indução de CD200 por Leishmania acontece em outros fagócitos 

envolvidos na patogenia da infecção. 

As leishmânias do complexo Mexicana, que inclui a L. (L.) amazonensis, são 

capazes de induzir a formação de grandes vacúolos parasitóforos devido à fusão 

dos fagossomos com lisossomos e outras estruturas vesiculares, o que resulta na 

diluição das moléculas microbicidas favorecendo sua proteção (21,41,42). Em 

contrapartida, L. (L.) major e L. (L.) donovani são encontradas em vacúolos 

pequenos e individuais que possuem baixa capacidade de se fusionar com outros 

compartimentos (43,44). 

Um estudo realizado por Wilson e colaboradores (45) mostrou que mutações 

no gene regulador do tráfego lisossomal (LYST, do inglês lysosomal trafficking 

regulator) causam expansão dos vacúolos parasitóforos melhorando a multiplicação 

da L. (L.) amazonensis in vitro. Também foi demonstrado que a grande expressão 

de LYST, em células infectadas e complementadas com o gene funcional, gerou 

vacúolos pequenos que não foram capazes de sustentar a multiplicação dos 

parasitos. 

Como mostrado anteriormente, Leishmania spp. são capazes de sobreviver 

muito bem no interior de fagócitos, e pelo fato da L. (L.) amazonensis induzir a 

formação de grandes vacúolos é pensado se outras células poderiam participar no 

favorecimento deste abrigo para o parasito. Em relação a isso, um estudo 
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demonstrou que células B-1 infectadas com a bactéria Coxiella burnetii formam 

vacúolos maiores do que os macrófagos infectados, e que a carga bacteriana 

também se encontrava maior (46). Assim, a célula B-1 pode ter um papel na 

manutenção da doença por favorecer a sobrevivência do parasito. 

 

1.5 A célula B-1 

 

As células B-1 fazem parte de um subtipo de célula B que difere das células B 

convencionais por suas características fenotípicas, de desenvolvimento e 

localização anatômica (47). 

A primeira evidência da existência destas células apareceu durante a 

examinação de tecidos linfóides por imunofluorescência, onde foram encontradas 

células positivas para Ly-1 (CD5) nos centros germinativos e folículos primários de 

linfonodos e baço de camundongos. Pelo fato dos linfócitos B estarem concentrados 

nestas áreas, surgiu a ideia de que eles poderiam expressar CD5, uma das 

principais moléculas de superfície dos linfócitos T (48). 

Em seguida, a expressão de CD5 foi observada em linfomas de células B de 

camundongos e em pacientes com leucemia linfocítica crônica de células B (49). Por 

citometria, foi confirmado a presença de IgM e CD5 em células esplênicas murinas 

(50), evidenciando a presença deste marcador em células normais também. 

Portando, esta população ficou definida como “subpopulação B Ly-1”, pois além de 

possuirem marcadores clássicos de célula B (IgM e IgD), expressavam CD5, o que 

as diferenciavam das células B convencionais (51).  

Além das diferenças físicas, as células B Ly-1 possuem diferenças funcionais 

quando comparadas às clássicas células B, principalmente pelo fato de produzirem 

espontaneamente grandes quantidades de anticorpos IgM polirreativos (52). Em 

comparação com as células B clássicas, as células B Ly-1 expressam mais IgM e 

menos IgD, sendo encontradas principalmente nas cavidades peritoneal e pleural, 

com baixa frequência no baço, e raramente presentes nos linfonodos e medula 

óssea. Os progenitores das células B convencionais e células B Ly-1 também são 

diferentes. As células da medula óssua adulta são capazes de reconstituir a 

população de células B clássicas, mas não a de células B Ly-1; o fígado, baço e 

medula óssea de camundongo jovem conseguem reconstituir ambas populações, e 

a cavidade peritoneal de camundongos adultos reconstituem apenas as células B 
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Ly-1 (53). Porém, com a depleção das células B Ly-1 por irradiação ou tratamento 

químico, foi visto que a medula óssea destes animais adultos possui precursores 

que induzem a reintrodução de novas células B Ly-1 à periferia (54). 

A partir de 1991, as células B Ly-1 passaram a ser chamadas de células B-1, 

sendo divididas em duas populações: as células B-1a, que expressam CD5, e 

células B-1b, que não expressam. As células B convencionais, foram denominadas 

células B-2 (55) por se desenvolverem mais tarde na ontogenia do que as células B-

1 (56,57). Um grupo de células presentes na cavidade peritoneal apresentando os 

mesmos marcadores das células B-1a, exceto a molécula CD11b, foi denominado 

de células B-1c (58). Em contrapartida, um estudo mostrou que as células B-1 

CD11b- (B-1c) não devem ser consideradas um novo subtipo, e sim, células que 

estão em um estágio de diferenciação (59). 

Abaixo, na tabela 1, estão listados os principais marcadores de superfície 

encontrados nas células B-1a, B-1b e B-2. 

 

Tabela 1 – Principais marcadores de superfície das células B-1a, B-1b e B-2. 

Tipo celular Marcadores de superfície 

B-1a IgMhi, IgDlow, CD5+, CD11b+/-, CD19+, CD23-, CD45low 

B-1b  IgMhi, IgDlow, CD5-, CD11b+/-, CD19+, CD23-, CD45low  

B-2 IgMlow, IgDhi, CD5-, CD11b-, CD19+, CD23+, CD45hi 

Fonte: Kantor, 1991 (56); Baumgarth, 2011 (57). 

 

1.5.1 Funções e características das células B-1 

 

Em camundongos, as células B-1 são encontradas predominantemente nas 

cavidades peritoneal e pleural onde representam de 35 a 70% da população de 

células B (53). Estas células são a principal fonte de IL-10, que além de agir como 

uma molécula imunorreguladora, acredita-se ser também um fator de crescimento 

autócrino que estimula a autorreplicação e melhora a viabilidade das células B-1 

(60). 
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A principal fonte de anticorpos naturais é a célula B-1. Os anticorpos IgM 

naturais são produzidos principalmente pelas células B-1a (61) sem a necessidade 

de exposição ao antígeno estranho, compondo desta forma um repertório de 

anticorpos que auxiliam na manutenção da homeostase tecidual e na proteção inicial 

contra patógenos invasores (47). Estes anticorpos IgM são polirreativos tanto para 

antígenos estranhos quanto para antígenos próprios. Já as células B convencionais 

produzem IgM somente após estímulo por antígeno (62). 

As células B-1 também contribuem para a defesa imune da mucosa intestinal 

e do trato respiratório por produzirem anticorpos IgA poliespecíficos (57). Esta 

produção de IgA é dependente da exposição à estímulos exógenos, mas não 

necessita da ajuda das células T. Por outro lado, a produção de autoanticorpos pode 

contribuir para doenças autoimunes devido à apresentação de antígenos próprios 

para células T autorreativas (63). 

Em humanos foram encontrados números elevados de células B-1 nos 

pacientes com artrite reumatóide (64). Também foi mostrado que as células B-1 

migram da cavidade peritoneal para órgãos alvo como pulmão, rim e timo de 

camundongos que desenvolvem lúpus (65). 

A identificação de células expressando características de linfócito B e de 

macrófago ocorreu quando células B do baço foram cultivadas com fibroblastos ou 

com meio condicionado de fibroblastos, induzindo a diferenciação em células B tipo 

macrófago. Estas células bifenotípicas expressam marcadores de célula B, CD45, 

IgM e IgD, e de macrófagos como o F4/80 e Mac-1 (66), sendo o fator estimulador 

de colônias de macrófagos (M-CSF, do inglês macrophage colony-stimulating factor) 

importante para a diferenciação destas células (67). Além disso, a expressão do 

complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do inglês major histocompatibility 

complex) II, B7.2 e CD40, indicou que as células B/macrófagos são capazes de 

apresentar antígenos e ativar células T (66). A diferenciação destas células em 

fagócitos derivados de células B-1 (B-1CDPs, do inglês B-1 cell-derived phagocytes) 

é acompanhada por um aumento da expressão de F4/80 e diminuição da expressão 

de IgM. Porém, o gene da cadeia pesada variável, VH11 ou VH12, de 

imunoglobulina, continua sendo expresso pelos B-1CDPs após sua diferenciação, 

facilitando a distinção destas células dos macrófagos derivados de monócitos (68). 

A diferenciação em cultura das células B-1 em fagócitos mostrou que estas 

células apresentam morfologia característica, se diferenciando em células bipolares 
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com alta capacidade de fagocitose via receptores Fc e de manose (69). A 

diferenciação em fagócito foi mostrada ocorrer in vivo por Popi e colaboradores (70) 

após estímulo com lipopolissacarídeo (LPS). Estes dados sugerem que os 

receptores do tipo Toll (TLRs, do inglês toll-like receptors) estariam participando das 

vias de sinalização na célula B-1, especificamente TLR4 (agonista de LPS). Um 

trabalho que aborda em maior detalhe a participação de TLRs na sinalização das 

células B-1 foi desenvolvido por Tumurkhuu e colaboradores (71). Neste estudo, 

vários agonistas de TLRs foram capazes de ativar células WEHI 231 (células de 

linhagem de linfócito B imaturo) para produzir óxido nítrico sintase induzível (iNOS, 

enzima essencial para a produção de óxido nítrico), sendo a sinalização via LPS a 

mais potente. Quando células B-1, derivadas do peritônio de camundongos BALB/c 

(principalmente a população B-1a), foram testadas unicamente com o agonista LPS, 

o efeito obtido foi semelhante quando comparado às células da linhagem WEHI 231 

(71). Isto indica que a ativação de TLR4 (que pode ser via dependente do adaptador 

MyD88 ou independente quando utiliza a molécula adaptadora TRIF) é uma das vias 

importantes para a indução de iNOS (72,73). O papel dos adaptadores de TLRs em 

B-1CDPs na infecção por Leishmania ainda não foi estudado. 

Além da capacidade de proliferação e diferenciação em um fagócito, foi 

mostrado que as células B-1 são capazes de migrar da cavidade peritoneal para um 

local inflamatório não específico (69). A migração das células B-1 da cavidade 

peritoneal está relacionada aos sinais diretamente fornecidos pelos TLRs que induz 

a diminuição da expressão de integrinas e CD9, que em resposta à quimiocinas as 

células B-1 se deslocam do compartimento (74). 

 

1.5.2 Envolvimento das células B-1 em infecções por diferentes patógenos 

 

Em infecções com o vírus influenza, anticorpos IgM produzidos pelas células 

B-1 participam na defesa inicial, enquanto os produzidos pelas células B-2, 

estimulados pelo vírus, fornecem uma proteção adicional que em conjunto com os 

anticorpos IgM naturais induzem uma resposta eficiente dos anticorpos IgG contra o 

vírus (75). 

Na infecção por Staphylococcus aureus e Escherichia coli, as células B-1 

apresentaram capacidade fagocítica ativa eliminando os patógenos dentro do 
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fagolisossomo. Além disso, neste estudo também foi mostrado que as células B-1 

apresentam antígenos às células T (76). 

As células B-1 demonstraram ter um importante papel na proteção durante a 

infecção por Toxoplasma gondii.  Neste trabalho, células B-1 previamente expostas 

ao T. gondii foram purificadas e transferidas para camundongos deficientes de 

células B infectados com o parasito, o que conferiu resistência (77). Em relação ao 

Plasmodium chabaudi chabaudi, as células B-1 também contribuem para a proteção 

e sobrevivência dos camundongos com malária (78). 

Camundongos BALB/c com imunodeficiência ligada ao cromossomo X (XID), 

que resulta na falta de células B e células B-1, infectados com Schistosoma mansoni 

exibem maior grau de mortalidade quando comparados aos camundongos BALB/c, 

indicando que a presença das células B-1 auxilia no controle da infecção (79). Da 

mesma maneira, a resistência à infecção por Brugia malayi e Brugia pahangi 

(parasitos nematóides que causam filariose) é dada pelas células B-1 que exercem 

um importante papel podendo estar relacionado ao direcionamento para uma 

resposta Th2, essencial para a defesa do hospedeiro contra este tipo de parasitismo. 

Portanto, a produção de anticorpos pelas células B-1 parece ser fundamental para a 

resistência contra este patógeno (80). 

Um estudo de Popi e colaboradores (46) mostrou que os B-1CDPs são mais 

permissivos à infecção por Coxiella burnetti quando comparados aos macrófagos, 

sugerindo que a IL-10 secretada está envolvida na susceptibilidade à infecção pelo 

fato dos B-1CDPs de camundongos deficientes para IL-10 serem capazes de 

controlar a infecção. As células B-1 também demonstraram facilitar a infecção por 

Paracoccidioides brasiliensis além de prejudicar a fagocitose dos fungos pelos 

macrófagos in vitro, principalmente devido à sua produção de IL-10 (81). 

Minoprio e colaboradores (82) mostraram que camundongos BALB/XID são 

resistentes à infecção por Trypanosoma cruzi, tendo o IFN-γ um papel central no 

controle da parasitemia e, consequentemente, o desenvolvimento da doença. 

 

1.5.3 Célula B-1 e Leishmania 

 

Hoerauf e colaboradores (83) demonstraram que camundongos BALB/XID 

são resistentes à infecção por L. (L.) major e que esta resistência é conferida pelo 

desenvolvimento de células Th1 juntamente com a grande produção de IFN-γ, sendo 
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que a presença das células B-1 pode contribuir para a indução da resposta Th2, 

devido à grande produção de IL-10. Por outro lado, Babai e colaboradores (84) 

sugerem que as células B-1 não contribuem para a susceptibilidade do camundongo 

BALB/c à infecção por L. (L.) major, pois ao infectar camundongos irradiados, 

depletados de células B-1, o desenvolvimento da doença foi similar ou até mesmo 

mais severo quando comparado aos controles. 

Arcanjo e colaboradores (85), em seus experimentos in vitro, demonstraram 

que os fagócitos derivados de células B-1 são mais susceptíveis à infecção por L. 

(L.) major do que os macrófagos peritoneais. Também mostrou a importância da IL-

10 na infecção ao utilizar B-1CDPs de camundongos deficientes para esta citocina, 

que mostraram ser mais capazes em controlar a infecção. Estes dados são similares 

aos obtidos por Popi e colaboradores (46) em seus experimentos nos quais utilizou a 

bactéria Coxiella burnetii. 

Um trabalho recente de Gonzaga e colaboradores (86) obteve como 

resultados que as células B-1 são importantes para a susceptibilidade à infecção por 

L. (L.) chagasi. Ao utilizar camundongos BALB/XID viram que estes eram mais 

resistentes do que o grupo controle, e que ao transferir células B-1 ao camundongo 

deficiente a susceptibilidade foi recuperada. Além disso, os níveis de IL-10 no soro 

dos camundongos BALB/XID infectados se encontraram baixos comparados ao 

controle. 

O papel das células B-1 durante infecções por patógenos, sejam protozoários, 

bactérias, fungos e até mesmo helmintos, ainda parece ser controvérsio pelo fato 

destas células apresentarem diferentes funções em cada tipo de infecção. Em 

relação aos parasitos do gênero Leishmania, também é necessário mais estudos 

para desvendar seu verdadeiro papel. 
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2.1 Objetivo geral 

 

O objetivo deste trabalho foi investigar as características biológicas da 

interação das células B-1 com formas promastigotas de Leishmania (L.) 

amazonensis. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

1- Comparar a capacidade fagocítica das células B-1 e macrófagos infectados 

com formas promastigotas de L. (L.) amazonensis in vitro. 

2- Avaliar a multiplicação intracelular da L. (L.) amazonensis em células B-1 e 

macrófagos. 

3- Determinar as diferenças e/ou semelhanças na formação do vacúolo 

parasitóforo em células B-1 e macrófagos infectados com L. (L.) amazonensis. 

4- Comparar a resposta imune das células B-1 e macrófagos infectados com 

promastigotas de L. (L.) amazonensis. 
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3.1 Cultura de Leishmania  

 

Culturas de L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) foram mantidas como 

promastigotas a 25 oC em 5 mL de meio Grace (Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado (Gibco – Life 

Technologies), em garrafas de cultura de 25 cm2. Repiques semanais foram feitos 

para a manutenção das culturas, adicionando aproximadamente 500.000 parasitos 

em 5 mL do meio citado acima, respeitando o número de no máximo oito passagens 

para o seu uso. A curva de crescimento foi realizada a partir da contagem dos 

parasitos em câmara de Neubauer durante todos os sete dias. 

 

3.2 Animais 

 

Foram utilizados camundongos fêmeas da linhagem C57BL/6 com 8 a 12 

semanas de idade. Para alguns experimentos, camundongos C57BL/6 deficientes 

para a proteína de diferenciação mielóide 88 (MyD88) e para a proteína adaptadora 

que contém o domínio TIR indutor de interferon (TRIF), e a linhagem BALB/c, foram 

utilizados. Os animais foram mantidos sem restrição hídrica ou dietética, em ciclos 

de claro/escuro sob temperatura de 22 a 25 °C, no Biotério de Criação e 

Experimentação do Departamento de Parasitologia. 

 

3.3 Cultivo de células L929 e obtenção do sobrenadante 

 

A linhagem de fibroblastos L929, originados de camundongo, são células 

secretoras de M-CSF, fator importante para a diferenciação dos macrófagos 

derivados de medula óssea e de células B-1 em B-1CDP. As células L929 são 

mantidas criopreservadas em nosso laboratório, e para a obtenção do sobrenadante 

da cultura contendo o fator estimulador, estas células foram descongeladas em 10 

mL de RPMI mais 10% de SFB (R10) e centrifugadas a 524 x g por 10 minutos a 4 

°C. As células foram ressuspendidas em 15 mL de meio R10 e cultivadas em garrafa 

de 75 cm2, a 37 °C com 5% de CO2, por 7 dias ou até atingir confluência máxima. 

Após este período, a cultura foi lavada duas vezes com tampão fosfato salino (PBS) 

e 3 mL de tripsina 0,05% foi adicionado, deixando agir por 5 minutos a 37 °C para 
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desaderir as células. A reação foi bloqueada adicionando 7 mL de meio R10, e a 

suspensão celular foi dividida em 20 garrafas de cultura de 175 cm2 contendo 40 mL 

de meio R10 em cada uma. As culturas foram mantidas a 37 °C com 5% de CO2 por 

14 dias. Após este período, o sobrenadante foi coletado, centrifugado a 524 x g por 

10 minutos, filtrado em filtro de 0,2 µm, aliquotado e conservado a -20 °C até o 

momento do uso. 

 

3.4 Obtenção de macrófagos peritoneais e células B-1 

 

Para os experimentos realizados com macrófagos peritoneais (PMO), 

camundongos foram sacrificados em câmara de CO2, e as células da cavidade 

peritoneal foram obtidas por lavagens, utilizando pipeta Pasteur, com 10 mL 

(quantidade por camundongo) de meio RPMI-1640 (criado pelo Roswell Park 

Memorial Institute) suplementado com HEPES (1 M), bicarbonato de sódio (0,4 g/L), 

piruvato de sódio (100 mM), penicilina/estreptomicina (1%), com pH 7,2. As células 

peritoneais foram centrifugadas por 10 minutos à uma força centrífuga relativa (RCF, 

do inglês relative centrifugal force) de 754 x g, sendo posteriormente ressuspendidas 

em meio RPMI. A contagem dos macrófagos (células maiores) foi realizada, e a 

suspensão celular foi incubada por 1 hora em placa de 24 poços, com lamínula de 

vidro, à temperatura de 37 °C em estufa com 5% de CO2.  

Após incubação, as células não aderentes foram retiradas por lavagens com 

meio RPMI, e meio R10 fresco foi adicionado, incubando a cultura por mais 5 dias 

sem troca do meio. Após este intervalo de tempo duas populações celulares foram 

obtidas: células aderidas na lamínula, constituídas por macrófagos, e células 

presentes no sobrenadante da cultura, sendo as células B-1 o principal tipo celular 

presente nesta população. 

Para os experimentos em que os macrófagos peritoneais não foram 

utilizados, após o lavado peritoneal com meio RPMI, a suspensão celular foi 

colocada diretamente em garrafas de cultura cujo tamanho foi escolhido de acordo 

com o número de animais utilizados (garrafa de 25 cm2 para 1 camundongo, de 75 

cm2 para 3 camundongos e de 175 cm2 para 5 camundongos). As garrafas foram 

colocadas diretamente nas estufas, em posição horizontal, a 37 °C por 40 minutos a 

1 hora, e após este tempo o sobrenadante foi descartado e meio R10 foi adicionado 
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mantendo a cultura por mais 5 dias em incubação. Um esquema resumindo a 

obtenção das células B-1 e PMO se encontra na figura 5. 

Para a diferenciação em fagócitos derivados de células B-1 (B-1CDP), este 

sobrenadante de 5º dia foi recuperado seguido por lavagens com meio RPMI e 

centrifugado a 931 x g. As células foram contadas e incubadas com meio R10 mais 

50% de sobrenadante de cultura de células da linhagem L929 a 37 °C com 5% de 

CO2, por no mínimo 24 horas para a diferenciação. Placas de 24 poços com 

lamínula de vidro foram utilizadas para ensaios de imunofluorescência e as placas 

de 6 poços para a obtenção de ácido ribonucleico (RNA, do inglês ribonucleic acid). 

A estimativa de B-1CDPs aderidos foi realizada a partir da contagem do número de 

células presentes no sobrenadante, de todos os poços ou de no mínimo 3, após 24 

horas de incubação. Com base na média obtida das células contadas de cada poço, 

este valor foi descontado do número de células plaqueadas inicialmente para a 

diferenciação em B-1CDPs. Desta forma se teve segurança do número de parasitos 

que deveria ser utilizado para os ensaios de infecção. 

 

 

Figura 5 - Obtenção e cultivo de células B-1 e PMO. Após a realização do lavado 
peritoneal com meio RPMI, os macrófagos (células maiores) foram contados 
e a população celular total foi incubada por 1 hora a 37 °C. O sobrenadante 
contendo células não aderentes foi descartado após este tempo, e meio R10 
foi adicionado nas células aderentes, incubando a cultura por mais 5 dias sem 
troca de meio. No 5º dia de cultura as células B-1 que se encontravam no 
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sobrenadante foram recultivadas para a obtenção de B-1CDPs, e meio foi 
adicionado aos PMOs para serem mantidos até o dia da infecção. 

 

3.5 Análise do sobrenadante de 5º dia por citometria de fluxo 

 

Para verificar a concentração de células B-1 recuperadas do sobrenadante de 

5º dia do lavado peritoneal, diferentes marcadores moleculares foram utilizados para 

analisar esta população celular por citometria de fluxo. Após a obtenção das células 

do sobrenadante, elas foram centrifugadas a 754 x g por 5 minutos a 4 °C e 

ressuspendidas em tampão MACS [albumina sérica bovina (BSA) 0,5%, ácido 

etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 2 mM, em PBS] para lavagem. A suspensão 

celular foi centrifugada novamente repetindo essa etapa de lavagem para a retirada 

total do meio de cultura. As células foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-

CD16/CD32 (BD Biosciences, San Jose, CA, Estados Unidos), na proporção 1:100 

diluído em tampão MACS, por 15 minutos em gelo para bloquear os receptores Fc. 

Após este tempo, as células foram centrifugadas e lavadas uma vez com tampão 

MACS. Todo o sobrenadante foi retirado e as células ressuspendidas em tampão 

MACS foram dividas em microtubos para a triplicata técnica, contendo todas as 

marcações, e para os controles utilizando a técnica Fluorescence Minus One (FMO) 

em que cada microtubo recebe todos os anticorpos exceto um. Em cada análise 

foram utilizadas aproximadamente 6 x 105 células (nº de células/microtubo). 

Em seguida, os anticorpos monoclonais para camundongos utilizados foram: 

anticorpo anti-CD19 conjugado com phycoerythrin (PE) (Caltag Medsystems, 

Buckingham, MK, Reino Unido), anti-F4/80 conjugado com Pacific Blue (PB) 

(eBioscience, San Diego, CA, Estados Unidos) e anti-CD23 conjugado com 

Fluorescein isothiocyanate (FITC) (BD Pharmingen). Os anticorpos para CD19 e 

CD23 foram utilizados na proporção 1:100 e para F4/80 na proporção 1:50, diluídos 

em tampão MACS e incubados por 15 minutos em gelo protegidos da luz. Após uma 

lavagem com tampão MACS como citada anteriormente, as células foram 

ressuspendidas em PBS. 

A análise das amostras foi realizada no citômetro com focalização acústica 

Attune (Applied Biosystems) com um número de 50.000 eventos adquiridos. A 

análise após aquisição foi realizada no programa FlowJo, versão 9.7.6. A estratégia 

de análise escolhida foi: primeiramente exclusão de agregados celulares (doublets), 
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utilizando os parâmetros de tamanho FSC-H e FSC-A, seguida pela seleção de toda 

a população celular a partir de seu tamanho e complexidade (FSC-A e SSC-A) 

excluindo os debris (Figura 6). Após a seleção da população total, foi verificado a 

porcentagem de células B-1 (CD19+, CD23-) e de macrófagos (F4/80+, CD19-) se 

baseando nos controles FMO para cada anticorpo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Estratégia da análise utilizada para avaliar populações celulares do 
sobrenadante de 5º dia de cultura das células peritoneais. (A) Seleção de 
singlets por FSC-H e FSC-A. (B) Seleção da população total por tamanho e 
complexidade (FSC-A e SSC-A) com exclusão de debris. 

 

3.6 Obtenção e cultura de macrófagos derivados de medula óssea 

 

Macrófagos foram diferenciados a partir de células da medula óssea (MMO) 

de camundongos, como descrito anteriormente (40). Fêmures e tíbias de 

camundongos, sacrificados em câmara de CO2, foram retirados, imergidos em álcool 

70% por 2 minutos e mantidos em RPMI. As duas epífises de cada osso foram 

cortadas injetando pelas extremidades 5 mL de RPMI para cada osso, com auxílio 

de seringa e agulha 24G. O lavado foi recolhido em tubo de 50 mL contendo filtro de 

70 µm, seguido por centrifugação a 524 x g por 10 minutos a 4 °C. As células foram 

ressuspendidas em meio RPMI suplementado com 20% de SFB e 20% de 

sobrenadante de células L929 (meio R20), obtendo uma concentração de 4 x 106 

células para cada 10 mL. As células foram distribuídas em placas de Petri (80 x 15 
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mm) contendo 10 mL cada e incubadas a 37 °C na presença de 5% CO2 por 4 dias. 

No quarto dia, foi adicionado mais 10 mL de meio R20 por placa. Os macrófagos 

utilizados para os experimentos estavam no 7º dia de cultura. As placas foram 

colocadas em gelo, o sobrenadante contendo células soltas foi descartado, e 5 mL 

de meio RPMI foi adicionado para soltar as células aderidas utilizando raspador 

celular. A suspensão de células foi centrifugada a 524 x g por 10 minutos a 4 °C, e a 

contagem foi realizada em câmara de Neubauer para posterior plaqueamento em 

placas de 24 poços com lamínula ou de 6 poços sem lamínula, de acordo com o 

número de B-1CDPs já determinado. Após o cultivo, os macrófagos foram mantidos 

a 37 °C por no mínimo 24 horas para posteriormente serem utilizados. 

 

3.7 Avaliação da viabilidade celular 

 

A viabilidade das células murinas foi avaliada utilizando azul de tripan (0,04%) 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos), em câmara de Neubauer, no 

momento da contagem das células para posterior cultivo. Células apresentando 

coloração azul foram consideradas inviáveis, portanto não foram contadas para não 

interferir no número de células aderidas após o plaqueamento. 

 

3.8 Infecção de B-1CDP, PMO e MMO in vitro 

 

Células peritoneais e de medula foram obtidas como descrito anteriormente. 

Para os ensaios em que macrófagos peritoneais foram utilizados, ao ser retirado o 

sobrenadante contendo células B-1 para posterior diferenciação, meio R10 foi 

adicionado logo em seguida para a manutenção da cultura destes macrófagos. 

Portanto, células B-1 já diferenciadas em B-1CDP, PMO e MMO também 

diferenciados foram utilizados nos experimentos de infecção in vitro. 

Promastigotas de fase estacionária de L. (L.) amazonensis que se 

encontravam no 6º ou 7º dia de cultura (Figura 7) foram utilizadas. A suspensão de 

parasitos foi centrifugada a 2095 x g por 10 minutos e lavada com PBS uma vez 

para a retirada total do meio de cultura. Uma alíquota dos parasitos foi fixada em 

paraformaldeído (PFA) 4% e contada em câmara de Neubauer. A proporção de 2:1 

(parasito:célula) foi utilizada para a infecção de todos os tipos celulares. Os PMOs 

foram infectados baseando-se na contagem dos mesmos após o lavado peritoneal, 
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em que foram considerados como as células grandes presentes na suspensão, 

estimando que todos teriam aderido e não se soltado posteriormente como as 

células B-1. Já para os B-1CDPs, o valor estipulado para a infecção foi baseado no 

número de células aderidas estimadas como explicado anteriormente. Para os 

MMOs, a quantidade de parasitos utilizados foi a mesma para os B-1CDPs pelo fato 

de terem sido plaqueados conforme o número destes últimos. 

 

 

Figura 7 - Curva de crescimento de promastigotas. Para o início da curva de 
crescimento foram adicionados 1 x 105 parasitos em 5 mL de meio Grace 
suplementado com 10% de SFB. Cada ponto da curva representa o valor de 
parasitos/mL resultante da contagem no dia indicado. Os resultados 
correspondem à média e erro padrão de cinco curvas realizadas 
independentemente. 

 

3.8.1 Infecção para avaliação da multiplicação intracelular 

 

O meio em que cada tipo celular se encontrava foi descartado para ser 

adicionado meio R10 contendo os parasitos na quantidade adequada, mantendo a 

proporção de 2:1. Nas placas de 24 poços foram sempre adicionados 500 µL/poço, e 

nas de 6 poços, 2 mL em cada. Para os ensaios com o intuito de verificar a 

multiplicação dos parasitos no interior de cada tipo celular, as culturas foram 

incubadas a 33 °C por 2 horas. Após este tempo, as placas foram colocadas em 

gelo, e os poços foram lavados três vezes com PBS adicionando metanol 100% 

gelado por 5 minutos para a fixação das células. No caso dos tempos de 48 e 96 
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horas, após 2 horas de infecção os poços foram lavados com meio RPMI para retirar 

os parasitos não aderidos e não fagocitados, seguida da adição de meio R10 para 

as culturas serem incubadas novamente a 33 °C até o tempo estipulado em que 

também foi realizado a fixação das células como já descrito.  

Em alguns experimentos vacuolina-1 foi utilizada para avaliar seu efeito no 

tamanho do vacúolo parasitóforo, indução da expressão de Lyst e na multiplicação 

dos parasitos no interior dos B-1CDPs e MMOs. Esta molécula é capaz de induzir a 

formação de grandes vacúolos a partir da fusão de endossomos e lisossomos (87). 

Antes da infecção com os parasitos, as células foram tratadas com vacuolina-1, na 

concentração de 1 µM diluída em meio R10, por 1 hora a 37 °C. Após este tempo as 

culturas foram lavadas com meio RPMI seguida da adição dos parasitos, mantendo 

a proporção de 2:1, e incubadas a 33 °C. Os tempos de infeção utilizados foram de 2 

e 96 horas, realizando o procedimento de fixação das células ou extração de RNA 

em cada tempo. 

 

3.8.2 Infecção para avaliação da capacidade fagocítica de B-1CDP e MMO 

 

Para os ensaios destinados à avaliação da capacidade fagocítica as drogas 

latrunculina A (Sigma-Aldrich), uma toxina que inibe a polimerização dos filamentos 

de actina, e genisteína (Sigma-Aldrich), uma isoflavona inibidora de tirosina 

quinases, foram utilizadas. As células primeiramente foram incubadas com 

latrunculina A (5 µM) ou genisteína (250 µM) em meio R10 por 30 minutos a 37 °C. 

Após o tratamento, as culturas foram lavadas com meio RPMI e infectadas com os 

parasitos na proporção de 2:1. A placas de cultura foram mantidas em gelo durante 

30 minutos, para os parasitos se depositarem no fundo dos poços, e em seguida 

foram incubadas por mais 30 minutos a 33 °C, tempo necessário para o processo 

fagocítico. Após a incubação, as culturas foram lavadas com PBS, e PFA 4% foi 

utilizado para a fixação das células não permitindo a permeabilização da membrana 

(que ocorre no uso de metanol), fator importante para a posterior discriminação dos 

parasitos aderidos dos internalizados.  
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3.9 Imunofluorescência 

 

3.9.1 Marcação de CD19 

 

Células obtidas do sobrenadante de 5º dia de cultura do lavado peritoneal 

foram submetidas ao método Cytospin para posterior marcação com anticorpo anti-

CD19. Como controle, MMO foram utilizados já que não possuem esta molécula de 

superfície. Os dois tipos celulares foram fixados com metanol 100% gelado, lavados 

três vezes com PBS e tratados com solução de bloqueio, contendo 1% de BSA e 

0,1% de azida de sódio em solução salina tamponada com Tris (TBS) 1X, por 30 

minutos. As células foram lavadas novamente com PBS e incubadas com anticorpo 

primário anti-CD19 (Santa Cruz Biotech, Dalas, TX, Estados Unidos) na proporção 

1:50 por 2 horas à temperatura ambiente. Após lavagens, foi incubado anticorpo 

secundário conjugado com Alexa Fluor 546 (Thermo Scientific, Grand Island, NY, 

Estados Unidos) e DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) para a marcação do DNA, 

diluídos em solução bloqueadora na proporção 1:1000 (diluição utilizada para todos 

os anticorpos secundários) por 1 hora. As lâminas foram lavadas e ProLong (Thermo 

Scientific) foi utilizado para a adesão da lamínula e preservação da fluorescência 

das molélulas marcadas. 

 

3.9.2 Quantificação de parasitos intracelulares 

 

As lamínulas contendo células fixadas em metanol foram lavadas com PBS e 

tratadas com solução bloqueadora. Anticorpo primário policlonal anti-LAMP-1 

produzido em rato, foi utilizado na diluição 1:50 por 2 horas, para evidenciar o 

vacúolo parasitóforo. Após 5 lavagens em PBS (sempre realizada entre cada 

incubação), as lamínulas foram incubadas com anticorpo secundário anti-IgG de rato 

conjugado com Alexa Fluor 568 (Thermo Scientific) por 1 hora. Anticorpo policlonal 

anti-Leishmania produzido em coelho foi utilizado na diluição de 1:500 por 2 horas, 

seguido por incubação com anticorpo secundário anti-IgG de coelho conjugado com 

Alexa Fluor 488 (Thermo Scientific) juntamente com DAPI por 1 hora. Para finalizar, 

ProLong foi utilizado aderindo as lamínulas em lâminas para microscopia. 
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3.9.3 Avaliação da capacidade fagocítica 

 

Para diferenciar parasitos aderidos à membrana da célula dos internalizados, 

avaliando a capacidade fagocítica, foi utilizado PFA 4% para a fixação das células 

não permitindo a permeabilização da membrana celular. Após a fixação, as 

lamínulas foram lavadas três vezes com PBS, tratadas com cloreto de amônio 

(NH4Cl) 50 mM por 15 minutos, lavadas novamente e tratadas com solução 

bloqueadora por 30 minutos. As lamínulas foram incubadas com anticorpo anti-

Leishmania por 2 horas, seguida pelo seu anticorpo secundário junto com DAPI e 

faloidina conjugada com Texas Red-X (Thermo Scientific), diluída a 1:100 utilizada 

para a marcação de actina, incubados por 1 hora. 

 

3.9.4 Análise microscópica 

 

A análise de todas as lamínulas foi realizada em microscópio de fluorescência 

(Leica Microsystems, DMI6000B/AF6000) acoplado a um sistema de câmera digital 

(DFC 365 FX). No mínimo 300 células totais foram contadas por lamínula, entre elas 

foram contadas as células infectadas e parasitos totais. Além disso, para o ensaio da 

avaliação da capacidade fagocítica, também foram contados os parasitos aderidos. 

A carga parasitária foi representada pelo número de parasitos em 100 células 

infectadas. Para o índice de infecção, o cálculo utilizado teve como resultado o 

produto da porcentagem de células infectadas pela média do número de parasitos 

fagocitados. Imagens representativas foram adquiridas neste microscópio utilizando 

o programa incorporado ao sistema Leica AF6000. Para a comparação do tamanho 

dos vacúolos parasitóforos, foram fotografados no mínimo 50 vacúolos por lamínula 

no modo contraste de fase. O diâmetro maior dos vacúolos foi medido utilizando o 

programa ImageJ 1.49, no qual também foram editadas as imagens representativas 

da imunofluorescência. 

 

3.10 Avaliação da produção de óxido nítrico 

 

Após incubação por diferentes tempos de infecção, o sobrenadante da cultura 

celular foi recolhido, centrifugado a 2095 x g por 10 minutos e mantido a -80 °C até a 

realização da dosagem de nitrito ou citocinas. A produção de óxido nítrico (NO) foi 
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avaliada por meio da quantificação de nitrito pelo kit Measure-ITTM High-Sensitivity 

Nitrite Assay (Thermo Scientific), 50 vezes mais sensível do que o método 

colorimétrico utilizado com reagente de Griess. A leitura da fluorescência foi 

realizada no aparelho SpectraMax i3 (Molecular Devices) utilizando o programa 

SoftMax Pro 6.4. Os comprimentos de onda de excitação e emissão utilizados foram 

de 365 e 450 nm, respectivamente, e os resultados foram obtidos baseando-se na 

curva padrão. 

 

3.11 Quantificação de citocinas 

 

A avaliação da resposta imune gerada nos ensaios de infecção in vitro foi 

realizada a partir da quantificação de citocinas. O sobrenadante de diferentes 

tempos de infecção foi coletado e armazenado a -80 °C até a realização da análise. 

As citocinas IL-6, IL-10, IL-12p70, IFN-γ, proteína quimiotática de monócitos 1 (MCP-

1, do inglês monocyte chemoattractant protein-1) e fator de necrose tumoral (TNF, 

do inglês tumor necrosis factor) foram quantificadas utilizando o kit Cytometric Bead 

Array (CBA) Mouse inflammation (BD Biosciences). Os resultados foram baseados 

na curva padrão em que a concentração mínima utilizada foi de 20 pg/mL e a 

máxima de 5 ng/mL. A aquisição das amostras foi realizada no citômetro 

FACSCantoII V87500070 (BD Biosciences) e para a análise dos dados o programa 

FACSDivaTM foi utilizado. 

 

3.12 PCR quantitativo em tempo real (qPCR) 

 

A extração e purificação do RNA foi realizada utilizando o kit Quick-RNATM 

MiniPrep (Zymo Research, Irvine, CA, Estados Unidos). A quantificação foi feita no 

aparelho NanoDrop (Thermo Scientific) e a síntese do ácido desoxirribonucleico 

complementar (cDNA) foi realizada utilizando o kit SuperScript III Reverse 

Transcriptase (Invitrogen) seguindo o protocolo indicado pelo mesmo. Para a 

amplificação do cDNA, foram utilizados 3,597 ng de cDNA de cada amostra, em 

todos os experimentos, e 0,6 µM de cada primer (forward e reverse) (Tabela 2) 

somados ao reagente Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo 

Scientific). Triplicata técnica foi feita de cada amostra. A reação de qPCR foi 

realizada no equipamento StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Applied 
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Biosystems). As condições para amplificação utilizadas foram: um ciclo de 

desnaturação inicial a 95 °C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturação a 

95 °C por 15 segundos, anelamento a 55 °C por 30 segundos e extensão a 72 °C 

por 30 segundos. 

Os resultados da quantificação relativa, referentes à expressão gênica, foram 

obtidos utilizando os níveis de expressão do gene controle Hprt1 pelo método 2-ΔΔCT 

descrito por Livak e Schmittgen (88). 

 

Tabela 2 – Primers utilizados nos experimentos de PCR em tempo real. 

Gene Primer Forward Primer Reverse 

Cd200 5’ AACCCTTGATTGTGACATGGC 3’ 5’ AGGATAAATGTCACAGAGCTGGG 3’ 

Lyst 5’ AGCAGAAGGTGATAGACCAGAA 3’ 5’ CCCACACTTGGATCATCAATGC 3’ 

Hprt1 5’ TCAGTCAACGGGGGACATAAA 3’ 5’ GGGGTCGTACTGCTTAACCAG 3’ 

 

3.13 Análise estatística 

 

 Para avaliar a significância dos resultados obtidos foi realizada análise 

estatística utilizando o programa GraphPad Prism 6. Para três ou mais amostras o 

teste escolhido foi ANOVA, e Kruskal-Wallis foi utilizado para a análise dos 

resultados de expressão gênica. A diferença entre os grupos foram consideradas 

significativas para valores de P < 0,05. 
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4 RESULTADOS 
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4.1 Imunofenotipagem por citometria de fluxo das células recuperadas do 
sobrenadante de 5º dia de cultura do lavado peritoneal  

 

Para confirmar que as células peritoneais presentes no sobrenadante do 5º 

dia de cultura eram predominantemente células B-1, foi realizada imunofenotipagem 

destas células utilizando anticorpos para os marcadores de superfície CD19, CD23  

e F4/80. A seleção das células positivas para CD19 e negativas para CD23 foi 

realizada a partir dos FMOs para cada anticorpo. Assim, foi verificado que 88,6% 

das células totais representam as células B-1 (Figura 8). 

 

 

Figura 8 - Citometria do sobrenadante de 5º dia das células peritoneais de 
camundongos C57BL/6, marcação de CD19 e CD23. (A) Seleção de CD19+ 
e CD23- indicando que 88,6% da população total representa as células B-1. 
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(B) FMO de CD19. (C) FMO de CD23. Os resultados correspondem à 
aquisição de uma amostra representativa da triplicata técnica. 

 

Baseando-se no FMO de F4/80 foi verificado que apenas 1,23% das células 

totais eram positivas para F4/80 (Figura 9). Entretanto, a partir deste grupo de 

células F4/80+ verificou-se que quase 50% desta população possuiam marcação 

para CD19. Desta forma, pode-se afirmar que menos de 1% de toda a população 

celular representa os macrófagos. Estes resultados mostraram que as células 

consideradas B-1CDPs eram realmente derivadas de células B-1 e não macrófagos 

contaminantes. 

 

 

Figura 9 - Citometria do sobrenadante de 5º dia de células peritoneais de 
camundongos C57BL/6, marcação de F4/80. (A) Seleção de células F4/80+ 
representando 1,23% da população total. (B) Marcação de CD19 e CD23 em 
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células positivas para F4/80. (C) FMO de F4/80. Os resultados correspondem 
à aquisição de uma amostra representativa da triplicata técnica. 

 

Células obtidas deste mesmo sobrenadante foram submetidas à Cytospin e 

incubadas com anticorpo anti-CD19. Por imunofluorescência estas células 

apresentaram marcação para CD19, o que não ocorreu nos macrófagos de medula 

utilizados como controle negativo (Apêndice A). 

Para as células provenientes de camundongo BALB/c, as análises por 

citometria também foram realizadas. Os resultados mostraram que 85,9% da 

população total é representada pelas células B-1 e que apenas 0,37% das células é 

positiva para F4/80 e negativa para CD19 (Apêndice B), valores muito próximos aos 

obtidos com as células derivadas de camundongo C57BL/6. 

 

4.2 Comparação da capacidade de infecção e de multiplicação da 
Leishmania (L.) amazonensis em B-1CDP, PMO e MMO 

 

Infecção dos B-1CDPs, PMOs e MMOs foi realizada na proporção 2:1 

utilizando os tempos de infecção de 2 e 48 horas. O número de parasitos a cada 100 

células infectadas é muito semelhante nos três tipos celulares não tendo diferença 

significativa nos tempos de infecção de 2 e 48 horas (Figura 10A). A semelhança, 

entre os grupos celulares, da proporção do número de parasitos em relação às 

células infectadas, contados no primeiro tempo, indica que estas células possuem a 

mesma capacidade fagocítica ou de serem igualmente infectadas. Ao comparar o 

tempo de 2 horas de infecção com o de 48 horas pós-infecção, nota-se que o 

parasito conseguiu se multiplicar no interior das diferentes células, sendo este 

aumento significativo estatisticamente. 

A porcentagem de células infectadas (Figura 10B) se apresentou a mesma 

durante os dois tempos de infecção. Quando comparado ao MMO, PMO apresentou 

maior porcentagem de infecção nos dois tempos, não tendo diferença significativa 

quando comparado ao B-1CDP. 

Os resultados mostram que B-1CDP, PMO e MMO permitem a multiplicação 

da Leishmania de maneira semelhante quando comparados até o tempo de 48 horas 
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pós-infecção. Imagens de imunofluorescência representativas do experimento são 

encontradas na figura 11.  

 

 

 

Figura 10 - Comparação da multiplicação de Leishmania em B-1CDP, PMO e MMO. 
B-1CDP, PMO e MMO foram infectados com promastigotas de fase 
estacionária de L. (L.) amazonensis na proporção 2:1 (parasito:célula) por 2 e 
48 horas a 33 °C. Três lamínulas de cada tipo celular infectado foram 
contadas (mínimo 300 células/lamínula) em microscópio de fluorescência. (A) 
Número de parasitos para cada 100 células infectadas. (B) Porcentagem de 
células infectadas. Foram realizados três experimentos independentes nas 
mesmas condições técnicas e os valores representam a média e erro padrão 
dos três ensaios. Análise estatística utilizada: ANOVA. 
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Figura 11 - Imagens de imunofluorescência representativas do ensaio de infecção 
dos B-1CDPs, PMOs e MMOs com Leishmania (L.) amazonensis. Os três 
tipos celulares foram infectados por 2 horas com promastigotas de fase 
estacionária. Após lavagem com PBS para retirar parasitos não aderidos, as 
células foram incubadas em meio fresco por mais 48 horas para observar a 
multiplicação do parasito e formação do vacúolo parasitóforo. (A) Tempo de 2 
horas de infecção com promastigotas aderidas ou já fagocitadas pelas 
células. (B) Tempo de 48 horas pós-infecção contendo amastigotas no interior 
do vacúolo parasitóforo. Núcleo foi marcado com DAPI (azul); proteína 1 de 
membrana associada ao lisossomo foi marcada com anticorpo anti-LAMP-1 
(vermelho) e os parasitos com anticorpo anti-Leishmania (verde). Barra de 
escala corresponde a 10 µm. 

 

4.2.1 Participação das vias dos receptores do tipo Toll na infecção dos B-
1CDPs e MMOs por L. (L.) amazonensis 
 

Dada a importância dos receptores do tipo Toll, em fagócitos profissionais, no 

reconhecimento de patógenos e na sinalização intracelular, um experimento 

preliminar foi realizado utilizando B-1CDPs e MMOs de camundongos deficientes 

para as moléculas adaptadoras dos TLRs, MyD88 e TRIF. Os tempos utilizados para 

este experimento foram de 2 e 96 horas de infecção. De acordo com os resultados, 
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os B-1CDPs MyD88-/- apresentaram maior número de parasitos por 100 células 

infectadas em relação ao controle (WT, wild type) e ao TRIF-/- nos dois tempos 

(Figura 12A). A porcentagem de infecção diminuiu para os B-1CDPs WT e TRIF-/-, 

exceto para MyD88-/- que permaneceu maior comparado aos outros dois grupos 

(Figura 12B). Para os MMOs, não teve diferença entre WT, MyD88-/- e TRIF-/- tanto 

no número de parasitos a cada 100 células infectadas quanto na porcentagem de 

infecção, exceto para TRIF-/- que mostrou menor porcentagem de células infectadas 

comparado ao WT (Figura 13A e B). 

 

         

Figura 12 - Comparação da multiplicação de L. (L.) amazonensis em B-1CDPs WT e 
deficientes de MyD88 e TRIF. B-1CDPs foram infectados com promastigotas 
de fase estacionária de L. (L.) amazonensis na proporção 2:1 (parasito:célula) 
por 2 e 96 horas a 33 °C. Três lamínulas de cada tipo celular infectado foram 
contadas (mínimo 300 células/lamínula) em microscópio de fluorescência. Os 
gráficos representam o número de parasitos para cada 100 células infectadas 
(A) e a porcentagem de B-1CDPs infectados (B). Estes dados foram obtidos a 
partir de um experimento biológico realizado em triplicata técnica. Os valores 
representam a média e desvio padrão da triplicata. * P < 0,01 e ** P < 0,001 
comparado ao tempo de 2 horas correspondente. Análise estatística utilizada: 
ANOVA. 
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Figura 13 - Comparação da multiplicação de L. (L.) amazonensis em MMOs WT e 

deficientes de MyD88 e TRIF. MMOs foram infectados com promastigotas 
de fase estacionária de L. (L.) amazonensis na proporção 2:1 (parasito:célula) 
por 2 e 96 horas a 33 °C. Três lamínulas de cada tipo celular infectado foram 
contadas (mínimo 300 células/lamínula) em microscópio de fluorescência. Os 
gráficos representam o número de parasitos para cada 100 células infectadas 
(A) e a porcentagem de MMOs infectados (B). Estes dados foram obtidos a 
partir de um experimento biológico realizado em triplicata técnica. Os valores 
representam a média e desvio padrão da triplicata. * P < 0,01 e ** P < 0,001 
comparado ao tempo de 2 horas correspondente. Análise estatística utilizada: 
ANOVA. 

 

As imagens de imunofluorescência representativas deste experimento 

preliminar se encontram no Apêndice C para os B-1CDPs e no Apêndice D para os 

MMOs. 

 

4.3 Avaliação da infecção dos B-1CDPs e MMOs tratados com drogas 
inibidoras de fagocitose 

 

De acordo com os resultados acima, os B-1CDPs mostraram que podem ser 

infectados por L. (L.) amazonensis e que o parasito consegue se multiplicar no seu 

interior. Desta forma, levanta-se a questão sobre de que maneira a infecção ocorre, 

podendo ser por processo ativo do parasito ou pelo mecanismo de fagocitose do B-

1CDP. Para investigar isso, B-1CDPs e MMOs foram tratados com as drogas 

genisteína e latrunculina A, que são capazes de diminuir e até mesmo de inibir o 

processo fagocítico. Após o tratamento, as células foram infectadas e 
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posteriormente analisadas por imunofluorescência. Como a membrana celular não 

foi permeabilizada, o anticorpo anti-Leishmania não pôde reconhecer os parasitos 

internalizados. Dessa forma, todos os parasitos foram contados pela marcação do 

DAPI, ou seja, do núcleo, e os que apresentavam marcação verde estavam sendo 

reconhecidos pelos anticorpos anti-Leishmania, portanto foram considerados 

parasitos aderidos. Com estes dados foi possível obter a porcentagem dos parasitos 

aderidos e internalizados em relação ao total quantificado. Imagens de 

imunofluorescência exemplificando o modo da contagem se encontram no Apêndice 

E. 

Para os macrófagos, já se sabe que o mecanismo pelo qual esta célula se 

infecta com Leishmania é via fagocitose (17,36), por esta razão foi escolhida como 

controle. Comparando com o grupo de células não tratadas, os B-1CDPs e MMOs 

que receberam o tratamento com as drogas mostraram diferença significativa na 

porcentagem de parasitos internalizados e aderidos (Figura 14). Os resultados 

mostram que ao prejudicar o processo de fagocitose, a porcentagem de parasitos 

internalizados diminui em relação ao total, indicando que a infecção dos B-1CDPs 

ocorre pela via fagocítica sendo semelhante aos MMOs. Além disso, o tratamento 

com latrunculina A diminuiu a porcentagem de células infectadas (Figura 15), o que 

também ocorreu nas células tratadas com genisteína, porém sem diferença 

significativa para estas últimas quando os valores foram comparados ao controle. 

Este resultado mostra que o fato do tratamento com latrunculina A diminuir o número 

de parasitos internalizados está relacionado também ao baixo número de parasitos 

que aderem à superfície da célula.  

Portanto, este experimento mostrou que a infecção dos B-1CDPs por L. (L.) 

amazonensis ocorre pelo mecanismo de fagocitose e não por um processo ativo do 

parasito, assim como nos MMOs. 
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Figura 14 - Porcentagem de parasitos internalizados e aderidos em B-1CDPs e 
MMOs previamente tratados com drogas inibidoras de fagocitose. B-
1CDPs e MMOs foram tratados com genisteína (250 µM) e latrunculina A (5 
µM) por 30 minutos a 37 °C e posteriormente infectados com L. (L.) 
amazonensis (2:1) por 30 minutos a 33 °C. As células foram fixadas com PFA 
4% e marcadas com anticorpos anti-Leishmania, DAPI e faloidina Texas-Red 
X. Total de parasitos foram contados pela marcação por DAPI, e os aderidos 
pela marcação com anti-Leishmania. Os valores respresentam a porcentagem 
de parasitos internalizados e aderidos nos B-1CDPs (A) e MMOs (B) em 
relação ao total. Estes resultados correspondem à três experimentos 
independentes realizados nas mesmas condições técnicas e os valores 
representam a média e erro padrão dos três ensaios. Análise estatística 
utilizada: ANOVA. 
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Figura 15 - Porcentagem de B-1CDPs e MMOs infectados com L (L.) amazonensis 
previamente tratados com drogas inibidoras de fagocitose. B-1CDPs e 
MMOs foram tratados com genisteína (250 µM) e latrunculina A (5 µM) por 30 
minutos a 37 °C e posteriormente infectados com L. (L.) amazonensis (2:1) 
por 30 minutos a 33 °C. As células foram fixadas com PFA 4% e marcadas 
com anticorpos anti-Leishmania, DAPI e faloidina Texas-Red X. (A) 
Porcentagem de B-1CDPs infectados. (B) Porcentagem de MMOs infectados. 
Estes resultados correspondem à três experimentos independentes 
realizados nas mesmas condições técnicas e os valores representam a média 
e erro padrão dos três ensaios. ns = não significativo. Análise estatística 
utilizada: ANOVA. 
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4.4 Efeito da vacuolina-1 na infeçcão de B-1CDP e MMO por L. (L.) 
amazonensis 

 

A vacuolina-1 é uma pequena molécula que causa expansão de vacúolos 

derivados de endossomos e lisossomos em diversos tipos celulares (87). A 

avaliação do seu efeito na infecção por L. (L.) amazonensis foi realizada.  Pelo fato 

desta espécie ser capaz de induzir a formação de grandes vacúolos parasitóforos 

(21,41,42), pensou-se na possibilidade da vacuolina-1 favorecer ainda mais a 

multiplicação dos parasitos. Desta maneira, B-1CDPs e MMOs foram tratados com 

vacuolina-1 (1 µM) por 1 hora e infectados (2:1) por 2 horas. O tempo de pós-

infecção determinado foi de 96 horas, para uma melhor observação dos vacúolos 

parasitóforos com a intenção de medir seus comprimentos posteriormente. 

Os resultados mostram que no tempo de 2 horas de infecção o número de 

parasitos a cada 100 células infectadas é o mesmo para o grupo controle e tratado, 

tanto para B-1CDP quanto para MMO (Figura 16A e B), mostrando que a vacuolina-

1 não interfere no processo inicial da infecção. No tempo de 96 horas pós-infecção 

dos B-1CDPs, os dois grupos (controle e tratado) também apresentaram a mesma 

carga parasitária. Por outro lado, o número de parasitos nos MMOs tratados com 

vacuolina-1 é maior comparado ao controle neste último tempo (Figura 16B), 

embora este resultado não tenha diferença estatística significativa quando analisado 

utilizando o número de parasitos para cada 100 células infectadas. 

A porcentagem de infecção dos B-1CDPs, tratados ou não, diminuiu no tempo 

de 96 horas pós-infecção (Figura 17A), mas esta queda não interferiu nos 

resultados do índice de infecção (Figura 17B), que é baseado na porcentagem de 

células infectadas. Mesmo utilizando o índice de infecção para os B-1CDPs, não 

teve diferença entre o grupo controle e o tratado em 96 horas. Contudo, para os 

MMOs, as células tratadas com vacuolina-1 tiveram um maior índice de infecção 

quando comparadas ao controle (Figura 18B), sendo estatisticamente significativa 

esta diferença. A porcentagem de MMOs infectados, com ou sem tratamento, não 

mudou no tempo de 96 horas (Figura 18A). Imagens representativas do 

experimento podem ser encontradas na figura 19. 
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Figura 16 - Multiplicação de L (L.) amazonensis em B-1CDPs e MMOs previamente 
tratados com vacuolina-1. B-1CDPs e MMOs foram tratados com vacuolina-
1 (1 µM) por 1 hora a 37 °C e posteriormente infectados com L. (L.) 
amazonensis (2:1) por 2 horas a 33 °C. O tempo de pós-infecção foi de 96 
horas. Os gráficos representam número de parasitos para cada 100 células 
infectadas para B-1CDP (A) e MMO (B). Foram realizados três experimentos 
independentes nas mesmas condições técnicas e os valores representam a 
média e erro padrão dos três ensaios. ** P < 0,001 comparado ao tempo de 2 
horas correspondente, ns = não significativo. Análise estatística utilizada: 
ANOVA. 
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Figura 17 - Porcentagem e índice de infecção dos B-1CDPs previamente tratados 
com vacuolina-1. B-1CDPs foram tratados com vacuolina-1 (1 µM) por 1 
hora a 37 °C e posteriormente infectados com L. (L.) amazonensis (2:1) por 2 
horas a 33 °C. O tempo de pós-infecção foi de 96 horas. (A) Porcentagem de 
infecção. (B) Índice de infecção (Produto da porcentagem de células 
infectadas pela média do número de parasitos fagocitados). Foram realizados 
três experimentos independentes nas mesmas condições técnicas e os 
valores representam a média e erro padrão dos três ensaios. ** P < 0,001 
comparado ao tempo de 2 horas correspondente. Análise estatística utilizada: 
ANOVA. 

 

 



68 
 

 

 

 

Figura 18 - Porcentagem e índice de infecção dos MMOs previamente tratados com 
vacuolina-1. MMOs foram tratados com vacuolina-1 (1 µM) por 1 hora a 37 
°C e posteriormente infectados com L. (L.) amazonensis (2:1) por 2 horas a 
33 °C. O tempo de pós-infecção foi de 96 horas. (A) Porcentagem de 
infecção. (B) Índice de infecção (Produto da porcentagem de células 
infectadas pela média do número de parasitos fagocitados). Foram realizados 
três experimentos independentes nas mesmas condições técnicas e os 
valores representam a média e erro padrão dos três ensaios. ** P < 0,001 
comparado ao tempo de 2 horas correspondente. Análise estatística utilizada: 
ANOVA. 
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Figura 19 - Imagens de imunofluorescência representativas do ensaio de infecção 

dos B-1CDPs e MMOs com Leishmania (L.) amazonensis, previamente 
tratados com vacuolina-1. B-1CDPs e MMOs foram tratados com vacuolina-
1 (1 µM) por 1 hora a 37 °C e posteriormente infectados com L. (L.) 
amazonensis (2:1) por 2 horas a 33 °C. O tempo de pós-infecção foi de 96 
horas para observar de melhor forma o vacúolo parasitóforo. Pelas imagens é 
possível visualizar o aumento do número de parasitos no interior das células 
no tempo de 96 horas. Núcleo foi marcado com DAPI (azul); proteína 1 de 
membrana associada ao lisossomo foi marcada com anticorpo anti-LAMP-1 
(vermelho) e os parasitos com anticorpo anti-Leishmania (verde). Barra de 
escala corresponde a 10 µm. 

 

 

4.5 Comparação do tamanho do vacúolo parasitóforo dos B-1CDPs e MMOs 
infectados com L. (L.) amazonensis previamente tratados com 
vacuolina-1 

 

Como mostrado anteriormente a vacuolina-1 não teve efeito na multiplicação 

da L. (L.) amazonensis em B-1CDPs, mas sim em MMOs quando o perfil da infecção 

é analisado pelo índice de infecção. Como esta molécula induz a formação de 

grandes vacúolos, uma análise do tamanho dos vacúolos dos B-1CDPs e MMOs 

infectados foi realizada para avaliar o efeito da vacuolina-1 neste aspecto. De cada 

lamínula do tempo de 96 horas pós-infecção foram fotografados no mínimo 50 



70 
 

vacúolos para a realização da medição. Os resultados mostram que o tamanho dos 

vacúolos dos B-1CDPs não tratados é maior comparado aos dos MMOs também 

não tratados (Figura 20). Quando ambas as células são tratadas com vacuolina-1, o 

comprimento do vacúolo aumenta para as duas, ficando praticamente com o mesmo 

tamanho. 

Os resultados indicam que o comprimento dos vacúolos parasitóforos dos B-

1CDPs não tratados é maior do que dos MMOs controle, mas o tratamento com 

vacuolina-1 para os dois tipos celulares fez praticamente igualar o tamanho médio 

dos vacúolos, mostrando que os B-1CDPs não conseguiram manter seu fenótipo de 

vacúolos maiores que dos MMOs. O modo contraste de fase foi escolhido para a 

medição dos vacúolos e para a obtenção das fotos representativas. O tamanho 

médio dos vacúolos dos B-1CDPs observados está representado na figura 21 e dos 

MMOs na figura 22. Mesmo as imagens representarem a média do comprimento 

dos vacúlos de cada grupo celular e de tratamento, é possível notar a diferença de 

tamanho entre eles. 

 

 

Figura 20 - Comparação do comprimento do vacúolo parasitóforo entre B-1CDPs e 
MMOs previamente tratados ou não com vacuolina-1. B-1CDPs e MMOs 
foram tratados com vacuolina-1 (1 µM) por 1 hora a 37 °C e posteriormente 
infectados com L. (L.) amazonensis (2:1) por 2 horas a 33 °C. O tempo de 
pós-infecção foi de 96 horas para observar de melhor forma o vacúolo 
parasitóforo. Cada ponto representa a média do comprimento de 50 vacúolos 
medidos por lamínula. Foram realizados três experimentos independentes 
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nas mesmas condições técnicas e os valores representam a média da 
triplicata biológica. Análise estatística utilizada: ANOVA. 

 

 

 

Figura 21 - Imagens de contraste de fase dos vacúolos parasitóforos de B-1CDPs 
previamente tratados ou não com vacuolina-1. B-1CDPs foram tratados 
com vacuolina-1 (1 µM) por 1 hora a 37 °C e posteriormente infectados com 
L. (L.) amazonensis (2:1) por 2 horas a 33 °C. O tempo de pós-infecção foi de 
96 horas escolhido para a obtenção destas imagens e posterior medição dos 
vacúolos utilizando o programa ImageJ. As imagens mostram que o tamanho 
dos vacúolos dos B-1CDPs tratados com vacuolina-1 é maior comparado ao 
controle não tratado. Barra de escala corresponde a 10 µm. 
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Figura 22 - Imagens de contraste de fase dos vacúolos parasitóforos de MMOs 
previamente tratados ou não com vacuolina-1. MMOs foram tratados com 
vacuolina-1 (1 µM) por 1 hora a 37 °C e posteriormente infectados com L. (L.) 
amazonensis (2:1) por 2 horas a 33 °C. O tempo de pós-infecção foi de 96 
horas escolhido para a obtenção destas imagens e posterior medição dos 
vacúolos utilizando o programa ImageJ. As imagens mostram que o tamanho 
dos vacúolos dos MMOs tratados com vacuolina-1 é maior comparado ao 
controle não tratado. Barra de escala corresponde a 10 µm. 

 

 

4.6 Expressão de Lyst e Cd200 nos B-1CDPs e MMOs infectados tratados ou 
não com vacuolina-1 

 

A expressão dos genes Lyst e Cd200 foi quantificada a partir das amostras de 

96 horas pós-infecção, previamente tratadas ou não com vacuolina-1. Lyst é um 

gene responsável na regulação do tamanho do lisossomo nas células mamíferas 

(45) e Cd200 está envolvido no controle da resposta imune das células mielóides 

(89). Os resultados mostram que a infecção com L. (L.) amazonensis e apenas o 
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tratamento com vacuolina-1, sem posterior infecção dos B-1CDPs, são capazes de 

aumentar a expressão de Lyst quando comparado ao controle não tratado e não 

infectado (Figura 23A). Contudo, por mais que a vacuolina-1 seja capaz de 

aumentar a expressão de Lyst, este tratamento não foi sinérgico à infecção, pois o 

grupo tratado e infectado não apresentou maior expressão do que os grupos tratado 

e infectado isoladamente. Porém, mesmo a média dos experimentos representar o 

dobro de expressão do controle, esta diferença não foi estatisticamente significativa. 

Em relação aos MMOs, a média da expressão de Lyst dos grupos tratados e/ou 

infectados foi muito semelhante ao controle (Figura 23B), embora tenha sido 

calculada a partir de valores que oscilaram entre os experimentos realizados, sendo 

necessário a realização de mais ensaios. 

 

  

 

Figura 23 - Expressão de Lyst em B-1CDPs e MMOs infectados com L. (L.) 
amazonensis previamente tratados ou não com vacuolina-1. B-1CDPs e 
MMOs foram tratados com vacuolina-1 (1 µM) por 1 hora a 37 °C e 
posteriormente infectados com L. (L.) amazonensis (2:1) por 2 horas a 33 °C. 
O tempo de pós-infecção foi de 96 horas e o RNA foi extraído para a 
realização da PCR em tempo real. Cada ponto representa a média da 
triplicata técnica realizada em cada experimento. Foram realizados três 
experimentos independentes nas mesmas condições técnicas e os valores 
representam a média e desvio padrão. Os resultados foram obtidos a partir do 
método 2-ΔΔCT, em que o gene Hprt1 foi utilizado como controle. Análise 
estatística utilizada: Kruskal-Wallis. 

 

Em conjunto com Lyst, os níveis de expressão de Cd200 também foram 

quantificados. Para os B-1CDPs, a média da expressão de Cd200 foi muito parecida 
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entre os grupos somente tratado, somente infectado e tratado e infectado (Figura 

24A), apresentando serem maiores, porém sem diferença significativa, quando 

comparadas ao controle. Resultados semelhantes podem ser observados nos 

ensaios com MMOs (Figura 24B), em que apenas o tratamento com vacuolina-1 e 

somente a infecção foram suficientes para aumentar a expressão de Cd200, porém 

sem sinergismo da expressão quando as duas condições se encontram juntas. 

 

  

 

Figura 24 - Expressão de Cd200 em B-1CDPs e MMOs infectados com L. (L.) 
amazonensis previamente tratados ou não com vacuolina-1. B-1CDPs e 
MMOs foram tratados com vacuolina-1 (1 µM) por 1 hora a 37 °C e 
posteriormente infectados com L. (L.) amazonensis (2:1) por 2 horas a 33 °C. 
O tempo de pós-infecção foi de 96 horas e o RNA foi extraído para a 
realização da PCR em tempo real. Cada ponto representa a média da 
triplicata técnica realizada em cada experimento. Foram realizados três 
experimentos independentes nas mesmas condições técnicas e os valores 
representam a média e desvio padrão. Os resultados foram obtidos a partir do 
método 2-ΔΔCT, em que o gene Hprt1 foi utilizado como controle. Análise 
estatística utilizada: Kruskal-Wallis. 

 

Portanto, estes resultados mostram que o tratamento com vacuolina-1 e a 

infecção com L. (L.) amazonensis aumentam, de forma não significativa, a 

expressão de Lyst e Cd200 nos B-1CDPs, mas nos MMOs apenas a expressão de 

Cd200 é aumentada nessas condições. A realização de mais ensaios é fundamental 

para o fortalecimento dos resultados devido o perfil de expressão gênica não ter se 

apresentado consistente entre os experimentos. 
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4.7 Produção de citocinas e óxido nítrico pelos B-1CDPs e MMOs infectados 
com L. (L.) amazonensis em diferentes tempos de infecção 

 

A quantificação das citocinas IL-12p70, IL-10, IFN-γ, TNF, MCP-1 e IL-6 foi 

realizada para avaliar o perfil imunológico conduzido pelos B-1CDPs e MMOs ao 

serem infectados com L. (L.) amazonensis. Os sobrenadantes utilizados para esta 

análise foram provenientes dos tempos de 2 horas de infecção e 24 horas pós-

infecção. Para as citocinas pró-inflamatórias TNF (Figura 25A) e MCP-1 (Figura 

25B), no tempo de 2 horas os B-1CDPs mostraram menor capacidade de produção 

do que os MMOs, fato que se repete para o tempo de 24 horas. Os dois tipos 

celulares aumentaram a produção de ambas citocinas no tempo de 24 horas, sendo 

esta concentração maior do que o dobro da quantidade produzida no tempo de 2 

horas, exceto para MCP-1 produzida pelos MMOs. Por outro lado, a produção de IL-

6 (Figura 25C), uma citocina também pró-inflamatória, foi maior nos B-1CDPs para 

os dois tempos comparados aos MMOs. A concentração desta citocina mostrou-se 

no mínimo dez vezes maior no tempo de 24 horas pós-infecção quando comparada 

à quantidade do tempo de 2 horas tanto para B-1CDPs quanto para MMOs. As 

demais citocinas quantificadas, IL-12p70, IL-10 e IFN-γ, não foram exibidas 

graficamente pelo fato das concentrações detectadas (menores que 10 pg/mL) se 

encontrarem abaixo do limite de detecção da técnina utilizada. 

Desta forma, estes resultados mostraram que no tempo de 24 horas pós-

infecção a concentração das citocinas pró-inflamatórioas TNF, MCP-1 e IL-6 é maior 

quando comparada ao tempo de 2 horas. Além disso, os MMOs possuem maior 

capacidade de produzir TNF e MCP-1 do que os B-1CDPs, mas em relação a 

citocina IL-6, os B-1CDPs são os maiores produtores. 
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Figura 25 - Produção de citocinas pelos B-1CDPs e MMOs em 24 horas pós-
infecção com L. (L.) amazonensis.  B-1CDPs e MMOs foram infectados 
com L. (L.) amazonensis (2:1) por 2 horas a 33 °C, tendo o sobrenadante 
recolhido e meio fresco adicionado. As culturas foram incubadas até o tempo 
de 24 horas pós-infecção em que o sobrenadante também foi recolhido. A 
dosagem das citocinas TNF (A), MCP-1 (B), IL-6 (C), IL-12p70, IL-10 e IFN-γ 
(dados não mostrados) foi realizada por citometria de fluxo utilizando o kit 
CBA. Resultados representam um experimento biológico. 

 

A produção de óxido nítrico foi avaliada no tempo de 2 e 24 horas de infecção 

dos B-1CDPs e MMOs, bem como em B-1CDPs e MMOs deficientes em MyD88 e 

TRIF (Figura 26). Esta dosagem também foi realizada no sobrenadante do 

experimento envolvendo as células tratadas ou não com vacuolina-1 (Figura 27). Os 

resultados mostram que não houve diferença na concentração de nitrito entre todos 

os grupos analisados. 
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Figura 26 - Produção de óxido nítrico em 2 e 24 horas de infecção dos B-1CDPs e 
MMOs WT e deficientes de MyD88 e TRIF. B-1CDPs e MMOs WT, MyD88-/- 
e TRIF-/- foram infectados com L. (L.) amazonensis (2:1) por 2 horas a 33 °C e 
incubados novamente em meio fresco até o tempo de 24 horas pós-infecção. 
O sobrenadante destes dois tempos foi recolhido e a dosagem de nitrito foi 
realizada utilizando o kit Measure-ITTM High-Sensitivity Nitrite Assay. Os 
valores correspondem à média e desvio padrão da triplicata de um 
experimento, que representa a dosagem feita do sobrenadante de três poços 
diferentes. Análise estatística utilizada: ANOVA. 

 

 

Figura 27 - Produção de óxido nítrico em 24 horas pós-infecção dos B-1CDPs e 
MMOs tratados ou não com vacuolina-1. B-1CDPs e MMOs foram 
infectados com L. (L.) amazonensis (2:1) por 2 horas a 33 °C e incubadas 
novamente em meio fresco até o tempo de 24 horas pós-infecção em que o 
sobrenadante foi recolhido. A dosagem de nitrito foi realizada utilizando o kit 
Measure-ITTM High-Sensitivity Nitrite Assay. Os valores correspondem à 
média e desvio padrão da triplicata de um experimento, que representa a 
dosagem feita no sobrenadante de três poços diferentes. Análise estatística 
utilizada: ANOVA. 
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Durante a infecção por Leishmania, várias células do sistema imune estão 

envolvidas na resposta contra o patógeno, e como as leishmânias possuem diversos 

mecanismos de evasão, se torna muito importante ter um conhecimento cada vez 

mais profundo em relação ao papel exercido por cada tipo celular, para compreender 

de melhor forma a imunobiologia deste tipo de infecção. A principal célula 

hospedeira para a Leishmania é o macrófago devido à sua susceptibilidade, que 

permite o estabelecimento da infecção e a persistência do parasito (3,17). Desta 

forma, pode-se pensar no envolvimento de outras células fagocíticas na manutenção 

da doença, servindo como abrigo seguro para os parasitos assim como os 

macrófagos. 

Poucos estudos têm abordado o papel das células B-1 na infecção por 

Leishmania, e a grande maioria destes trabalhos tem mostrado que estas células 

contribuem para a susceptibilidade à doença, como já visto em infecções por L. (L.) 

major (83,85) e L. (L.) infantum chagasi (86). Devido às diversas características 

encontradas na infecção por diferentes espécies de Leishmania, o presente trabalho 

foi realizado com a intenção de avaliar a participação das células B-1, 

especificamente os fagócitos derivados de células B-1, durante a infecção por L. (L.) 

amazonensis. 

As células B-1 diferem das células B convencionais por serem encontradas 

principalmente nas cavidades peritoneal e pleural, por seu fenótipo de marcadores 

de superfície e pela capacidade de produzir grandes quantidades de IgM 

polirreativas (52,53). Muitos trabalhos já mostraram que a obtenção das células B-1 

por lavado peritoneal garante uma alta reprodutibilidade, e que quando recolhidas do 

sobrenadante da cultura após 5 ou 7 dias de incubação é a população prevalente, 

comprovada por citometria de fluxo (69,81,90). Para a confirmação de que os 

experimentos realizados para este estudo fossem realmente com uma população de 

células B-1 com baixa contaminação por macrófagos peritoneais, a 

imunofenotipagem foi realizada. Para isso foram utilizados anticorpos anti-CD19, 

anti-CD23 e anti-F4/80. Os resultados mostraram que 88,6% da população total de 

células peritoneais obtidas do sobrenadante de 5º dia de cultura representam as 

células  B-1 (Figura 8). Além disso, menos de 1% das células apresentaram ser 

positivas para F4/80 e negativas para CD19 (Figura 9) correspondente aos 

macrófagos, indicando um número tão baixo que não poderia interferir nos ensaios 

realizados com as células B-1. 
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Almeida e colaboradores (69) demonstraram que as células B-1 podem se 

diferenciar em fagócitos e migrar da cavidade peritoneal para um local inflamatório 

não específico. A capacidade microbicida dos B-1CDPs foi investigada por Popi e 

colaboradores (46) utilizando a bactéria Coxiella burnetii. Neste estudo foi mostrado 

que os B-1CDPs são mais permissivos à esta infecção do que os macrófagos, sendo 

menos efetivos na eliminação das bactérias. Desta forma, foi sugerido que a IL-10 

liberada pelos B-1CDPs estaria associada diretamente com esta suceptibilidade, não 

explorando com maior detalhe os efeitos microbicidas destas células. Outro estudo, 

utilizando L. (L.) major, também mostrou que os B-1CDPs são mais susceptíveis à 

infecção quando comparados aos PMOs, apresentando um maior número de 

amastigotas intracelulares e maior porcentagem de células infectadas (85). Neste 

mesmo estudo, além da contribuição da IL-10 na susceptibilidade dos B-1CDPs, a 

presença de prostaglandinas mostrou ser importante para a multiplicação do 

parasito no interior das células. Os nossos resultados mostraram que os B-1CDPs 

possuem a mesma capacidade de serem infectados por L. (L.) amazonensis e de 

permitir a multiplicação dos parasitos no seu interior quando comparados aos PMOs 

e MMOs (Figura 10A). O número de parasitos a cada 100 células infectadas foi 

equivalente entre os três tipos celulares nos dois tempos de infecção (2 e 48 horas). 

Como nossos resultados não foram semelhantes aos do trabalho de Arcanjo e 

colaboradores (85), em que mostrou que os B-1CDPs possuem maior carga 

parasitária quando comparados aos PMOs, isto pode ser explicado pelo fato deste 

estudo ter utilizado camundongos BALB/c, L. (L.) major, maior inóculo de parasitos e 

maior tempo de infecção. De qualquer forma, os nossos dados demonstram, assim 

como os outros trabalhos, que os B-1CDPs são capazes de abrigar Leishmania, 

inclusive a espécie L. (L.) amazonensis, o que fortemente sugere que esta célula 

deveria ser considerada também uma célula hospedeira importante na infecção do 

mesmo modo que os macrófagos. 

A interação da Leishmania com macrófagos pode ocorrer pelo 

reconhecimento de antígenos do parasito por vários receptores da célula. Fazendo 

parte deste grupo estão os receptores do tipo Toll, que possuem vias de sinalização 

envolvidas na resposta inflamatória à infecção por Leishmania (19). Para 

verificarmos qual via de sinalização está sendo utilizada pela L. (L.) amazonensis na 

infecção dos B-1CDPs e MMOs, camundongos deficientes para moléculas 

adaptadoras dos TLRs, MyD88 e TRIF, foram utilizados neste estudo. Os resultados 
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preliminares mostraram que a ausência da molécula MyD88 resulta no aumento da 

infecção dos B-1CDPs comparados ao WT, e que na ausência de TRIF a infecção é 

equivalente ao controle WT (Figura 12A). Já para os MMOs, tanto o controle quanto 

MyD88-/- e TRIF-/- apresentaram o mesmo perfil de infecção não tendo diferença 

significativa (Figura 13A). Em trabalhos publicados com experimentos in vivo, foi 

mostrado que camundongos deficientes para MyD88 são mais susceptíveis à 

infecção por L. (L.) major (91,92), como também para L. (L.) amazonensis (93). O 

que mais chama a atenção é a grande diferença na multiplicação do parasito 

observada em B-1CDPs MyD88-/- quando comparada aos MMOs (Figuras 12A e 

13A), também deficientes desta molécula. Isto sugere que vias envolvendo MyD88 

devem servir como mecanismos importantes para a resistência à infecção por L. (L.) 

amazonensis, com maior relevância para os B-1CDPs do que para MMOs. Futuros 

ensaios precisam ser realizados para compreender de melhor forma as diferenças 

em relação à sinalização mediada pelos TLRs em B-1CDPs e macrófagos.  

Sobre a capacidade fagocítica dos B-1CDPs, foi mostrado que ao incubar 

estas células com eritrócitos opsonizados com IgG ou com partículas de zimozan, 

elas são capazes de fagocitar via receptores Fc e de manose (69). Além disso, os B-

1CDPs possuem atividade fagocítica ativa para Staphylococcus aureus e 

Escherichia coli, demonstrada com o uso de citocalasina B e colchicina. Estas 

drogas impedem a polimerização de actina e microtúbulos, respectivamente, 

auxiliando na avaliação do papel do citoesqueleto no processo de engolfamento de 

partículas (76). Na infecção por Leishmania, a atividade da proteína tirosina quinase 

no macrófago pode ser induzida durante a interação com os receptores no momento 

da entrada do parasito na célula hospedeira. O tratamento de macrófagos com 

genisteína (inibidor da proteína tirosina quinase) e citocalasina B, antes da infecção 

com L. (L.) donovani, mostrou uma diminuição do número de parasitos por célula, 

evidenciando a importância da tirosina quinase e da polimerização de actina para a 

fagocitose (94). Assim, para avaliar o mecanismo de entrada da L. (L.) amazonensis 

nos B-1CDPs, estas células e os MMOs foram tratados com as drogas genisteína e 

latrunculina A (inibidor da polimerização dos filamentos de actina) e em seguida 

infectados com os parasitos. Os resultados foram semelhantes aos encontrados na 

literatura, mostrando que os B-1CDPs e MMOs tratados com ambas as drogas 

apresentaram menor número de parasitos internalizados e maior número de 

parasitos aderidos à membrana, quando comparados ao grupo controle não tratado 
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(Figura 14). A porcentagem de infecção dos grupos tratados com latrunculina A, 

para ambas as células, diminuiu drasticamente comparado ao controle (Figura 15). 

Isso mostra o papel fundamental que a actina possui, pois a desestabilização do 

citoesqueleto, induzida por drogas que afetam os filamentos de actina, reduz a 

aderência e engolfamento das promastigotas e, concomitantemente, a carga 

parasitária no interior das células (17). Portanto, nossos resultados mostraram que 

ao inibir o processo de fagocitose os parasitos não são capazes de infectar os B-

1CDPs, demonstrando que o mecanismo de entrada envolvido é a via fagocítica. Os 

MMOs foram utilizados como controle pois, como já bem descrito, só podem ser 

infectados pelo processo de fagocitose (17,36).  

A L. (L.) amazonensis possui a característica de induzir a formação de 

grandes vacúolos parasitóforos no macrófago devido à fusão com os lisossomos e 

fagolisossomos, o que facilita sua sobrevivência no ambiente hostil da célula por 

resultar na diluição das moléculas microbicidas (21,41,42). Esta capacidade da 

Leishmania em relação aos B-1CDPs ainda não foi estudada. Porém, na infecção 

por Coxiella burnetii foi mostrada a formação de grandes vacúolos nos B-1CDPs, 

sendo maiores do que dos macrófagos infectados (46). A multiplicação e 

sobrevivência da L. (L.) amazonensis está relacionada com o tamanho do vacúolo 

parasitóforo. Um estudo utilizando macrófagos e fibroblastos murinos possuindo 

uma anormalidade que gera a formação de grandes lisossomos (camundongos 

beige, mutação no gene Lyst), demonstrou que estas células apresentam um maior 

vacúolo parasitóforo quando infectadas com L. (L.) amazonensis, com um aumento 

na multiplicação dos parasitos intracelulares. Quando estas células foram 

complementadas geneticamente para superexpressar o gene deficiente, Lyst (gene 

regulador do tamanho de lisossomos), os vacúolos passaram a ser visivelmente 

pequenos, não sustentando a multiplicação da L. (L.) amazonensis. Quando são 

tratadas com vacuolina-1 (molécula que promove a expansão de vacúolos), estas 

células passam a apresentar grandes vacúolos parasitóforos promovendo a 

multiplicação dos parasitos (45). Como já foi mostrado em nossos resultados que os 

B-1CDPs e macrófagos podem ser infectados e permitem a multiplicação de L. (L.) 

amazonensis de maneira semelhante, foi avaliado o efeito da vacuolina-1 nesta 

infecção para comparar a susceptibilidade de cada célula após o tratamento. Para 

os B-1CDPs não teve diferença no número de parasitos a cada 100 células 

infectadas e no índice de infecção, do tempo de 96 horas pós-infecção, quando 
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previamente tratados ou não com vacuolina-1 (Figuras 16A e 17B). Em 

contrapartida, os MMOs tratados apresentaram maior número de parasitos por 100 

células infectadas e maior índice de infecção quando comparados ao controle não 

tratado com vacuolina-1 (Figuras 16B e 18B). A capacidade de infecção no tempo 

de 2 horas não foi alterada pelo tratamento com vacuolina-1 para ambas as células, 

mostrando apenas um efeito tardio na infecção dos MMOs.  

Como o tamanho do vacúolo parasitóforo pode influenciar na capacidade de 

sobrevivência e multiplicação da L. (L.) amazonensis, nós investigamos se os B-

1CDPs e MMOs possuem a mesma capacidade de formar grandes vacúolos, 

incorporando nestes ensaios o tratamento com vacuolina-1, analisando as 

diferenças no tamanho dos vacúolos parasitóforos e posteriormente na expressão 

de Lyst. A média do comprimento dos vacúolos de B-1CDPs contendo parasitos se 

apresentou maior do que a média dos MMOs (Figura 20), mesmo sem o tratamento 

com vacuolina-1. Isso concorda com os resultados obtidos por Popi e colaboradores 

(46) em que os B-1CDPs apresentaram maiores vacúolos do que dos macrófagos, 

quando infectados com Coxiella burnetii. Em relação às células tratadas com 

vacuolina-1, a média do comprimento dos vacúolos dos B-1CDPs e MMOs se 

encontrou maior quando comparados aos seus controles. Para os MMOs, o aumento 

no tamanho dos vacúolos, causado pela vacuolina-1, correlacionou com o aumento 

no índice de infecção quando comparado ao controle não tratato, confirmando este 

efeito na multiplicação da Leishmania. Já os B-1CDPs, mesmo apresentando 

maiores vacúolos quando tratados com vacuolina-1, não permitiram o aumento da 

carga parasitária, sendo semelhante ao perfil do grupo de células não tratadas. Este 

fenômeno pode estar relacionado ao fato de que estas células quando infectadas já 

apresentam grandes vacúolos mesmo sem o tratamento com vacuolina-1. Por outro 

lado, para os MMOs, como foi observado uma maior diferença do tamanho dos 

vacúolos entre o grupo tratado e não tratado, este aumento mais significativo pode 

ter sido o suficiente para influenciar na capacidade de multiplicação da Leishmania, 

o que resultou no aumento do índice de infecção dos MMOs tratados com vacuolina-

1. 

A expressão do gene Lyst foi quantificada para investigar se a L. (L.) 

amazonensis é capaz de modular a expressão deste gene regulador de maneira 

diferente em B-1CDPs e MMOs. O tratamento com vacuolina-1 e a infecção com 

Leishmania, utilizados separadamente, mostraram ser capazes de aumentar a 
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expressão de Lyst nos B-1CDPs (Figura 23A) 96 horas pós-infecção. A partir destes 

resultados pode-se pensar que com o estímulo do tratamento ou da infecção, em 

que ambos induzem a expansão de vacúolos, os B-1CDPs responderam 

aumentando a expressão de Lyst na tentativa de controlar esta expansão. Este 

mesmo fenômeno ocorreu para as células tratadas e infectadas, e como a 

expressão relativa foi semelhante entre os três grupos avaliados, mostrou que o 

tratamento somado à infecção não apresentam sinergismo. Estes resultados foram 

baseados na média da expressão relativa da triplicata biológica, que mesmo 

representando o dobro em relação ao controle, este aumento não possui diferença 

significativa. Para os MMOs, a média da expressão relativa se apresentou muito 

semelhante ao controle para todos os grupos estudados (tratados com vacuolina-1 

e/ou infectados com Leishmania) (Figura 23B). Isto indica que os MMOs, diferente 

dos B-1CDPs, não são capazes de aumentar a expressão de Lyst sob estímulo da 

vacuolina-1 ou do parasito, ou o aumento é significativamente menor quando 

comparado aos B-1CDPs. Como Lyst está estritamente relacionado ao tráfego e 

tamanho dos lisossomos, seria interessante analisar a biogênese de lisossomos 

nestas duas populações celulares, quando infectadas por Leishmania. Muitos 

trabalhos têm demonstrado que Lyst está envolvido na biogênese e fusão de 

lisossomos em vários compartimentos (95,96). Recentemente foi demonstrado por 

Cortez e colaboradores (97) que células tratadas em diferentes condições de 

estresse diminuem ou aumentam a entrada de Trypanossoma cruzi, e que a 

biogênese/distribuição de lisossomos é essencial para este fenômeno. Sendo assim, 

Leishmania ativaria diferentes processos envolvendo lisossomos, como fusão de 

membranas, biogênese do vacúolo parasitóforo e tráfego de vesículas, dependendo 

do tipo celular infectado. Neste sentido, sabe-se que a fusão do vacúolo parasitóforo 

de Leishmania com diferentes estruturas da célula é um processo contínuo (98). 

A L. (L.) amazonensis possui muitos mecanismos de evasão do sistema 

imune e um deles está relacionado à sua capacidade de induzir a expressão de 

CD200 (40). A CD200 é uma glicoproteína de membrana presente nos timócitos, 

células B, células T, neurônios, células endoteliais, entre outras; já seu receptor é 

encontrado nas células mielóides, como os macrófagos (99). Um dois efeitos da 

interação da CD200 com seu receptor é a inibição da expressão de moléculas pró-

inflamatórias, contendo o processo inflamatório e, em consequência, a resolução de 

uma infecção (89). A indução da expressão de CD200 em macrófagos murinos no 
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início da infecção (1 hora após a infecção) por amastigotas de L. (L.) amazonensis 

foi mostrada ser importante para a manutenção da infecção (40). Por outro lado, 

formas promastigotas não são capazes de induzir CD200 em níveis significativos no 

início da infecção (dados obtidos pelo nosso laboratório), o que leva a pensar em 

escolher pontos de infecção mais tardios que tenham maior quantidade de 

amastigotas intracelulares. Desta forma, os níveis de expressão gênica de Cd200 

dos B-1CDPs e MMOs, infectados e previamente  tratados ou não com vacuolina-1, 

foram verificados no tempo de 96 horas pós-infecção. Nossos resultados mostraram 

que a média da expressão dos transcritos de Cd200 nos B-1CDPs e MMOs foi muito 

semelhante entre as células somente tratadas ou infectadas e as células que 

receberam os dois estímulos (Figura 24). Esta expressão apresentou-se como o 

dobro em relação ao controle, embora este aumento não tenha sido significativo 

estatisticamente. A razão pela qual a vacuolina-1 aumenta a expressão de Cd200 

pode ser o fato de que a célula conduza para uma resposta anti-inflamatória frente a 

este estímulo, sendo equivalente à resposta contra L. (L.) amazonensis, diferindo 

apenas no propósito de que o parasito induz essa expressão para a sua 

sobrevivência. Além disso, o tratamento com vacuolina-1 seguido da infecção com 

os parasitos não possui um efeito sinérgico para a expressão de Cd200. De 

qualquer forma, o aumento da expressão de Cd200 no tempo de 96 horas pós-

infecção pode ser muito importante para a manutenção do parasito no interior da 

célula por evitar a ativação da mesma. Os níveis de expressão dos transcritos de 

Cd200 dos B-1CDPs mostraram ser variáveis entre os três experimentos, ficando 

bem evidente a baixa expressão em dois deles e uma alta expressão em um ensaio. 

Dessa forma, a realização de mais experimentos seria importante para conferir qual 

padrão de expressão é o mais frequente, bem como identificar os níveis de 

expressão proteica de CD200 durante a infecção das células pelo parasito. 

Para a avaliação da resposta imune dos B-1CDPs e MMOs, citocinas foram 

quantificadas do sobrenadante de 2 horas de infecção e 24 horas pós-infecção. A 

produção das citocinas pró-inflamatórias TNF e MCP-1 aumentou no tempo de 24 

horas em relação ao tempo de 2 horas, tanto para os B-1CDPs quanto para os 

MMOs (Figura 25A e B). Embora ambas as células aumentaram a produção destas 

citocinas em 24 horas, os MMOs mostraram maior capacidade de produção do que 

os B-1CDPs, produzindo praticamente o dobro da quantidade nos dois tempos de 

infecção. Quando estimulados com LPS, os macrófagos se ativam e produzem TNF 
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como uma resposta inicial (100). Sua produção também já foi visualizada na 

infecção dos macrófagos por L. (L.) amazonensis, mas seus níveis só foram 

detectados na presença de neutrófilos na cultura, tanto em 24 quanto em 72 horas 

pós-infecção. Enquanto para MCP-1, sua maior produção foi detectada no tempo de 

24 horas na ausência dos neutrófilos (101). As citocinas TNF e MCP-1 possuem 

capacidade de recrutar células para o local inflamatório ou de infecção, sendo esta 

última específica para monócitos. Assim, os B-1CDPs e MMOs foram ativados e 

mostraram resposta pró-inflamatória na tentativa de combater a infecção pelo menos 

até este tempo observado.  

A citocina IL-6 foi produzida em maior quantidade pelos B-1CDPs do que 

pelos MMOs, nos dois tempos de infecção (Figura 25C). Porém, as duas células 

foram capazes de aumentar esta produção no tempo de 24 horas mais de dez vezes 

em relação ao produzido em 2 horas de infecção. A IL-6 é conhecida como uma 

citocina multifuncional devido ao seu papel na resposta imune, inflamação, 

hematopoiese, no sistema endócrino e nervoso. Os macrófagos produzem grandes 

quantidades desta citocina, que também é responsável pela proliferação e 

diferenciação dos linfócitos T, indução da diferenciação das células B em 

plasmócitos, entre muitas outras funções (102). Um estudo mostrou e sugeriu que a 

IL-6 produzida pelos macrófagos peritoneais é importante para a sobrevivência das 

células B-1 por aumentar sua viabilidade. Além disso, observaram que sem qualquer 

estímulo as células B-1 não produzem IL-6 (103). Nossos resultados mostraram que 

os B-1CDPs são capazes de produzir IL-6 quando infectados com L. (L.) 

amazonensis, e além disso esta produção é mais eficiente do que a dos MMOs, 

embora esta capacidade contribua para a resposta pró-inflamatória de ambas as 

células.  

As outras citocinas, IL-12p70, IL-10 e IFN-γ, foram quantificadas (dados não 

mostrados), contudo não apresentaram concentrações significantes devido aos seus 

níveis se encontrarem abaixo do limite de detecção. A IL-12 é muito importante para 

o desenvolvimento de uma resposta efetiva contra Leishmania, e como os 

macrófagos representam a principal célula hospedeira para este parasito, 

consequentemente acabam não sendo a principal fonte desta citocina, concedendo 

este papel para as células dendríticas (104). De forma semelhante ocorre para a 

produção de IFN-γ, que é secretado por células T e que possui capacidade de ativar 

os macrófagos sendo um fator muito importante na defesa contra a Leishmania 
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intracelular (105). Já a IL-10, uma citocina anti-inflamatória com papel muito 

importante na sobrevivência do parasito, pode ser secretada pelos macrófagos 

(106), mas também pelas células B-1, que neste caso age como fator de 

autorrenovação destas últimas além do efeito anti-inflamatório (60). 

Outro aspecto avaliado em nossos estudos foi a produção de óxido nítrico. 

Durante a resposta imune, este fator é essencial para a citotoxicidade mediada pelos 

macrófagos (107). Apenas macrófagos ativados podem produzir NO, e foi verificado 

que este é essencial para o controle da infecção por L. (L.) major (108). Por outro 

lado, as espécies L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis são resistentes ao NO, 

estando correlacionado à gravidade da doença (109). Nossos resultados mostraram 

que não teve diferença na produção de NO entre os B-1CDPs e MMOs WT e 

deficientes para MyD88 e TRIF (Figura 26), mesmo apresentando um perfil de 

infecção maior no grupo dos B-1CDPs MyD88-/-. Também não houve diferença na 

produção de NO entre as células controle com as infectadas e/ou tratadas com 

vacuolina-1 no tempo de 24 horas pós-infecção (Figura 27). Isso mostra que mesmo 

com o estímulo dos parasitos e/ou do tratamento com vacuolina-1, os B-1CDPs e 

MMOs não foram capazes de produzir significantes níveis de NO até este momento 

da infecção.  

Tendo em vista todos os resultados observados, este estudo mostrou que os 

B-1CDPs são capazes de fagocitar e permitir a multiplicação de L. (L.) amazonensis 

no seu interior. Além disso, possuem a característica de formar grandes vacúolos 

parasitóforos, um ambiente propício para a sobrevivência desta espécie, 

apresentando uma resposta imune voltada para o perfil pró-inflamatório em 24 horas 

pós-infecção, na tentativa de controlar este tipo de infecção. Este trabalho contribui 

para os estudos relacionados à investigação das diferentes células envolvidas na 

resposta imune contra Leishmania, fortalecendo a ideia de que além dos 

macrófagos, neutrófilos, células dendríticas e fibroblastos, outras células podem 

estar servindo como um abrigo seguro para estes parasitos, contribuindo fortemente 

para a manutenção da infecção. Com este conhecimento, o presente trabalho pode 

servir como base para futuras pesquisas relacionadas ao estudo dos mecanismos 

de escape da resposta imune que a Leishmania utiliza. Como um destes 

mecanismos pode estar relacionado com a indução da expressão de CD200 nos B-

1CDPs, mais investigações nesta área poderiam contribuir para o melhor 

entendimento da imunobiologia deste patógeno. 
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A partir dos resultados obtidos neste estudo, podemos concluir que: 

 

- As células B-1 correspondem à maior população obtida do sobrenadante das 

células peritoneais cultivadas por cinco dias. 

 

- A capacidade de infecção da L. (L.) amazonensis e seu perfil de multiplicação 

nos B-1CDPs é semelhante quando comparada aos PMOs e MMOs. 

 

- Os B-1CDPs deficientes para a molécula adaptadora MyD88 dos TLRs são 

mais susceptíveis à infecção por L. (L.) amazonensis e mais permissivos para a 

multiplicação dos parasitos no seu interior quando comparados ao WT e TRIF-/-. 

 

- O modo pelo qual os B-1CDPs são infectados por L. (L.) amazonensis é pelo 

mecanismo de fagocitose, mesma via utilizada pelos MMOs.   

 

- O tratamento com vacuolina-1 não aumenta a capacidade de multiplicação 

dos parasitos nos B-1CDPs, mas sim nos MMOs. 

 

- Os B-1CDPs possuem vacúolos parasitóforos maiores do que dos MMOs, 

porém o tratamento com vacuolina-1 somado à infecção com L. (L.) amazonensis 

faz igualar o tamanho dos vacúolos. 

 

- Apenas o tratamento com vacuolina-1 ou a infecção com L. (L.) amazonensis 

é capaz de aumentar a expressão de Lyst nos B-1CDPs, porém o sinergismo destes 

dois fatores não ocorre. 

 

- Os MMOs infectados com L. (L.) amazonensis são capazes de produzir maior 

quantidade de TNF e MCP-1 do que os B-1CDPs, porém o inverso ocorre em 

relação à produção de IL-6. 

 

- O perfil da resposta imune conduzido pelos B-1CDPs e MMOs quando 

infectados com L. (L.) amazonensis, de acordo com as principais citocinas 

produzidas em 24 horas pós-infecção, caracteriza ser pró-inflamatório sem diferença 

na produção de óxido nítrico. 
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APÊNDICE A – Marcação de CD19 das células peritoneias do sobrenadante de 5º 

dia e de macrófagos de medula de camundongos C57BL/6. 

 

Células do sobrenadante 

 

 

Macrófagos de medula 
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APÊNDICE B – Citometria do sobrenadante de 3º dia de células peritoneais de 

camundongos BALB/c, marcação de CD19, CD23 e F4/80. 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



104 
 

APÊNDICE C – Imagens de imunofluorescência representativas do experimento de 

B-1CDPs WT, MyD88-/- e TRIF-/- infectados com L. (L.) amazonensis ilustrando sua 

multiplicação. 

 

 

Barra de escala corresponde a 10 µm 
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APÊNDICE D – Imagens de imunofluorescência representativas do experimento de 

MMOs WT, MyD88-/- e TRIF-/- infectados com L. (L.) amazonensis ilustrando sua 

multiplicação. 

 

 

Barra de escala corresponde a 10 µm 
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APÊNDICE E – Imagens de imunofluorescência exemplificando a contagem dos 

parasitos aderidos e internalizados dos ensaios sobre a avaliação da capacidade 

fagocítica. 

 

 

Barra de escala corresponde a 10 µm e as setas brancas indicam o núcleo do 

parasito internalizado quando o mesmo não possuía marcação em verde. 

 


