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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Estudo da migração celular induzida por Leishmania (Viannia) braziliensis na composição da 
reação inflamatória mimetizada em modelo de bolsa de ar subcutânea em hamster e a sua 

relação com a evolução e gravidade da infecçcão 

RESUMO 

TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL 

CAMILA OLIVEIRA DE VASCONCELOS 

Leishmania (Viannia) braziliensis é a principal espécie envolvida na leishmaniose 
tegumentar americana. O hamster é o modelo mais susceptível às espécies do 
subgênero Viannia. O surgimento das lesões está relacionado à carga infectiva 
inicial, influenciando a gravidade, a evolução clínica e as alterações histopatológicas 
na doença. Neste estudo, foi avaliado o perfil imunocelular inflamatório induzido por 
diferentes cargas infectivas de L. braziliensis e a sua relação com a evolução e 
gravidade da infecção, em modelo hamster. Hamsters (n=60) foram infectados na 
pata (via intradérmica) com promastigotas de L. braziliensis com 104, 105 e 106 e a 
mensuração da espessura da pata foi realizada semanalmente por 45 dias. No 15º e 
45º dia pós-infecção, os animais foram submetidos à bolsa de ar subcutânea com 
inóculo de 106 parasitos. Foram coletados a pata infectada e o linfonodo de 
drenagem da lesão (LN), bem como o exsudato e o tecido da bolsa de ar, para 
avaliação de parâmetros, tais como: recrutamento e fenótipo celular (bolsa de ar), 
carga parasitária (pata e LN; RTqPCR), expressão de citocinas (pata e LN; 
RTqPCR) e aspectos histopatológicos (pata e tecido da bolsa de ar). Observou-se 
que o tempo de surgimento das lesões foi inversamente relacionado à concentração 
do inóculo, enquanto os aspectos das lesões, carga parasitária e alterações 
histopatológicas foram diretamente relacionados à concentração do inóculo. 
Observou-se ainda um perfil misto de expressão de citocinas, nos 3 inóculos e nos 
tempos avaliados. Observou-se também baixa modulação de IL-4 e TGF-β nos 
animais infectados com 104, o que pode ter contribuido para a discreta carga 
parasitária e lesões mais benignas, ao contrário do que foi observado com 106. Nos 
inóculos 105 e 106 observou-se uma aparente desregulação da resposta 
imunológica, com alta expressão de citocinas, provavelmente relacionado ao maior 
estímulo antigênico. Em suma, os resultados mostraram uma tendência do inóculo 
104 induzir um controle mais eficiente da infecção, mediado provavelmente pela 
baixa modulação das citocinas IL-4, IL-10 e TGF-β. Ao contrário, o inóculo 106 
mostrou tendência a um controle menos efetivo, e mesmo mediante a alta expressão 
de IFN-ɣ e iNOS, induziu também IL-4 e TGF-β, o que pode contribuir para o curso 
crônico da doença. Além disso, os dados sugerem também que o perfil de citocinas 
produzidas na primo-infecção no linfonodo pode ter influenciado o tipo e quantidade 
de células que foram recrutados no tecido da bolsa de ar.  

Palavras-chave: Leishmania braziliensis, bolsa de ar subcutânea, citocinas, infiltrado 
inflamatório, hamster, primo-infecção. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Study of cell migration induced by Leishmania (Viannia) braziliensis in the composition of the 
inflammatory reaction mimicked in a subcutaneous air pouch model in hamster and its relation 

with the evolution and severity of the infection 

ABSTRACT 

THESIS IN MEDICINA TROPICAL 

CAMILA OLIVEIRA DE VASCONCELOS 

Leishmania (Viannia) braziliensis is the main species involved in American 
tegumentary leishmaniasis. Hamster is the most susceptible model to the species of 
the subgenus Viannia. The appearance of the lesions is related to the initial 
infectious load, influencing the severity, the clinical evolution and the 
histopathological changes in the disease. In this study, the inflammatory 
immunocellular profile induced by different infective loads of L. braziliensis and its 
relation with the evolution and severity of the infection was evaluated in a hamster 
model. Hamsters (n = 60) were infected in the footpad (intradermal way) with L. 
braziliensis promastigotes with 104, 105 and 106 and the footpad thickness 
measurement was performed weekly for 45 days. On the 15th and 45th day after 
infection, the animals were submitted to a subcutaneous air pouch with inoculum of 
106 parasites. The infected footpad and lesion drainage lymph node (LN), as well as 
the exudate and the air pouch tissue, were collected for evaluation of parameters 
such as: recruitment and cell phenotype (air pouch), parasitic load (footpad and LN, 
RTqPCR), cytokine expression (footpad and LN; RTqPCR) and histopathological 
aspects (footpad and tissue of the air pouch). It was observed that lesion appearance  
was inversely related to the concentration of the inoculum; while lesion aspects, 
parasite load and histopathological changes were directly related to the concentration 
of the inoculum. A mixed profile of cytokine expression was also observed in the 3 
inocula and in the evaluated times. Low modulation of IL-4 and TGF-β was also 
observed in the animals infected with 104, which may have contributed to the mild 
parasite load and more benign lesions, contrary to what was observed with 106. In 
the inocula 105 and 106 was observed an apparent deregulation of the immune 
response, with high expression of cytokines, probably related to the major antigenic 
stimulus. In summary, the results showed a tendency of the inoculum 104 to induce a 
more efficient infection control, probably mediated by the low modulation of IL-4, IL-
10 and TGF-β cytokines. In contrast, the inoculum 106 showed a trend towards a less 
effective control, and even through the high expression of IFN-ɣ and iNOS, it also 
induced IL-4 and TGF-β, which may contribute to the chronic course of the disease. 
In addition, the data also suggest that the cytokine profile produced in the lymph 
node primo-infection may have influenced the type and the amount of cells that were 
recruited into air pouch tissue. 

Keywords:  Leishmania braziliensis,  subcutaneous air pouch,  cytokines,  inflammatory 
infiltrate, hamster, primo-infection.
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Situação do problema 

As doenças negligenciadas, embora, afetem milhares de pessoas ao redor do 

mundo, ainda não dispõem de tratamentos eficazes ou adequados. Em sua maioria, 

são doenças infecciosas que atingem principalmente pessoas com condições sócio-

econômicas precárias, em áreas tropicais e subtropicais, a exemplo das 

leishmanioses. Apesar das medidas adotadas nos programas de controle nos 

últimos anos, as leishmanioses continuam apresentando uma incidência alta, em 

várias regiões do mundo (WHO, 2017).  

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), as leishmanioses estão 

entre as onze doenças infecto-parasitárias de maior importância no mundo, sendo a 

segunda entre as causadas por protozoários (WHO, 2017).  

As leishmanioses compreendem duas apresentações clínicas, leishmaniose 

visceral (LV) e leishmaniose cutânea (LC), onde a evolução da infecção vai 

depender da espécie do parasito, da virulência da cepa, da quantidade de parasitos 

inoculados no momento da infecção e da resposta imunológica do hospedeiro. Estas 

manifestações clínicas variam desde lesões cutâneas simples até casos mais graves 

associados com disseminação para outros locais da pele ou mucosa, podendo 

ocorrer também visceralização dos parasitos (Pearson et al., 2005; Scorza et al., 

2017).  

As leishmanioses atingem 98 países situados em regiões tropicais e 

subtropicais. Estima-se que 700 mil a 1 milhão de novos casos ocorram anualmente 

em todo o mundo, com cerca de 20 a 30 mil mortes. Dos novos casos anuais, 50 a 

90 mil são de LV, forma mais grave da doença, responsável pela maioria dos casos 

fatais; e 0,6 a 1 milhão são de LC (WHO, 2017).  

No contexto mundial, o Brasil se destaca por estar entre sete mais 

acometidos pela LV, entre os seis países mais acometidos pela LC, e entre os 

quatro mais acometidos pela leishmaniose mucocutânea (LM), tornando-as 

importante problema de saúde pública em nosso país (WHO, 2017). 
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Figura 1 – Endemicidade da leishmaniose cutânea no mundo em 2015 
Fonte: WHO (2017).  

Nas Américas, a LC é conhecida como leishmaniose tegumentar americana 

(LTA), ocorrendo desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, com 

exceção do Chile e Uruguai (Brasil, 2017).  

No Brasil, a LTA encontra-se difundida em todas as regiões federadas, com 

número de casos variando de 18 a 35 mil por ano entre os anos de 1990 e 2015 

(Brasil, 2017). No Brasil, a LTA é causada por diferentes espécies de protozoários 

do gênero Leishmania, sendo que as espécies L. (Viannia) braziliensis, L. (V.) 

guyanensis e L. (Leishmania) amazonensis são as mais frequentemente associadas 

à doença humana (revisto por Da-Cruz; Pirmez, 2012).  

No Ceará, as formas tegumentares humanas têm como agente etiológico 

principal L. (V.) braziliensis (Vasconcelos et al., 1988), espécie capaz de 

desenvolver quadros de leishmaniose cutânea localizada (LCL), leishmaniose 

mucocutânea, no qual pode haver, principalmente, o comprometimento das mucosas 

da orofaringe, com elevada morbidade e a forma cutânea disseminada (LCD), 

relativamente rara, geralmente em pacientes imunossuprimidos (Pearson et al., 

2000; Sousa et al., 2006; Scorza et al., 2017).  
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1.2 Leishmaniose tegumentar americana (LTA) 

O espectro clínico da LTA depende de interações complexas que abrangem 

parasito e hospedeiro, tais como: a espécie de Leishmania, sua capacidade infectiva 

e o estado imunológico e nutricional do hospedeiro (Pearson; Sousa 1996; Scorza et 

al., 2017). Enquanto no Velho Mundo as espécies causam formas benignas e com 

frequência auto-limitadas, no Novo Mundo, as manifestações da LTA vão desde 

formas mais brandas, com lesão única, até formas mais graves, com 

comprometimento mucoso (Blum et al., 2004; Scorza et al., 2017).  

A leishmaniose cutânea localizada é a apresentação clínica mais prevalente 

de LTA, caracterizada por baixo parasitismo tecidual e considerada benigna, uma 

vez que responde bem à terapêutica antimonial, podendo mesmo evoluir para a cura 

espontânea (Da-Cruz; Pirmez, 2012; Scorza et al., 2017). Geralmente não traz 

ameaça à vida, mas pode ser socialmente estigmatizante, pela possibilidade de 

causar cicatrizes desfigurantes (Scorza et al., 2017). 

Em regiões onde L. braziliensis é endêmica, aproximadamente de 1 a 10% 

dos pacientes com LCL evoluem para LM (Scorza et al., 2017). Esta é considerada 

uma forma grave, onde as lesões são destrutivas, localizadas em áreas distantes do 

local do inóculo, no caso, o trato respiratório superior. Nessa apresentação clínica, a 

exacerbação da resposta imune aos antígenos de Leishmania e a cronicidade da 

doença impõem dificuldades no manejo terapêutico, a despeito da escassez de 

parasitos (Da-Cruz; Pirmez, 2012). Os casos de LM evoluem mais frequentemente 

com resistência terapêutica e reativação da lesão, em comparação com a LCL 

(Amato et al., 2007).  

A forma disseminada, também chamada de leishmaniose cutânea 

disseminada, causada por espécies de Leishmania do subgênero Viannia, como a L. 

braziliensis, tem emergido como altamente prevalente em algumas regiões do Brasil 

(Carvalho et al., 1994; Turetz et al., 2002; Machado et al., 2011). A LD é 

caracterizada por um grande número de lesões pleomórficas, em duas ou mais 

regiões anatômicas não contíguas, que compreendem uma mistura de lesões tipo 

acneiformes, papulares, nodulares e ulceradas (Machado et al., 2011). Os pacientes 

podem responder ao tratamento, mas requerem, muitas vezes, múltiplo ou um 

regime mais longo de tratamento do que LCL (Hashiguchi et al., 2016). 

Poucos são os estudos experimentais conduzidos com espécies do 

subgênero Viannia comparados com o subgênero Leishmania, apesar de sua 
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grande importância na América Latina (De Moura et al., 2005; Salay et al., 2007). No 

caso de L. braziliensis, provavelmente a escassez se deve à dificuldade no 

crescimento desse parasito em cultura e na obtenção das formas infectivas in vivo, e 

principalmente a baixa susceptibilidade dos camundongos à infecção por essa 

espécie (Neal; Hale 1983; De Moura et al., 2005). 

A maioria das linhagens de camundongos é resistente à infecção por 

espécies do subgênero Viannia, particularmente L. braziliensis. Dentre os 

camundongos mais utilizados, o BALB/c é o mais susceptível, apesar da lesão 

produzida ser benigna (nodular e não ulcerada) e apresentar curso rápido de 

evolução, culminando com a cura em poucas semanas. Portanto, não existe um bom 

modelo murino capaz de reproduzir a infecção natural de espécies de Leishmania do 

subgênero Viannia (Oliveira et al., 2004; Hommel et al., 1995).  

Diferente do modelo murino, o hamster é altamente susceptível à infecção por 

espécies do subgênero Viannia, podendo ser considerado um modelo experimental 

para estudo de LTA causada por espécies como L. braziliensis, L. panamensis e L. 

guyanensis (Travi et al., 1988; Oliveira et al., 2004; Gomes-Silva et al., 2013). As 

lesões geradas pela infecção tendem a se desenvolver rapidamente nesse modelo 

apresentando curso crônico de evolução, o que permite monitoramento por longos 

períodos, útil em estudos terapêuticos e imunológicos. Além disso, a infecção 

cutânea no hamster reproduz muitos dos aspectos observados na infecção humana 

como a linfoadenopatia, a metástase cutânea e a capacidade de montar uma 

resposta protetora em lesões secundárias (Hommel et al., 1995). Nesse sentido, o 

hamster preenche as características necessárias como modelo adequado no estudo 

das leishmanioses, principalmente pela susceptibilidade às espécies do subgênero 

Viannia (Mears et al., 2015). 

1.3 Aspectos imunopatológicos de LTA  

A inflamação é uma resposta do tecido a um dano e é caracterizada na fase 

aguda pelo aumento do fluxo sanguíneo e da permeabilidade vascular com 

acumulação de fluidos, leucócitos e mediadores inflamatórios, como as citocinas. A 

fase crônica é caracterizada pelo desenvolvimento da resposta imunológica celular e 

humoral aos patógenos presentes no local inflamatório. Durante o processo 

inflamatório, vários fatores solúveis estão envolvidos no recrutamento de leucócitos, 
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aumentando a expressão de moléculas de adesão e de quimioatração (Teixeira et 

al., 2006). Muitos desses mediadores solúveis regulam a ativação de células 

residentes como fibroblastos, células endoteliais, macrófagos teciduais e mastócitos, 

e recrutam novas células inflamatórias como monócitos, linfócitos, neutrófilos e 

eosinófilos; além disso, alguns desses mediadores desencadeiam também uma 

resposta sistêmica (Feghali; Wright, 1997).  

A resposta imunológica inata caracteriza-se por ser inespecífica e rápida e 

não gerar memória imunológica, podendo, entretanto, ser crucial para limitar a 

replicação e a propagação de agentes infecciosos, nos momentos iniciais da 

infecção (Bachmann; Kopf, 2002; Le Bom; Tough, 2002). Uma vez ultrapassada a 

barreira físico-química pelo patógeno, a resposta imunológica inata utiliza outros 

recursos, como os polimorfonucleares (PMN), monócitos, macrófagos, células 

dendríticas (CD), células natural killer (NK), linfócitos T natural killer (NKT), ativação 

dos receptores “toll-like” e frações do complemento, dentre outros (Pasare; 

Medzhitov, 2005).  

Células sentinelas, incluindo CDs, macrófagos e linfócitos T γδ, também 

expressam vários receptores para citocinas e, junto com as células do tecido, 

produzem quimiocinas iniciando a cascata da resposta inata (Spellberg, 2000). A 

interação patógeno-receptor “toll-like” induz a expressão de moléculas de adesão e 

coestimuladoras, e a liberação de citocinas e quimiocinas como IL (interleucina) -1α, 

IL-8, IL-12 e IFN (interferon) -γ. Consequentemente ocorre a migração de células 

inflamatórias para o sítio lesado (Schroder et al., 2006).  

Embora os macrófagos sejam as principais células hospedeiras para 

Leishmania, monócitos, células dendríticas e neutrófilos, que são recrutados para o 

local da infecção, podem se infectar e têm importantes e distintos papéis na 

formação da resposta imunológica à infecção (Scott; Novais, 2016). 

Quando fagocitadas por neutrófilos, as partículas estranhas são destruídas 

por enzimas proteolíticas estocadas nos grânulos dos PMNs e pela produção de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) (Awasthi et al., 2004). Nas leishmanioses, a 

própria Leishmania produz uma proteína quimioatraente chamada fator quimiotático 

de Leishmania (LCF), que pode atrair PMNs como neutrófilos, mas não atrai outros 

leucócitos como monócitos e células NK (van Zandbergen et al., 2002). Em 

humanos, os PMNs que contêm Leishmania são capazes de secretar quimiocinas 

como CXCL8, que é essencial para atrair mais PMNs para o local da infecção (Laufs 

et al., 2002). Um estudo mostra que a co-incubação de Leishmania com PMNs inibe 
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a produção de IFN-γ induzido pela quimiocina CXCL10, sugerindo que Leishmania 

inibe a atividade das células T helper 1 (Th1) e NK (van Zandbergen et al., 2002).  

Os PMNs são células fagocíticas que podem favorecer ou promover a morte 

da Leishmania, sendo responsáveis em controlar inicialmente o parasito (Lima et al., 

1998). Tem sido demonstrado que Leishmania pode sobreviver dentro de neutrófilos 

nas primeiras horas ou primeiros dias após a infecção (Laufs et al., 2002; van 

Zandbergen et al., 2004) e pode atrasar, embora não evite, a apoptose espontânea 

dos neutrófilos (Aga et al., 2002).  

Duas hipóteses têm sido propostas para a interação inicial Leishmania-

neutrófilo. Na primeira, o neutrófilo seria um local de refúgio temporário para os 

parasitos, e na segunda, o neutrófilo seria o local de adaptação da Leishmania para 

parasitar macrófagos. Ambas ocorrem simultaneamente, e mostram como a 

Leishmania é adaptada para usar a resposta natural do hospedeiro para sobreviver 

e se desenvolver (Peters et al., 2008). 

Os neutrófilos são rapidamente recrutados para o local da infecção por 

Leishmania (Peters et al., 2008), mas seu papel é complexo. Eles podem matar os 

parasitos ou proteger contra a infecção, dependendo da espécie do parasito e do 

hospedeiro. Os neutrófilos também podem contribuir no controle de L. braziliensis e 

L. amazonensis interagindo com macrófagos infectados (Novais et al., 2009; De 

Souza-Carmo et al., 2010). Em contrapartida, a absorção de neutrófilos apoptóticos 

por macrófagos e CDs após infecção por L. major pode limitar a ativação de 

macrófagos e CDs, levando a uma melhor sobrevivência parasitária (Savill et al., 

2002; van Zandbergen et al., 2004).  

Um estudo da lesão inicial mostra que outras células, além dos macrófagos, 

servem como hospedeiras para os parasitos em diferentes momentos da infecção. 

Durante as 18 h iniciais de infecção, a maioria das células infectadas são neutrófilos, 

entretanto, entre 48 horas e 7 dias após a infecção, a proporção dos neutrófilos 

infectados diminui e os macrófagos tornam-se as células infectadas predominantes 

(Peters et al., 2008). Resultados semelhantes foram documentados em um modelo 

de infecção por L. infantum (Thalhofer et al., 2011), no qual os macrófagos eram as 

células hospedeiras infectadas predominante com 2 a 7 dias de infecção. Esses 

estudos sugerem que a formação de lesões cutâneas se correlaciona com o 

desenvolvimento da imunidade adaptativa (Belkaid et al., 2000; Peters et al., 2008).  

Outro estudo relata que a infiltração dos neutrófilos ocorre em dois momentos 

na infecção cutânea. No primeiro momento, os neutrófilos são as células mais 
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frequentes no local da infecção com L. panamensis (dentro de 2 a 6 horas de 

infecção). A magnitude da primeira infiltração de neutrófilos é modesta e não tem 

efeitos aparentes na carga parasitária, nem no desenvolvimento clínico da lesão 

inicial. A segunda infiltração de neutrófilos é mais intensa que a primeira, e é 

associada a uma lesão aumentada, ulceração da pele, necrose e a carga parasitária. 

Os neutrófilos na segunda infiltração têm redução da função oxidativa, produção de 

óxido nítrico e expressão de GM-CSF. No entanto, eles expressam citocinas anti-

inflamatórias e proteases que provavelmente contribuem para a patologia do tecido 

na lesão crônica (Peniche et al., 2017). 

Na segunda infiltração dos neutrófilos, as lesões continham grande número 

de macrófagos infectados e parasitos extracelular. Esses dados corroboram com 

observações anteriores de neutrófilos associados a macrófagos parasitados e 

abundante presença de amastigotas livres no fluído extracelular das lesões de 

humanos (Daboul, 2010). O recrutamento dos neutrófilos pode ser induzido por 

amastigotas livres, que agem como quimioatraentes (van Zandbergen et al., 2002) 

ou pelos macrófagos inflamatórios. É possível que os fatores quimiotáticos 

produzidos pelos próprios parasitos (Rousseau et al., 2001) e citocinas inflamatórias 

(Lopez et al., 2009) estimulam o massivo recrutamento de neutrófilos nas lesões 

crônicas mais parasitadas.  

Os macrófagos são o segundo tipo celular que chegam ao local da infecção, 

atraídos no início por produtos da saliva e 2 a 3 dias depois por quimiocinas 

(Teixeira et al., 2006). Leishmania pode induzir quimiocinas que atraem monócitos, 

como CCL2 (Badolato et al., 1996). Além de atrair monócitos e macrófagos, CCL2 

pode atrair outras células como CDs e NK, que possuem CCR2, receptor para CCL2 

(Allavena et al., 1994; Ritter; Moll, 2000). Nas leishmanioses humanas, CCL2 e 

CCL3 são responsáveis pela ativação dos macrófagos nas lesões da pele, sugerindo 

que macrófagos estimulados pela ação sinérgica de CCL2 e IFN-γ podem matar os 

parasitos na LC (Muzio et al., 2000).  

Embora Leishmania consiga diferenciar-se em amastigota e proliferar dentro 

de células dendríticas (Prina et al., 2004), os macrófagos são as células hospedeiras 

preferenciais, nas quais os parasitos proliferam intensamente no interior dos 

fagolisossomos (Konecny et al., 1999). Esse tipo de célula é especializado em 

destruir patógenos invasores, mas Leishmania possui mecanismos sofisticados que 

inibem estas células no desempenho de sua função. Leishmania impede a ativação 

dos agentes antimicrobianos como o óxido nítrico (NO) e também inibem algumas 
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das citocinas que induzem a função dos macrófagos necessária para uma resposta 

imunológica efetiva (Moll, 2000). 

Os monócitos inflamatórios e CDs também são recrutados para o local da 

infecção e nos primeiros dias tornam-se as células dominantes infectadas com 

Leishmania (Ribeiro-Gomes et al., 2012). Mesmo dentro das primeiras horas de 

infecção, algumas CDs e monócitos são infectados com os parasitos. A 

consequência da infecção por monócitos é marcadamente diferente da infecção de 

macrófagos. Os monócitos apresentam uma forte explosão respiratória após a 

infecção, levando ao controle precoce dos parasitos, enquanto que os macrófagos 

precisam ser ativados por IFN-γ para matar os parasitos (Gonçalves et al., 2011). 

Sabe-se que ao ingerir PMNs apoptóticos, a produção de citocinas pró-

inflamatórias pelos macrófagos é inibida, através de mecanismos envolvendo TGF 

(fator de crescimento de transformação) -β, prostaglandina E2 e fator ativador de 

plaqueta (Fadok et al., 1998; Ribeiro-Gomes et al., 2004). Esses eventos contribuem 

para uma entrada silenciosa da Leishmania nos macrófagos, e em outros tipos 

celulares (Laskay et al., 2003; Laskay et al., 2008).  

Os eosinófilos, juntamente com os neutrófilos chegam inicialmente no local da 

infecção por patógenos em geral, incluindo Leishmania (Andrade et al., 1984; Lima 

et al., 1998; Pompeu et al., 1991; Teixeira et al., 2005). Por muito tempo, os 

eosinófilos foram consideradas células não específicas, com atividade anti-

microbiana mediada pela secreção de grânulos. O papel dos eosinófilos durante a 

infecção por Leishmania tem sido pouco investigado, inclusive em infecções 

experimentais. Os poucos estudos já realizados demonstraram que os eosinófilos 

representam 15% do infiltrado celular no local da infecção por L. major em 

camundongos resistentes (C57BL/6), não sendo identificado em camundongos 

susceptíveis (BALB/c) (Beil et al., 1992). Observou-se também que os eosinófilos do 

sangue periférico de humanos podem transcrever ácido ribonucléico mensageiro 

(RNAm) para uma variedade de citocinas, incluindo TNF (fator de crescimento 

tumoral) -α, IL-4, IL-5, IL-10 e IFN-γ, sugerindo, portanto, que os eosinófilos podem 

ter um importante papel na função das citocinas em doenças humanas (Nakajima et 

al., 1996). 

Atualmente se sabe que os eosinófilos podem influenciar o desenvolvimento 

da resposta imune adaptativa de três formas. Primeiro, os eosinófilos podem 

funcionar como células apresentadoras de antígenos (Padigel et al., 2006; Blanchard 

et al., 2009). No modelo de infecção por Strongyloides stercolaris, os eosinófilos 
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aumentaram sua expressão do MHC II (complexo maior de histocompatibilidade de 

classe II), direcionando a resposta imunológica para um fenótipo do tipo Th2 

(Padigel et al., 2006), e evidências sugerem a habilidade da apresentação de 

antígenos também na reação inflamatória alérgica (Akuthota et al., 2010). Segundo, 

os eosinófilos podem facilitar a resposta imune inata através da ativação de 

neutrófilos, basófilos e mastócitos (Blanchard et al., 2009; Akuthota et al., 2010). 

Terceiro, os eosinófilos podem moldar a resposta imune adaptativa induzindo a 

maturação de CDs e modulando a resposta das células Th1 e Th2 (Rodríguez; 

Wilson, 2014).  

As linhas iniciais de defesa contra patógenos invasores são barreiras físicas e 

químicas. Exemplos de barreiras químicas incluem a pele e as membranas 

mucosas, ambas revestidas com mastócitos. Durante muito tempo, os mastócitos 

foram apenas implicados na mediação de respostas alérgicas, mas evidências 

emergentes indicam que desempenham papéis iniciais fundamentais nas respostas 

imunes inatas e adaptativas. Primeiro, os mastócitos podem produzir NO e uma 

grande variedade de moléculas pró-inflamatórias, muitas das quais armazenadas em 

grânulos citoplasmáticos e liberadas em poucos minutos de ativação (Bidri et al., 

2001; Gali et al., 2005). Em segundo lugar, os mastócitos podem reconhecer e 

fagocitar micróbios através de CD48, receptores do complemento e receptores “toll-

like” (Bidri et al., 1997; Awasthi et al., 2004). Evidências crescentes demonstram que 

a exposição de mastócitos a produtos bacterianos, virais e de parasitos induz a 

secreção de mediadores pré-formados e/ou a síntese de citocinas e quimiocinas 

(Rodríguez; Wilson, 2014). 

Os sintomas da infecção são resultados de uma resposta inflamatória local, e 

um estudo sugere que os mastócitos são, em parte, responsáveis por mediar a lesão 

inflamatória local induzida por L. major (Wershil et al., 1994). Há evidências que os 

mastócitos favorecem uma resposta do tipo Th2 através da liberação de histamina, 

IL-4 e IL-13 (de Oliveira et al., 2005). Romao e colaboradores (2009) observaram 

que a degranulação dos mastócitos antes da infecção por L. major reduziu não 

somente sua habilidade em exacerbar a inflamação pela liberação de histamina, 

mas também sua habilidade em promover uma resposta adaptativa do tipo Th2, o 

que pode antagonizar o desenvolvimento de uma resposta Th1 curativa.  

A complexidade nas funções dos mastócitos durante infecção por Leishmania 

vai além das diferenças de cada hospedeiro. O número relativo de mastócitos pode 

variar de acordo com as espécies de Leishmania. Um estudo mostrou que as lesões 
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de L. brazilensis apresentavam o maior número de mastócitos, enquanto as lesões 

causadas por L. amazonensis mostravam o contrário (Tuon et al., 2008). Os autores 

especulam que as variações nas quimiocinas e/ou citocinas induzidas pelos 

parasitos, assim como a genética dos indivíduos, também podem resultar nas 

diferenças observadas nos infiltrados de mastócitos. Ambos os estudos em 

camundongos e humanos indicam que os mastócitos desempenham um papel na 

resposta inflamatória durante a LC, mas a extensão da infiltração e o fenótipo 

funcional dos mastócitos variam de acordo com as espécies de Leishmania e a 

origem do hospedeiro (Rodríguez; Wilson, 2014). 

Entretanto, mais recentemente, Paul e colaboradores (2016) consideram 

improvável o envolvimento de mastócitos no desenvolvimento clínico da LC. 

Segundo os autores, a LC murina se desenvolve independente dos mastócitos e que 

os mesmos não influenciam a função imunomoduladora na diferenciação das células 

T. Os autores concluiram também que, os mastócitos não são fontes importantes de 

IL-4 e, portanto, não devem influenciar na progressão da doença. 

As células NK têm sido descritas como tendo importante papel nas infecções 

por Leishmania. Células NK migram para a derme de camundongos infectados com 

L. major 24 horas após a infecção (Laskay et al., 1995). Foi demonstrado também 

que a migração de células NK em camundongos resistentes infectados com L. major 

está associada com a expressão da quimiocina CXCL10 (Vester et al., 1999). In 

vivo, células NK são as principais fontes de IFN-γ junto com linfócitos Th1 e uma 

atividade precoce destas células pode influenciar a cinética da resposta Th1, como 

foi relatado por Martin-Fontecha e colaboradores (2004). Esses autores observaram 

que células NK também são capazes de migrar para linfonodos estimulados, 

mediadas pelo receptor CXCR3 (receptor para CXCL10 e CXCL9) e que nestes 

sítios estas células são a fonte inicial de IFN-γ, citocina necessária para a 

polarização de Th1. Além disso, CXCL10 também recruta células Th1 CXCR3+ que 

são capazes de secretar maior quantidade de IFN-γ no sítio inflamatório (Ritter; 

Korner, 2002). 

As APCs (células apresentadoras de antígenos), como os macrófagos, CDs, 

células de Langerhans e células de Kupffer, capturam, internalizam e processam o 

patógeno, selecionando o antígeno a ser apresentado à molécula do MHC de classe 

II para que seja reconhecido pelo linfócito T auxiliar (Abbas et al., 2013). As CDs 

chegam ao sítio de inoculação sob a influência de quimiocinas ou citocinas liberadas 

por queratinócitos, neutrófilos, mastócitos e macrófagos (Moll, 2000). As CDs 
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pertencem a um grupo heterogêneo de células migratórias derivadas da medula 

óssea, especializadas em reconhecer, englobar, transportar e processar antígenos. 

Estas células desempenham um papel chave na resposta imunológica adaptativa 

porque são as primeiras e únicas células capazes de apresentar antígenos aos 

linfócitos T virgens, como também são responsáveis em ativar as células NK 

(Moreno, 2007), fazendo a ponte entre a resposta inata e a adaptativa. As CDs são 

potentes células apresentadoras de antígenos (APCs) e podem induzir uma eficiente 

ativação das células T (Guermonprez et al., 2002). Alguns estudos sugerem que a 

regulação negativa da expressão do receptor de quimiocina CCR7 pela L. donovani 

impede a migração das CDs, sendo esta uma estratégia do parasito em evadir-se do 

sistema imunológico, contribuindo na progressão da doença (Ato et al., 2002). 

Macrófagos e CDs secretam IL-12, citocina que atua nos linfócitos T e nas 

células NK, estimulando a produção de IFN-γ e promovendo a diferenciação de 

linfócitos T. A citocina IL-12 desempenha um papel decisivo no direcionamento da 

resposta Th1, a qual é indispensável à eliminação de patógenos intracelulares. 

Portanto, a apresentação de antígenos pelas APCs aos linfócitos T constitui a 

interface entre a resposta imunológica inata e a resposta imunológica adquirida 

(Nacy et al., 1991; Bohem et al., 1997; Yoshida et al., 2001). 

Células T efetoras são capazes de produzirem distintas citocinas que podem 

migrar para o local da infecção e regular a eficiência da resposta imunológica contra 

Leishmania no local da infecção e nos linfonodos de drenagem.  Essas respostas 

são bem conduzidas pelas células Th1 CD4+ T, produzindo IFN-γ e TNF-α, em 

conjunto com citocinas regulatórias, como IL-10. Assim, a natureza da resposta 

celular CD4+ T durante a fase ativa de LC e durante a resolução da doença é 

associada com a produção de citocinas inflamatórias, como TNF e IFN-γ, mesmo na 

presença de IL-10, uma citocina regulatória que age inibindo a produção de TNF 

(Gollob et al., 2014). 

 Em pacientes com LC por L. braziliensis, foi detectada a produção de IFN-γ e 

IL-10 nas lesões de pele (Costa et al., 2015). É possível que as células T 

regulatórias CD4+ CD25+ IL-10+ TGF-β+ estejam envolvidas na modulação da 

resposta imunológica efetora nas lesões de pele por Leishmania em humanos. 

Esses resultados sugerem que IL-10 e TGF-β são produzidas pelas células T CD4+ 

CD25+ no local da infecção por L. braziliensis (Campanelli et al., 2006). No caso da 

infecção por L. panamensis, tanto a doença em humanos quanto no modelo animal 

apresenta uma produção mista de citocinas (Castilho et al., 2010). Juntamente com 
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IFN-γ, existe uma produção concomitante de IL-10, IL-13, IL-17 e TNF-α. Esta 

resposta imune mista pode ser parcialmente responsável pela patologia da doença 

(Ribeiro-Romão et al., 2016). 

Existem muitas complexidades na imunidade da leishmaniose. É bem 

documentado que a resistência à leishmaniose é relacionada ao desenvolvimento da 

resposta Th1 e produção de citocinas pró-inflamatórias IL-12, Il-1, IFN-γ, TNF-α, 

e/ou IL-2 que leva a ativação de macrófagos e morte dos parasitos (von Stebut et al., 

2003; Sacks et al., 2002). Ao contrário, a susceptibilidade à infecção é ligada ao 

desenvolvimento de resposta Th2 e produção de citocinas Th2 como IL-4, IL-5, e/ou 

IL-13, levando à replicação e persistência do parasito (Sacks et al., 2002; Kropf et 

al., 2005).  

No entanto, ainda persitem vários paradoxos sobre o papel da resposta 

imunológica na imunoproteção e imunopatologia da LC. Por exemplo, embora a 

resposta Th1 e a produção de citocinas pró-inflamatórias tenham papéis 

fundamentais para a imunoproteção contra LC (Sacks et al., 2002; Nylén; Eidsmo, 

2012), a sua produção excessiva pode conduzir concomitantemente à 

imunopatologia grave na doença (Martin; Leibovich, 2005; Pasparakis et al., 2014). 

Ao contrário, o desenvolvimento de Th2 está associado à persistência dos parasitos 

no local da infecção (Nylén; Eidsmo, 2012), mas a produção das citocinas anti-

inflamatórias em níveis mais baixos também atenua as reações inflamatórias e 

acelera o processo de cura (Gause et al., 2013; Pasparakis et al., 2014). Além disso, 

outras células T, como células Th17, que produzem citocinas inflamatórias (IL-22, IL-

17 e/ou IFN-γ) (Seder et al., 2008), e T reguladoras (Treg), que produzem citocinas 

reguladoras (IL-10 e/ou TGF-β) contribuem para progressão ou melhoria da doença, 

dependendo da espécie de Leishmania e também da característica genética do 

hospedeiro. 

Duas importantes citocinas pró-inflamatórias, IFN-γ e TNF-α, estão envolvidas 

na imunoproteção e imunopatologia da LC. Essas citocinas têm papéis essenciais 

no controle de agentes patogênicos intracelulares e de células tumorais, mas o 

aumento da produção dessas citocinas pode levar ao surgimento de doenças 

autoimunes (Schoenborn; Wilson, 2007). IFN-γ é produzido principalmente pelas 

células Th1 CD4+, linfócitos T CD8+ citotóxicos, células NK. Esta citocina estimula a 

produção de óxido nítrico em macrófagos ativados e inibe o crescimento do parasito 

intracelular (Sharma; Singh, 2009). Além disso, IFN-γ promove a diferenciação de 
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células T CD4 + para Th1 e inibe o desenvolvimento de células Th2 e Th17 

(Amatoama et al., 1999).  

TNF é principalmente produzido por macrófagos que desempenham um papel 

crucial na eliminação de Leishmania ativando macrófagos com consequnte síntese 

de NO (Liew et al., 1997). Camundongos C57BL/6 deficientes em TNF e infectados 

com L. major apresentaram infecção visceral fatal, apesar da produção de IFN-γ e 

IL-12 por macrófagos (Wilhelm et al., 2001). Uma correlação positiva entre o 

tamanho da lesão com níveis de IFN-γ e TNF foi observada em pacientes com LC 

infectados com L. braziliensis. Pacientes com maiores lesões apresentaram níveis 

mais elevados de IFN-γ e TNF apesar da presença de IL-10 no local da infecção 

(Pompeu et al., 2001; Bacellar et al., 2002; Antoneli et al., 2005).  

Os níveis de IFN-γ e TNF foram menores em indivíduos assintomáticos 

infectados por L. brazilienzis do que em pacientes com sinais típicos de LC (Ivonise, 

et al., 2002). Pacientes com sinais típicos da doença apresentaram níveis 

excessivos de IFN-γ e TNF com reações inflamatórias e úlceras de pele, enquanto 

em pacientes subclínicos, a produção moderada de IFN-γ e TNF foi associada ao 

controle do crescimento do parasito sem destruição tecidual (Ivonise et al., 2002). 

Embora a produção de IFN-γ e TNF parece ser necessária para o controle de 

infecção por Leishmania, aumento dos níveis dessas citocinas pode levar à 

destruição de tecidos e ao desenvolvimento progressivo das lesões, como já 

mencionado acima. 

Os dois principais mecanismos responsáveis pelo controle de Leishmania são 

a produção de ROS, gerada pela explosão respiratória que ocorre durante a 

fagocitose, e a produção de NO, gerada pela enzima óxido nítrico sintase induzida 

(iNOS) após a ativação de macrófagos por IFN-γ (Green et al., 1990; Bodgan et al., 

1990). Embora Leishmania seja sensível a ROS, a explosão respiratória que ocorre 

nos macrófagos não ativados após a infecção é insuficiente para matar os parasitos 

(Nacy et al., 1981), uma vez que os parasitos podem inibir a geração de ROS nos 

fagolisossomos (Matheoud et al., 2013). No entanto, IFN-γ aumenta a explosão 

respiratória em macrófagos, levando a uma maior eficiência na eliminação dos 

parasitos (Novais et al., 2014). Ao contrário, monócitos humanos e de camundongos 

podem mediar a morte do parasito produzindo altos níveis de ROS sem ativação 

prévia (Goncalves et al., 2011; Novais et al., 2014). Como NO pode atravessar as 

membranas celulares, ele provoca tanto a morte dos parasitos intracelulares quanto 

das células infectadas, produtoras de NO (Olekhnovitch et al., 2014).  
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No entanto, o papel do NO em seres humanos é menos claro. Apesar da 

expressão de iNOS ter sido detectada em lesões de pacientes com LC (Qadoumi et 

al., 2002), não foi observada mudança na expressão do gene humano que codifica 

iNOS (NOS2) em lesões de pacientes com LC comparada com a pele normal 

(Novais et al., 2014). Assim, embora NO seja o principal mediador para matar 

Leishmania em camundongos, os reais papéis de ROS e NO no controle da 

Leishmania em humanos não são ainda muito claros. 

IL-6 é uma citocina pleiotrópica que atua tanto como pró e anti-inflamatória, é 

produzida por vários tipos de células, incluindo macrófagos, CDs e células T 

(Scheller et al., 2011). Além disso, essa citocina atua como fator de crescimento 

para a célula B (Titus et al., 2001) e junto com TGF-α estimula o desenvolvimento da 

resposta Th17 e produz IL-17 e IL-10 (McGeachy et al., 2007). Experiências em 

animais demonstraram que IL-6 promove resposta Th2 em LC (Moskowitz et al., 

1997; Saha et al., 1999). Titus e colaboradores (2001) relataram que a produção de 

ambas as citocinas Th1 e Th2 diminuíram nos camundongos BALB/c IL-6-/- 

infectados por L. major, mas não houve diferença significativa entre espessura da 

lesão e carga parasitária, quando comparados com os animais tipo selvagem.  

Embora IL-10 seja conhecida por ser uma potente citocina imunorreguladora, 

ela é produzida por diferentes células da imunidade inata (CDs, macrófagos, 

mastócitos, células NK, eosinófilos, neutrófilos) e células da imunidade adaptativa 

(Th1, Th2 e Th17, células Treg, células T CD8 + e células B) (Belkaid et al., 2002; 

O’Garra; Vieira 2007; Saraiva; O’Garra, 2010).  Além disso, IL-10 suprime ativação 

de macrófagos e maturação de CDs. A produção de IL-10 pelas células Th1 limitam 

as respostas imunes contra infecções parasitárias intracelulares, como L. major e 

Toxoplasma gondii (O’Garra; Vieira, 2007). Esta citocina está associada à 

susceptibilidade à leishmaniose e à persistência do parasito no local de infecção 

(Belkaid et al., 2001).  

Apesar dos efeitos supressivos da IL-10, que levam à progressão da doença 

e à persistência do parasito na LC, esta citocina é um imunoregulador vital que 

modula a imunopatologia e os danos nos tecidos causados pela excessiva resposta 

imune Th1 e de suas citocinas inflamatórias, especialmente IFN-γ (Gomes-Silva et 

al., 2007). Portanto, IL-10 atua como uma espada de dois gumes que suprime a 

resposta imune celular e a produção de citocinas inflamatórias (IFN-γ e TNF-α) que 

levam a persistência do parasito no local da infecção, e por outro lado, IL-10 inibe a 

imunopatologia exacerbada e danos ao tecido através do aumento da produção de 
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citocinas inflamatórias, desempenhando um papel central na remodelação do tecido 

durante a cicatrização das lesões (Castellano et al., 2015). 

A citocina IL-4 desempenha um papel importante na diferenciação de células 

Th0 em células Th2 (Kopf et al., 1993). IL-4 é produzida principalmente por Th2, 

mastócitos, basófilos e eosinófilos ativados (Zamorano et al., 2003). A produção de 

IL-4 conduz a regulação positiva de arginase e a biossíntese de poliaminas que 

inibem a atividade leishmanicida de macrófagos e prolonga a sobrevivência dos 

parasitos (Kropf et al., 2005). IL-4 limita a geração de citocinas Th1 através da 

inibição da produção IL-12 (Szabo et al., 1997). Além disso, IL-4 diminui a produção 

de quimiocinas que recrutam células de tipo Th1 no local da infecção (Lazarski et al., 

2013).  

Estudos mostraram um papel importante da IL-4 na susceptibilidade à 

infecção por Leishmania. Na infecção por L. major em BALB/ c, a neutralização de 

IL-4 inibiu o desenvolvimento da resposta Th2 e aumentou quatro vezes o nível de 

IFN-γ nos linfonodos, levando a cura completa em 85% dos animais infectados e 

diminuição da infecção em 100% dos animais (Sadick et al., 1990). Heinzel e 

colaboradores (1989) relataram que IL-4 foi expresso apenas em camundongos 

BALB/c infectados com L. major, mas não em camundongos C57BL/6. Outro estudo 

mostrou que o bloqueio do gene IL-4 em camundongos BALB/c infectados por L. 

major não promoveu a polarização da resposta Th1 e não teve efeito na cicatrização 

da lesão e na eliminação do parasito (Noben-Trauth et al., 1996). 

Citocinas pró-inflamatórias, como IFN-γ, estimulam os macrófagos 

tipicamente ativados (M1) para produzir iNOS e a consequente liberação de NO e 

morte dos parasitos, enquanto as citocinas Th2 tais como IL-4 e IL-13 estimulam os 

macrófagos alternativamente ativados (M2) a induzirem a atividade de arginase que 

resulta em sobrevivência do parasito e inibição da inflamação. O equilíbrio entre M1 

e M2 regula as respostas inflamatórias e leva à homeostase no sistema de 

imunidade e na cicatrização de feridas (Gordon; Martinez, 2010).  

TGF-β é um fator de crescimento pleiotrópico com significantes propriedades 

anti-inflamatórias e imunossupressoras, desempenhando papel central na 

homeostase do sistema imunológico (Hansen et al., 2000). É produzido por 

diferentes células, incluindo células T CD4+, Tregs, monócitos, neutrófilos e DCs 

(Grotendorst et al., 1989; Gorelik; Flavell, 2002; Tran et al., 2012; Speck et al., 

2014). TGF-β suprime tanto a resposta imunológica adaptativa quanto a inata, 

inibindo a função de células inflamatórias e promovendo a função das células Treg 
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(Laouar et al., 2005; Lucas et al., 2000). TGF-β suprime também a diferenciação de 

células T em Th1 e Th2 (Sad et al., 1994; Gorelik et al., 2000), assim como a 

geração de células T ativadas pela inibição da produção de IL-2 e IL-1. Essa citocina 

aumenta a suscetibilidade à infecção por Leishmania pela supressão de NO, TNF e 

produção de IFN-γ (Kedzierski; Evans, 2014), como também exacerba a infecção 

por L. amazonensis e L. braziliensis via estimulação da produção de citocinas Th2 

tais como IL-10.  Li e colaboradores (1999) mostraram que na ausência de TGF-β, 

mesmo com a resposta tipo Th2 dominante, níveis relativamente baixos de IFN-γ 

são suficientes para ativar macrófagos e matar parasitos intralesionais. Portanto, 

TGF-β é uma citocina imunorreguladora crucial que limita as reações inflamatórias 

através de uma regulação negativa de citocinas inflamatórias na leishmaniose. 

1.4 Aspectos histopatológicos e clínico-evolutivos de lesões no hamster como 
modelo de LTA 

As principais características histopatológicas em lesões crônicas de hamsters 

infectados com Leishmania do subgênero Viannia é a presença de uma reação 

granulomatosa, cujos macrófagos em arranjos epitelióides apresentam-se 

vacuolizados e com número variado de parasitos, além de linfócitos, plasmócitos, 

neutrófilos e eosinófilos ao redor ou infiltrados no granuloma, podendo haver ou não 

necrose (Wilson et al., 1979; Kahl et al., 1991; Almeida et al., 1996; Osorio et al., 

2003; Corrêa et al., 2007; Gomes-Silva et al., 2013). Assim como nos hamsters, a 

formação de granuloma mediado pela infecção por L. braziliensis é o principal 

achado histopatológico observado na doença humana (de Magalhães et al., 1986; 

Souza-Lemos et al., 2008), além da presença de infiltrado histiolinfoplasmocitário, 

com ou sem células gigantes multinucleadas e necrose (Mehregan et al., 1999; 

Hepburn, 2000), porém, outros padrões podem ser observados de acordo com o 

estágio da doença (Gherstich et al., 1999; Mehregan et al., 1999).  

Diferentes padrões histopatológicos podem ser encontrados nas lesões de 

hamsters dependendo também do tempo de evolução da doença. A fase inicial da 

infecção é caracterizada por um infiltrado inflamatório misto, constituído por 

macrófagos, neutrófilos, eosinófilos e linfócitos, e a fase crônica da doença é 

caracterizada pela reação granulomatosa que se estabelece a partir de 15 dias de 

infecção (Kahl et al., 1991). 
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As alterações histopatológicas também são influenciadas pelo tamanho do 

inóculo de Leishmania. Inóculos menores (104) mostram menor comprometimento 

inflamatório local com reação granulomatosa mais localizada. Ao contrário, em 

inóculos com maior número de parasitos (105
 e 106), observa-se reação 

granulomatosa maior e com presença de necrose (Ribeiro-Romão et al., 2014). 

Além da espécie utilizada na infecção, variações intraespecíficas na 

infectividade do isolado de parasito utilizado devem ser levadas em consideração 

para definir o tamanho do inóculo a ser utilizado na infecção, uma vez que a espécie 

L. braziliensis está associada a um baixo crescimento e desenvolvimento das formas 

infectantes in vitro, necessitando de um inóculo elevado para garantir a infecção em 

camundongos (Oliveira et al., 2005). Em estudo onde hamsters foram infectados 

com diferentes concentrações de parasitos, inóculos muito baixos (102 e 101) de L. 

braziliensis ainda foram capazes de levar ao desenvolvimento de lesões (Wilson et 

al., 1979).  

Outros estudos que avaliaram diferentes isolados de L. braziliensis obtidos de 

lesões cutâneas e de lesões mucosas de pacientes, mostraram diferenças nos 

períodos de pré-patência das lesões no modelo hamster, tanto entre isolados 

obtidos somente de lesões cutâneas (Sinagra et al., 2007), quanto daqueles 

oriundos de lesões cutâneas e mucosas (Kahl et al., 1991), sugerindo a existência 

de variação na virulência entre isolados de uma mesma espécie.  

As condições dos inóculos utilizados em infecção experimental também 

influenciam o desenvolvimento da doença, onde fatores como o pH do meio de 

cultivo e a forma evolutiva dos parasitos inoculados têm relação direta com o 

desenvolvimento das lesões. Em contrapartida, fatores associados ao hospedeiro, 

incluindo o local anatômico de inoculação e a via de infecção, assim como gênero, 

idade e a condição imunológica, também podem influenciar no processo patológico 

(revisto por Gomes-Silva et al., 2013).  

A via de inoculação é também um fator muito importante envolvido no 

surgimento e evolução da infecção, quando hamsters foram inoculados com 

promastigotas de L. braziliensis por diferentes vias (Wilson et al., 1979). A via 

intradérmica foi mais eficiente que a via subcutânea quanto à infecção e ao início 

das lesões. Quando animais foram infectados com 102 parasitos por via subcutânea, 

levaram praticamente o mesmo tempo para desenvolverem lesão quando 

comparados com animais infectados com 106, por via subcutânea. Assim, a via 
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intradérmica usada no estudo mostrou que é necessário um inóculo muito menor 

para o desenvolvimento da lesão (Wilson et al., 1979). 

O número de parasitos inoculados também é um fator importante para 

determinar o tempo de surgimento das lesões e o desenvolvimento da doença. 

Hamsters infectados com diferentes inóculos, tanto de L. braziliensis quanto de L. 

panamensis, apresentaram menores períodos de incubação da doença quanto maior 

o número de parasitos no inóculo (Zeledón et al., 1969; Wilson et al., 1979; Osorio et 

al., 2003). Estes trabalhos mostraram que para o desenvolvimento de lesões no 

focinho, foram necessários de 100 a 1000 parasitos (Osorio et al., 2003).  

O local de inoculação dos parasitos também influencia no curso da doença no 

hamster, uma vez que infecções realizadas na pata, focinho e orelha com L. 

braziliensis mostraram ser mais bem sucedidas quando comparadas às infecções no 

flanco (Wilson et al., 1979). Isto se deve provavelmente à menor temperatura 

observada na pele das extremidades corpóreas e nas diferenças na microcirculação 

da derme, que podem favorecer a presença dos parasitos (Zeledón et al., 1969; 

Osorio et al., 2003). Além desses fatores, a resposta imune local pode influenciar no 

controle ou exacerbação da infecção. Lesões resultantes da inoculação de L. 

braziliensis e L. panamensis no focinho de hamsters desenvolveram-se mais 

rapidamente, além de terem apresentado evolução mais grave e maior ulceração 

quando comparadas com as lesões na pata (Zéledon et al., 1969; Osório et al., 

2003). Foi observado que a expressão gênica de citocinas pró-inflamatórias e anti-

inflamatórias foram maiores nas lesões do focinho, consideradas mais graves, do 

que nas lesões da pata (Osório et al., 2003).   

Embora estudos sobre reinfecção com Leishmania do subgênero Viannia 

sejam escassos, Osorio e colaboradores (1998) observaram proteção parcial 

heteróloga em hamsters infectados com formas não infectivas de L. major e 

desafiados com L. panamensis, representada por lesões menores quando 

comparadas ao grupo controle. Esses dados sugerem que uma imunidade parcial 

pode ser gerada no modelo, a despeito da alta susceptibilidade do modelo às 

espécies do subgênero Viannia. 
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1.5 Modelo da bolsa de ar subcutânea 

O modelo da bolsa de ar foi desenvolvido inicialmente por Selye (1953a), para 

estudar os mecanismos da hidrocortisona na resistência dos tecidos a agressões, 

utilizando o óleo de cróton como estímulo. Uma grande vantagem que este modelo 

de inflamação in vivo oferece é a criação de um ambiente “limpo”, delimitado por 

uma estrutura que recobre o limite interno, semelhante a uma membrana sinovial. A 

formação desta cavidade permite a coleta e a análise fenotípica das células que 

migram em resposta a uma pequena quantidade de estímulo. Além do mais é uma 

cavidade semi-independente de tamanho e estrutura reprodutíveis (Selye, 1953b). 

 Ao contrário das cavidades naturais do corpo, como a cavidade peritoneal, a injeção 

de agentes irritantes na cavidade da bolsa não afeta diretamente outros órgãos do 

corpo, por exemplo, fígado, rim e baço. O grau de inflamação pode ser avaliado pelo 

peso e espessura da parede da bolsa, pelo volume de exsudato, e a composição 

química e celular dos vários componentes da bolsa também pode ser estudada 

(Selye 1953b; Robert; Nezamis, 1957).  

A técnica da bolsa de granuloma de Selye (1953b) permite o estudo tanto da 

reação inicial aguda do tecido local quanto do estágio posterior de reparo. Os dados 

quantitativos podem ser obtidos em termos do peso do tecido de granuloma, a 

espessura da cápsula inflamatória e o volume do exsudato inflamatório.  E pode-se 

distinguir com precisão entre tecido "antigo" e recém-formado adjacente. Até no caso 

de animais desnutridos, cujas bolsas eram muitas vezes malformadas, a separação 

do tecido reativo era possível. O exame das características do exsudado acumulado 

e do tecido de granuloma formado, obtido a partir de ratos sacrificados durante 

vários períodos experimentais, exibiu uma uniformidade considerável.  Além disso, o 

isolamento de bactérias da bolsa, no caso de infecção acidental, sugere que pode 

servir como um tipo de sistema de cultura de tecidos in vivo para o cultivo de vírus e 

outros microorganismos, e, como tal, poderia ser usado para estudar o efeito da 

desnutrição em várias reações durante a infecção: Crescimento de microorganismos 

inoculados experimentalmente, resposta específica e inespecífica de anticorpos, 

reações histoquímicas e metabólicas (Taylor et al., 1967). 

As bolsas de ar são tecnicamente fáceis de realizar e a análise de fluidos é 

simples e pode ser repetida com trauma mínimo. O tecido da bolsa é uniforme e 

pode ser cortado perpendicularmente à superfície de forma consistente. As 

características do tecido são uma superfície interna sem membrana basal e um 
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revestimento variável de células mononucleares misturadas. Nas bolsas de ar com 

mais de 5 dias de idade, está presente uma camada superficial predominantemente 

mononuclear de células. Antes disso, a superfície é revestida em células 

polimorfonucleares (Sedgwick et al., 1985), 

A formação da membrana sinovial é resultante do rompimento mecânico do 

tecido conectivo subcutâneo devido à inoculação de ar. Após a formação inicial da 

bolsa de ar, já é possível observar a formação desta membrana, o que permite o 

estudo de estímulos com atividade inflamatória (Edwards et al., 1981; Sedgwick et 

al., 1983).  Vários trabalhos têm utilizado este modelo para estudos que avaliam o 

efeito de estímulos na inflamação aguda e crônica até a formação de tecido de 

granulação. A estimulação da bolsa de ar com lipídio A permitiu a avaliação do papel 

do CD44 e IL-1a na resposta inflamatória induzida por este estímulo (Matsukura et 

al., 1998). Em um trabalho que comparava o efeito de três corticóides in vivo, foi 

possível detectar diferenças na velocidade e intensidade anti-inflamatória dos 

fármacos testados (Rull et al., 2003). 

Alguns trabalhos têm demonstrado a utilidade do modelo da bolsa de ar 

também na avaliação da resposta inflamatória induzida por Leishmania. A utilização 

deste modelo em camundongos possibilitou a detecção de diferenças na resposta 

inflamatória inicial e produção de citocinas e quimiocinas induzidas entre L. major e 

L. donovani ou entre diferentes cepas de L. braziliensis (Matte; Ollivier, 2002; 

Teixeira et al., 2005), assim também como a resposta inflamatória induzida por L. 

infantum associada com saliva de Lutzomyia longipalpis (Vasconcelos et al., 2014). 

Em outro trabalho, utilizando o modelo da bolsa de ar, também foi possível observar 

o efeito modulatório da Leishmania na indução da proteína tirosina fosfatase (SHP-

1) do hospedeiro (Forget et al., 2005).  

1.6 Justificativa 

As leishmanioses ainda são um grave problema de saúde pública, e o cenário 

atual não apresenta perspectivas robustas para um novo tratamento menos tóxico e 

mais eficaz ou vacina. O estudo das leishmanioses em modelo experimental é de 

extrema importância para o entendimento da dinâmica do processo patológico, bem 

como para o teste de novos fármacos e potenciais candidatos vacinais. A principal 

espécie responsável pela leishmaniose tegumentar nas Américas e no Brasil é a L. 
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(V.) braziliensis, e sua importância reside não só na sua ampla distribuição 

geográfica como também na possibilidade de desenvolver a forma mucosa, mais 

grave e de tratamento mais difícil. Apesar da grande importância dessa espécie na 

leishmaniose tegumentar, poucos estudos são realizados em modelo experimental, 

principalmente devido à resistência à infecção apresentada pela maioria das 

linhagens de camundongos. O modelo hamster se destaca pela alta susceptibilidade 

às espécies do subgênero Viannia, apresentando muitos dos aspectos 

imunopatológicos envolvidos na doença humana. Porém, é subutilizado pela falta de 

reagentes imunológicos comerciais, necessários para uma investigação mais 

detalhada dos mecanismos imunopatológicos envolvidos na doença. 

Levando em consideração que o tamanho da lesão é um parâmetro essencial 

na avaliação da eficácia de um candidato vacinal para a leishmaniose cutânea, foi 

observado em trabalhos anteriores que o número de promastigotas de Leishmania 

influenciou no tempo de manifestação clínica da doença, no aspecto clínico, no 

curso evolutivo e no tamanho final das lesões e sugeriu que na fase inicial da 

infecção, a diferença no número de parasitos inoculados poderá ditar o início do 

desenvolvimento da resposta imunológica adaptativa, com consequente 

manifestação clínica da doença e a magnitude dessa resposta, determinando então 

a fase crônica da infecção. A identificação dessa dinâmica do processo inflamatório 

é de extrema importância para esclarecer melhor as diferenças na evolução e 

gravidade das lesões induzidas por diferentes cargas infectivas. Neste trabalho foi 

analisado o perfil imunocelular inflamatório induzido com diferentes inóculos no 

modelo de bolsa de ar subcutânea em hamster e a sua relação com a evolução e 

gravidade da lesão na leishmaniose cutânea. 
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2 OBJETIVOS  

2.1 Objetivo geral 

 Avaliar o perfil imunocelular inflamatório induzido por diferentes cargas 

infectivas de Leishmania braziliensis, e a sua relação com a evolução e 

gravidade da infecção em modelo hamster. 

2.2 Objetivos específicos 

1. Avaliar a influência de diferentes inóculos na quantidade e no tipo de 

leucócito que é recrutado para o sítio de inoculação na bolsa de ar 

subcutânea; 

2. Investigar se a quantidade e o tipo de leucócitos recrutados para o sítio de 

inoculação na bolsa de ar subcutânea e no seu tecido são influenciados por 

infecção prévia na pata, com diferentes concentrações dos inóculos; 

3. Avaliar a evolução da espessura da lesão e a carga parasitária das patas e 

linfonodos de animais submetidos à infecção com diferentes cargas 

infectivas; 

4. Determinar o perfil de citocinas induzido na pata e no linfonodo regional, 

após infecção prévia com diferentes concentrações dos inóculos, e avaliar 

sua relação com o perfil celular recrutado na bolsa de ar subcutânea; 

5. Analisar o padrão histopatológico nas lesões de patas infectadas com 

diferentes inóculos, relacionando com a evolução e a gravidade da doença; 

6. Avaliar as alterações histopatólogicas do tecido da bolsa de ar de animais 

previamente infectados na pata e determinar e se isto é influenciado pelos 

diferentes concentrações dos inóculos.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1  Materiais 

3.1.1 Animais 

Foram utilizados hamsters adultos (n=90) de ambos os sexos, 6 a 10 

semanas de idade, pesando em torno de 80 a 90g, provenientes do Biotério do 

Departamento de Patologia e Medicina Legal, Universidade Federal do Ceará. Os 

animais foram mantidos em temperatura ambiente, com ração comercial apropriada 

e água ad libitum. Os procedimentos experimentais foram submetidos e aprovados 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do 

Ceará (Nº 92/2014). 

3.1.2 Parasito 

A cepa de Leishmania (Viannia) braziliensis (MCAN/BR/98/R619) foi utilizada 

nos experimentos. A virulência dos parasitos foi mantida através de passagem 

regular em hamster dourado. Os parasitos foram cultivados a 25ºC em meio N.N.N., 

contendo Schneider suplementado com 20% de soro bovino fetal inativado (SBF), 

2% de urina humana estéril, 100 U/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina. 

Para as infecções, foram utilizadas promastigotas em fase estacionária com até 5 

passagens de cultivo. 

3.2 Metodologia para o Objetivo 1 

3.2.1 Bolsa de ar subcutânea 

As bolsas de ar subcutâneas foram preparadas segundo a técnica descrita 

por Muller e colaboradores (2001), com algumas modificações (Teixeira et al., 2005). 

Resumidamente, após a anestesia dos animais com quetamina e xilazina, os 

estímulos, num volume total de 100 μL, foram injetados imediatamente após a 

injeção de 5 mL de ar estéril, aspirado no fluxo laminar, no dorso dos animais. Os 
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estímulos utilizados continham salina estéril; lipopolissacarideo (LPS, Sigma, St. 

Louis, MO, EUA) 20µg/mL (Teixeira et al., 2005) ou promastigotas de L. braziliensis 

na fase estacionária, nas concentrações de 104, 105 e 106, diluídas em salina estéril. 

Após 12 horas, 4 a 5 animais de cada grupo foram letalmente anestesiados 

(halotano) e as bolsas foram lavadas com 10 mL de salina estéril a fim de coletar os 

leucócitos do exsudato. O exsudato recuperado foi centrifugado a 100g por 10 min a 

4ºC, e o sedimento celular ressuspenso em uma solução de PBS + BSA 10% 

(Sigma, St. Louis, MO, EUA) e utilizado para a contagem total e diferencial das 

células. As células totais foram contadas diretamente em câmara de Neubauer, após 

coloração com solução de Turk e a contagem diferencial foi feita microscopicamente 

em preparações coradas com Panótico® (RenyLab, MG, Brasil), após passar por 

citocentrífuga 500 rpm, 5 min (Cytospin, Shandon, St. Paul, MN, EUA).                     

 
 

Figura 2 – Fluxograma esquemático do desenho experimental 1. Indução de resposta 
inflamatória no modelo de bolsa de ar em hamsters com diferentes inóculos de 
Leishmania (Viannia) braziliensis 
Fonte: Elaboração própria. 

3.3 Metodologia para os Objetivos 2, 3 e 4 

3.3.1 Infecção e acompanhamento da espessura da lesão de pata 

Os animais (60) foram divididos em 3 grupos (20 animais por grupo) e 

inoculados na pata posterior direita com promastigotas de L. braziliensis, via 

intradérmica, com diferentes concentrações dos parasitos (104, 105 e 106) em 20 μL 
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salina (Tabela 1). A espessura das lesões foi medida semanalmente com 

paquímetro de escala circular (Mitutoyo, Japão) por 45 dias, sendo a lesão 

representada pela diferença de tamanho entre a pata infectada e a contralateral não 

infectada. 

3.3.2 Formação da bolsa de ar subcutânea 

Após 15 e 45 dias da infecção prévia na pata com os inóculos 104, 105 e 106 

promastigotas de L. braziliensis (Tabela 1), 4 a 6 animais de cada grupo foram 

submetidos ao procedimento para formação da bolsa de ar subcutânea, como 

descrito na metodologia do Objetivo 1. Após 12 horas da inoculação, tempo onde 

ocorre o pico máximo de recrutamento (Vasconcelos et al., 2014), os animais (4 

animais do estímulo com salina e 6 animais (estímulo com Leishmania) foram 

letalmente anestesiados (halotano) e as bolsas foram lavadas com 10 mL de salina 

estéril a fim de coletar os leucócitos do exsudato. As células totais foram contadas 

diretamente em câmara de Neubauer, após coloração com solução de Turk e a 

contagem diferencial foi feita microscopicamente em preparações coradas com 

Panótico®, após passar por citocentrífuga (Cytospin: 500 rpm, 5 min). Os 

experimentos foram realizados em duplicata. 

 

Tabela 1 – Grupos de animais utilizados no segundo experimento 

 

Infecção na pata posterior 
direita (inóculos 

utilizados) 

Bolsa de ar com 
salina estéril 

Bolsa de ar 
com L. braziliensis 
(inóculo fixo de 106) 

104 Grupo 1 (n =8) Grupo 2 (n = 12) 

105 Grupo 3 (n = 8) Grupo 4 (n = 12) 

106 Grupo 5 (n = 8) Grupo 6 (n = 12) 

Fonte: Elaboração própria. 

3.3.3 Extração de RNA e DNA 

Os fragmentos de tecido obtidos do local da infecção e dos linfonodos de 

drenagem foram conservados em 1 ml de Trizol® (Life Technologies, California, 

EUA) e armazenados a -20ºC até o momento da extração dos ácidos nucleicos. 

Para obtenção do RNA, as amostras foram lisadas com auxílio do homogeneizador 
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de tecidos Ultra-Turrax Dispenser (IKA, Wilmington, EUA). Os lisados foram tratados 

com 10μL de proteinase K (Invitrogen Corporation, Califórnia, EUA) a 56°C por 30 

minutos. Após a adição de 200μL de clorofórmio, as amostras foram 

homogeneizadas e centrifugadas, para a separação das fases orgânica e aquosa. O 

RNA total foi extraído a partir da fase aquosa, utilizando o RNeasy mini Kit (Qiagen, 

Austin, Texas, EUA), conforme as especificações do fabricante. Após remoção da 

fase aquosa, a precipitação sequencial com etanol extraiu o DNA a partir da fase 

orgânica, para quantificação da carga parasitária. O DNA foi precipitado em 0,3 ml 

de etanol a 100%. Após precipitação por centrifugação, o DNA foi lavado duas vezes 

em 1 ml de solução de citrato de sódio (0,1 M) em etanol a 10% (com intervalo de 30 

minutos entre cada lavagem). Em seguida, o DNA foi lavado em 1,5 mL de etanol a 

75%, e o pellet foi seco ao ar e dissolvido em 400 μL de solução de hidróxido de 

sódio (8 mM). O RNA e DNA foram armazenados a -800C e -200C, respectivamente, 

até a sua utilização. O RNA foi quantificado por espectrofotometria em Picodrop 

P200 (Astranet Systems, UK) e, posteriormente, tratado com DNase I (Promega 

Corporation, Madison WI, EUA). A transcrição reversa foi realizada a partir de 2,0 μg 

de RNA tratado, utilizando o High Capacity Reverse Transcription Kit (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA), conforme especificações do fabricante. O cDNA 

resultante foi dosado por fluorometria, no equipamento Quibit® 3.0 Fluorometer (Life 

Technologies, Eugene, Oregon, USA), utilizando o kit single strand DNA (ssDNA). 

3.3.4 Expressão gênica 

A quantificação da expressão gênica por RT-qPCR foi previamente 

padronizada para sequências de citocinas e moléculas descritas para a espécie M. 

auratus (hamster dourado) e consideradas importantes na imunopatogênese da LTA 

humana, listadas a seguir: IFN-ɣ, TGF-β, TNF, IL-10, arginase, iNOS, IL-4, IL-6 e os 

genes de referência GAPDH e ɣ-Actina, através do método do Ct comparativo 

(DDCt), utilizando iniciadores já descritos na literatura (Ribeiro-Romão et al., 2016). 

(Tabela 2). Para a reação de PCR em Tempo Real, para cada alvo foram utilizados 

20ng de cDNA em um volume de 2 μL, utilizando Power SYBR Green® PCR Master 

Mix (Life Technologies, EUA), em volume final de 10μL por poço, em duplicata. Os 

ensaios foram realizados em placas de 384 poços, no equipamento ViiATM 7 Real-

Time PCR System (Applied Biosystems, EUA), que integra a plataforma 
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PDTIS/FIOCRUZ de PCR em Tempo Real (RPT09A), em colaboração com o Dr. 

Otacilio Moreira (Laboratório de Biologia Molecular e Doenças Endêmicas - 

IOC/FIOCRUZ). As condições da PCR foram as seguintes: um ciclo de 10 minutos a 

95ºC seguido por 40 ciclos de 95ºC por 15 segundos e 60ºC por um minuto. Após a 

amplificação, a curva de dissociação foi realizada com uma desnaturação inicial a 

95ºC por 5 segundos, seguidos de 15 segundos a 50ºC e aquecimento contínuo de 

0,1ºC/s a 90ºC. A especificidade dos produtos amplificados foi confirmada através 

da presença de um único pico nas curvas de dissociação. Os iniciadores foram 

utilizados nas concentrações 100nM forward X 100nM reverse, exceto IL-4, que foi 

utilizado as concentrações de 200nM X 200nM. Os resultados foram expressos em 

2-ΔΔCt
 (fold change), e amostras provenientes de animais controles (não infectados) 

foram utilizadas como calibradores.  

Tabela 2 – Alvos e sequências de iniciadores para quantificação de citocinas, iNOS e 
arginase de hamster utilizados nos ensaios de RT-qPCR em Tempo Real 

 
Alvo Sequência Tamanho do 

amplicon 
Referência 

GAPDH Fw 5'-GGT TGC CAA ACC TTA TCA GAA ATG-3' 
Rv 5'-TTC ACC TGT TCC ACA GCC TTG-3' 

69 pb Ribeiro-Romão et al., 
2014 

ɣ Actina Fw 5'-ACA GAG AGA AGA TGA CGC AGA TAA TG-3' 
Rv 5'-GCC TGA ATG GCC ACG TAC A-3' 

70 pb Espitia et al., 2010 

IFN-ɣ Fw 5'-TGT TGC TCT GCC TCA CTC AGG-3' 
Rv 5'-AAG ACG AGG TCC CCT CCA TTC-3' 

130 pb Espitia et al., 2010 

TGF-β Fw 5'-GGC TAC CAC GCC AAC TTC TG-3' 
Rv 5'-GAG GGC AAG GAC CTT ACT GTA CTG-3' 

81 pb Espitia et al., 2010 

TNF Fw 5’-TGA GCC ATC GTG CCA ATG-3' 
Rv 5'-AGC CCG TCT GCT GGT ATC AC-3' 

79 pb Espitia et al., 2010 

IL-10 Fw 5'-GGT TGC CAA ACC TTA TCA GAA ATG-3' 
Rv 5'-TTC ACC TGT TCC ACA GCC TTG-3' 

194 pb Espitia et al., 2010 

IL-4 Fw 5’-CCA CGG AGA AAG ACC TCA TCT G-3’ 
Rv 5’-GGG TCA CCT CAT GTT GGA AAT AAA-3’ 

72 pb Zivcec et al., 2011 

IL-6 Fw 5’-GGA CAA TGA CTA TGT GTT GTT AGA A-3’ 
RV 5’- AGG CAA ATT TCC CAA TTG TAT CCA G-3’ 

99 pb Ribeiro-Romão et al., 
2016 

iNOS Fw 5’-TGA GCC ACT GAG TTC TCC TAA GG-3’ 
Rv 5’-TCC TAT TTC AAC TCC AAG ATG TTC TG-3’ 

93 pb Osorio et al., 2012 

Arginase Fw 5’-ACC TAT GTG TCA TTT GGG TGG A-3’ 
Rv 5’-GCA GAT ATG CAG GGA GTC ACC-3’ 

163 pb Osorio et al., 2012 

Fonte: Vieira (2017). 

3.3.5 Determinação da carga parasitária 

A mensuração da carga parasitária por qPCR foi realizada por quantificação 

absoluta, com base numa curva padrão produzida a partir da contaminação artificial 

com formas promastigotas de L. braziliensis de amostras de fragmento de pele de 

hamster (não infectado). Para isso, em 3 mg de pele obtida do dorso da pata 

posterior direita do hamster foram adicionadas 105
 promastigotas de L. braziliensis, e 
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o DNA de ambos foi extraído, como descrito anteriormente. Diluições seriadas de 

1:10 foram feitas com tampão Tris-EDTA (TE) para produzir os sete pontos da curva 

padrão variando de 105
 a 0,5 equivalentes de parasitos, e de 3 a 3 × 10-6

 mg 

equivalentes de pele, respectivamente.  

Para a quantificação dos parasitos, foram utilizados iniciadores que 

amplificam a região conservada dos minicírculos de kDNA, a 50 nM e 50 nM 

(iniciadores direto e inverso, respectivamente) e iniciadores que amplificam o gene 

de referência GAPDH, a 100 nM e 100 nM. Antes do ensaio qPCR, amostras de 

DNA de hamster foram diluídas 1: 500 para melhor adaptarem-se a curva padrão do 

parasito. As reações foram realizadas no equipamento ViiATM 7 Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), que integra a plataforma 

PDTIS/FIOCRUZ de PCR em Tempo Real (RPT09A), em colaboração com o Dr. 

Otacilio Moreira (LABIMDOE - IOC/FIOCRUZ), com 5 μL do Power SYBR Green® 

PCR Master Mix (Life Technologies, CA, EUA), em um volume final de 10 μL por 

poço. As condições da PCR foram as seguintes: um ciclo de 10 minutos a 95ºC 

seguido por 40 ciclos de 95ºC por 15 segundos e 64ºC por um minuto. Após a 

amplificação, a curva de dissociação foi realizada com uma desnaturação inicial a 

95ºC por 5 segundos, seguidos de 15 segundos a 50ºC e aquecimento contínuo de 

0,1ºC/s a 90ºC. Os resultados foram obtidos a partir da razão kDNA/GAPDH e 

expressos em equivalentes de parasitos/mg de tecido.  

3.3.6 Contagem de mastócitos 

Os cortes foram feitos a partir dos tecidos da bolsa de ar, fixados em formol 

tamponado a 10% e embebidos em parafina, e em seguida foram corados com azul 

de toluidina. Para as bolsas de ar induzidas pelos estímulos com salina, em animais 

previamente infectados na pata (com diferentes inóculos) com 15 dias e 45 dias pós-

infecção, foram realizados quatro cortes de cada grupo. Para as bolsas de ar 

induzidas por 106 de L. braziliensis nos animais previamente infectados na pata 

(diferentes inóculos) com 15 e 45 dias pós-infecção, foram feitos seis cortes de cada 

grupo. A contagem foi feita em 10 campos aleatórios com aumento de 400x.  
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3.4  Metodologia para os Objetivos 5 e 6 

3.4.1 Análise histopatológica  

Os cortes histológicos foram feitos a partir dos tecidos da lesão da pata e da 

bolsa de ar, fixados em formol tamponado a 10% e embebidos em parafina. As 

alterações histopatológicas foram observadas e analisadas levando-se em conta os 

seguintes parâmetros, de acordo com cada tecido: infiltrado inflamatório, 

hemorragia, congestão, edema, necrose, fibrose, amastigotas, granulomas e células 

gigantes. A avaliação foi realizada por um patologista veterinário, segundo a 

presença ou ausência do evento através de escores: 0 (ausência), 1+ (presença de 

1-25% = discreto), 2+ (presença de 25-50% = moderado) e 3+ (>50% = intenso), 

como já descrito (Vasconcelos et al., 2014). Tecidos de animais sadios foram 

utilizados como controle negativo.  

3.5 Análise estatística 

Os resultados foram apresentados como média aritmética e erro padrão da 

média (EPM), ou mediana e intervalo interquartil. Para verificar a significância 

estatística entre os grupos infectados e o controle foi aplicado o teste t-Student ou 

ANOVA (Kruskal-Wallis, post-test Dunns). A análise dos parâmetros histopatológicos 

foi feita levando-se em conta os escores de cada animal. Os testes foram realizados 

utilizando-se o Programa GraphPad Prism versão 5.0 (GraphPad Software, San 

Diego, CA, USA). Em todos os testes utilizados, a significância mínima foi aceita 

quando P < 0,05 ou P < 0,001, de acordo com o teste utilizado. 
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Figura 3 – Fluxograma esquemático do desenho experimental para os objetivos 2 a 6 
Fonte: Elaboração própria. 
Legenda: Indução de resposta inflamatória no modelo de bolsa de ar em hamster infectados 
na pata com diferentes inóculos de Leishmania (Viannia) braziliensis. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Influência do inóculo na quantidade e tipo de leucócito recrutado na bolsa 
de ar subcutânea 

Inicialmente foi avaliada a quantidade de células presentes no exsudato da 

bolsa de ar em resposta aos três diferentes inóculos após 12 horas do estímulo. O 

tempo de 12 horas foi escolhido porque é quando ocorre o pico máximo de 

recrutamento celular, de acordo com estudos realizados previamente (Teixeira et al., 

2005; Vasconcelos et al., 2014). Observou-se um aumento significativo do infiltrado 

leucocitário com o aumento da carga infectiva. O recrutamento total de leucócitos 

induzido pelos inóculos de 105 e 106 parasitos foi 77x104 ± 17,2x104 céls/mL e 

75x104 ± 13,8x104 céls/mL, respectivamente, sendo ambos significativamente 

maiores que aquele induzido pelo inóculo 104 (p=0.03; 14x104 ± 5,1x104 céls/mL) e 

pelo controle Salina (p=0.04; 10x104 ± 1,83x104 céls/mL). Os inóculos de 105 e 106 

só não conseguiram induzir mais leucócitos do que o estímulo com LPS (controle 

positivo) (p=0.007; 96x104 ± 19,4x104 céls/mL). Vale salientar ainda que o inóculo 

104 e Salina induziram recrutamentos semelhante (Figura 4). 
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Figura 4 – Quantificação de leucócitos recrutados na bolsa de ar subcutânea produzida 
em hamster em resposta a presença de Leishmania (Viannia) braziliensis (104, 105 e 106 
parasitos) 
Fonte: Elaboração própria. 
Legenda: O exsudato foi coletado 12h após inoculação dos estímulos. Os leucócitos foram 
enumerados microscopicamente. Os valores representam a média aritmética ± erro padrão 
da média de 2 experimentos independentes. N=8 (Salina e LPS cada grupo); n=12 
(Leishmania cada grupo). *p=0.04 (105 e 106 versus Salina).  
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Quando foi avaliado o tipo celular que migrou para o exsudato, de acordo com 

cada estímulo, observou-se que o maior recrutamento celular induzido pelos 

inóculos de 105 e 106 foi devido à maior migração de neutrófilos (105 parasitos; 

57x104 céls/mL e 106 parasitos; 53,6x104 céls/mL) e linfócitos (105 parasitos; 

11,5x104 céls/mL e 106 parasitos; 16x104 céls/mL). Interessante observar também 

que o número de linfócitos aumentou significativamente com o aumento da carga 

infectiva. (Figura 5). 
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Figura 5 – Quantificação dos tipos de leucócitos recrutados na bolsa de ar subcutânea 
produzida em hamster em resposta à presença de Leishmania (Viannia) braziliensis 
(104, 105 e 106 parasitos) 
Fonte: Elaboração própria. 
Legenda: O exsudato foi coletado 12h após inoculação dos estímulos. Os leucócitos foram 
enumerados microscopicamente. Os valores representam a média aritmética ± erro padrão 
da média de 2 independentes experimentos. N=8 (salina e lipopolissacarideo - LPS cada 
grupo); n=12 (Leishmania cada grupo). **p=0.001 (neutrofilos 105 e 106 versus linfócitos 105 
e 106), ***p=0.0002 (neutrofilos 105 e 106 versus eosinófilos e macrófagos 105 e 106). 

4.2 Influência da primo-infecção por Leishmania (Viannia) braziliensis na 
quantidade e tipo de leucócitos recrutados na bolsa de ar 

O próximo passo foi investigar se a quantidade e o tipo de leucócitos 

recrutados para a bolsa de ar seriam influenciados por uma infecção prévia. Para 

isso, hamsters foram infectados no coxim plantar da pata com L. braziliensis, usando 

as concentrações 104, 105 e 106. Após 15 e 45 dias de infecção foram realizadas 

bolsa de ar subcutânea nestes animais com a mesma cepa que foi utilizada na 

infecção prévia na pata, mas mantendo uma concentração fixa de 106 parasitos para 

o estímulo de todas as bolsas de ar. Os tempos 15 e 45 dias foram escolhidos com o 
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objetivo de verificar um tempo de infecção ainda bem precoce (fase silenciosa) e 

outro com a infecção já estabelecida (início da resposta adaptativa). Os resultados 

mostraram que ocorreu um aumento significativo no número de leucócitos no 

infiltrado da bolsa de ar a medida que se aumentou a carga infectiva na pata dos 

animais, principalmente após 45 dias de infecção (Figura 6). Aos 15 dias após a 

infecção na pata, os inóculos 104 (p = 0.04) e 106 (p = 0.001) mostraram aumento 

significativo de leucócitos comparado com o estímulo com Salina na bolsa de ar.  

Além disso, observou-se que os animais previamente infectados na pata com 

os diferentes inóculos tiveram um aumento ainda maior (104, aumento de 2 vezes; 

104 e 106, aumento de 3 vezes) no recrutamento celular com 45 dias após a re-

infecção com Leishmania na bolsa de ar quando comparado com 15 dias (Figura 6). 

Foi possível observar ainda que com 45 dias, as duas maiores concentrações (105 e 

106) recrutaram um significante maior número de células (p=0.009) do que o 

estímulo com a menor concentração, 104 (Figura 6).  
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Figura 6 – Quantificação dos leucócitos recrutados na bolsa de ar subcutânea 
produzida em hamsters infectados previamente na pata com 
Leishmania (Viannia) braziliensis (104, 105 e 106 parasitos) 
Fonte: Elaboração própria. 
Legenda: Os animais foram infectados com 104, 105 ou 106 parasitos no coxim plantar da 
pata e após 15 e 45 dias de infecçcão foi realizada a bolsa de ar subcutânea (inóculo fixo de 
106 parasitos) nestes mesmos animais. O exsudato foi coletado 12h após inoculação dos 
estímulos. Os leucócitos foram enumerados microscopicamente. Os valores representam a 
média aritmética ± erro padrão da média de 2 experimentos independentes. N=8 (grupo 
Salina); n=12 (Leishmania cada grupo). *p=0.0093 (105 e 106 versus 104). 

Em relação ao tipo celular encontrado no exsudato, no gráfico 7 é possível 

observar que as células que migraram em maior número para o exsudato da bolsa 

de ar foram neutrófilos, seguidos de linfócitos e/ou eosinófilos, independente do 



34 

estímulo ter sido feito com salina ou Leishmania. Vale salientar que o número de 

neutrófilos induzido foi praticamente duas vezes maior na bolsa de ar dos animais 

que foram previamente infectados com 105 e 106 (Figura 7E e 7F) e que receberam o 

re-estímulo na bolsa com Leishmania, quando comparado com os que receberam 

apenas salina no tempo de 45 dias (Figura 7B e 7C). 
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Figura 7 – Quantificação dos tipos de leucócitos recrutados na bolsa de ar subcutânea 
produzida em hamsters infectados previamente na pata com 
Leishmania (Viannia) braziliensis (104, 105 e 106 parasitos) 
Fonte: Elaboração própria. 
Legenda: Os animais foram infectados com 104, 105 ou 106 parasitos no coxim plantar da 
pata e após 15 e 45 dias de infecção foi realizada a bolsa de ar subcutânea (inóculo fixo de 
106 parasitos) nestes mesmos animais. O exsudato foi coletado 12h após inoculação dos 
estímulos. Os leucócitos foram enumerados microscopicamente. Os valores representam a 
média aritmética ± erro padrão da média de 2 independentes experimentos. N=8 (grupo 
Salina); n=12 (Leishmania cada grupo). 

Com relação aos mastócitos, diferente do que se observou com a migração 

leucocitária no exsudato inflamatório da bolsa de ar, no tecido da bolsa, não houve 

diferença no número destas células em resposta ao estímulo com salina ou 

Leishmania aos 15 dias após a primo-infecção na pata (Figura 8A). Entretanto, aos 

45 dias pós infecção na pata, observou-se nos tecidos da bolsa de ar dos animais 

que foram re-estimulados com Leishmania, que a quantidade de mastócitos foi 

significativamente maior (p < 0.001) nos tecidos da bolsa de ar dos animais 

infectados na pata com os inóculos 105 e 106 em comparação ao menor inóculo 104 

(Figura 8B). Foi visto também que nos animais infectados com 106 na pata, a 

quantidade de mastócitos no tecido da bolsa de ar em resposta a Leishmania foi 
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maior comparado à bolsa estimulada apenas com salina, aos 45 dias pós-infecção 

(Figura 8B). 
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Figura 8 – Quantificação de mastócitos avaliados no tecido da bolsa de ar subcutânea 
produzida em hamsters infectados previamente na pata com 
Leishmania (Viannia) braziliensis (104, 105 e 106 parasitos) 
Fonte: Elaboração própria. 
Legenda: Os animais foram infectados com 104, 105 ou 106 parasitos no coxim plantar da 
pata e após 15 (A) e aos 45 (B) dias de infecção foi formada a bolsa de ar subcutânea 
(inóculo fixo de 106 parasitos ou Salina) nestes mesmos animais. O tecido da bolsa foi 
coletado 12h após inoculação dos estímulos. Os mastócitos foram enumerados 
microscopicamente. Os valores representam a média aritmética ± erro padrão da média de 2 
independentes experimentos. N=8 (grupo Salina); n=12 (Leishmania cada grupo). Aumento 
400X. * p< 0.001 (104 versus 105 e 104 versus 106). 

4.3 Análise da espessura da lesão da pata infectada com os diferentes 
inóculos 

O acompanhamento da evolução das lesões cutâneas após a infecção com 

104, 105 e 106 promastigotas de L. braziliensis procedeu-se semanalmente com a 

medida das patas, onde a espessura da lesão foi determinado pela diferença entre a 

pata infectada e a pata contralateral não infectada do mesmo animal. Com relação 

ao aspecto clínico, observou-se pápulas e lesões nodulares que não ulceraram 

(Figura 9A). A espessura das lesões dos animais infectados com os inóculos 105 e 

106 foi sempre maior que a dos animais infectados com o inóculo de 104 (Figura 9B). 

Vale salientar que houve diferença significante na espessura das lesões com 45 dias 

pós infecção, nos grupos 105 e 106 (0.344 ± 0.0031mm e 0.450 ± 0.0032mm, 

respectivamente) comparado com 104 (0.150 ± 0.034mm) (Figura 9B). 
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Figure 9 – Avaliação do tamanho das lesões de pata de hamster após infecção por 
promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis em três diferentes concentrações do 
parasito (104, 105 e 106) 
Fonte: Elaboração própria. 
Legenda: A espessura das lesões foi definida pela diferença entre a pata infectada e a 
contralateral não infectada (expresso em milímetros). (A) Aspectos clínicos das lesões com 
45 dias pós-infecção. (B) Cinética de desenvolvimento das lesões cutâneas ao longo de 45 
dias pós-infecção (média ± erro padrão da media); *p=0,01 (104 vs 105), +p=0,03 (104 vs 
106), **p= 0,004 (104 vs 105) ++p= 0,05 (104 e 106). N= 60. 

4.4 Avaliação da carga parasitária do tecido da pata e do linfonodo após 15 e 
45 dias de infecção com diferentes inóculos de 
Leishmania (Viannia) braziliensis 

A mensuração da carga parasitária no tecido da pata e linfonodo de 

drenagem da lesão dos animais infectados com 104, 105 e 106 promastigotas de L. 

braziliensis, após os períodos de 15 e 45 dias de infecção (n=60), foi realizada pela 

técnica qPCR. No tecido da pata, a carga parasitária só foi possível ser quantificável 

nos experimentos com o inóculo 106, em ambos os períodos avaliados. Os animais 

analisados com 45 dias apresentaram níveis significativamente maiores de DNA 
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parasitário (mediana = 21 parasitos/mg) do que com avaliados com 15 dias 

(mediana = 1,3 parasitos/mg) (Figura 10A).  

No tecido do linfonodo, entretanto, observou-se carga parasitária que foi 

quantificável nos três inóculos, nos dois períodos avaliados. Com 15 dias, os três 

inóculos apresentaram níveis de mediana equivalentes a menos de 3 parasitos/mg: 

com 106 - 1.6 parasitos/mg, 105 - 0.6 parasitos/mg e 104 - 0.25 parasitos/mg, sendo 

o primeiro significativamente mais elevado (p < 0.05) em relação ao inóculo 104 

(Figura 10B). Ainda em relação ao linfonodo, com 45 dias pós-infecção, os animais 

infectados com 106 apresentaram mediana significativamente (p < 0.001) mais 

elevada (38 parasitos/mg) do que aqueles dos inóculos de 105 (2,0 parasitos/mg) e 

104 (0.36 parasitos/mg) (Figura 10B). 
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Figura 10 – Quantificação da carga parasitária em lesões cutâneas (A) e linfonodo (B) 
de hamsters infectados com 104 (), 105 (▲) e 106 () promastigotas de 
Leishmania (Viannia) braziliensis com 15 e 45 dias após a infecção 
Fonte: Elaboração própria. 
Legenda: A carga parasitária foi quantificada por PCR em tempo real e os resultados 
expressos em equivalentes de parasitos/massa de tecido de pele ou linfonodo (mg). Cada 
símbolo representa um animal. As linhas horizontais representam mediana com intervalo 
interquartil. * p<0.05; ** p<0.001. 

4.5 Análise da expressão gênica de citocinas, iNOS e arginase em lesão de 
pata e linfonodo de hamsters infectados com diferentes inóculos  

O ensaio de RT-qPCR foi aplicado para avaliar a expressão gênica na pele e 

linfonodo poplíteo de animais infectados com 104, 105 e 106 promastigotas de L. 

braziliensis após os períodos de 15 e 45 dias de infecção.  

Com 15 dias de infecção, foi observada expressão na maioria das moléculas 

analisadas na pata infectada com 106 parasitos, o que não ocorreu com os animais 

infectados com os outros inóculos (Figura 11). Nos animais inoculados com 105, 

A B 
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houve expressão de TNF, TGF-β e iNOS, em quantidades semelhantes a de 106 e 

pouca expressão de IFN-ɣ e IL-4, com diferença estatística significativa (p < 0,05) 

em relação ao inóculo de 106, bem como nenhuma expressão de IL-10, IL-6 e 

arginase.  Em relação aos animais inoculados com 104, não houve expressão 

nenhuma das moléculas analisadas (Figura 11).  

Entretanto, com 45 dias de infecção, foi observado um aumento na expressão 

da maioria das moléculas analisadas, quando comparado com 15 dias, nas três 

concentrações utilizadas. A expressão de iNOS (p <0.05) e IFN-ɣ foi maior na 

concentração de 106, quando comparada a expressão dessas moléculas com 105. 

Foi observada também a expressão de IL-6 com 45 dias, no inóculo de 105, o que 

não ocorreu com 15 dias de infecção (Figuras 11A e F). Para o inóculo de 104 foi 

observada expressão gênica de TNF, TGF-β, IL-4, IL-6, arginase e iNOS, em 

pequenas quantidades (Figura 11). 

A análise da expressão de citocinas no linfonodo poplíteo dos animais 

infectados com as três concentrações de parasitos mostrou que houve expressão 

gênica de todas as moléculas analisadas nos três inóculos e nos dois períodos 

estudados. Porém, observou-se aumento significativo somente na expressão de 

IFN-ɣ, IL-10, IL-4, TGF-β e iNOS (p < 0,05) com o inóculo de 106 em relação ao de 

104, com 15 dias de infecção (Figura 12).  

Com 45 dias pós-infecção, a expressão de IFN-ɣ e iNOS foi maior em relação 

as outras moléculas, nas concentrações de 105 e 106, embora também tenha sido 

observada a expressão das outras moléculas, em quantidades menores. Vale 

salientar que o inóculo de 105 induziu um pouco menos a expressão de citocinas em 

relação a 106, porém percebe-se que o perfil de expressão foi semelhante (Figura 

12).  

Na concentração de 104 observou-se expressão de todas as moléculas 

analisadas de forma semelhante, mostrando um certo equilíbrio entre as 

quantidades que foram expressas, enquanto na concentração de 106 observou-se 

expressão significativamente maior de todas as citocinas, exceto de IL-6, quando 

comparado ao inóculo de 104, com 45 dias (Figura 12). 
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Figura 11 – Expressão gênica de IFN-γ (A), TNF (B), IL-10 (C), TGFβ (D), IL-4 (E), IL-6 
(F), arginase (G) e iNOS (H) na lesão da pata de hamsters com 15 e 45 dias após a 
infecção com 104 (), 105 (▲) e 106 () promastigotas de 
Leishmania (Viannia) braziliensis 
Fonte: Elaboração própria. 
Legenda: Amostras de pele de animais não infectados foram utilizadas como calibradores 
da reação. Cada símbolo representa um animal. Mediana com intervalo interquartil. * 
p<0.05; ** p<0.001 
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Figura 12 – Expressão gênica de IFN-γ (A), TNF (B), IL-10 (C), TGFβ (D), IL-4 (E), IL-6 
(F), arginase (G) e iNOS (H) no linfonodo poplíteo de hamsters com 15 e 45 dias após a 
infecção com 104 (●), 105 (▲) e 106 () promastigotas de Leishmania braziliensis 
Fonte: Elaboração própria. 
Legenda: Amostras de pele de animais não infectados foram utilizadas como calibradores 
da reação. Cada símbolo representa um animal. Mediana com intervalo interquartil. * 
p<0.05; ** p<0.001. 
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4.6 Alteração histopatológica no tecido da pata de hamster com infecção com 
três diferentes inóculos de Leishmania (Viannia) braziliensis e do tecido da 
bolsa de ar na reinfecção com 15 e 45 dias 

Com o intuito de analisar se o modelo bolsa de ar mimetizava o infiltrado 

inflamatório das lesões induzido pela infecção por Leishmania foram comparadas as 

alterações histopatológicas ocorridas nos dois sítios.  

Em relação às alterações histológicas na pata infectada foi possível observar 

que, com 15 dias, a derme do tecido da pata dos animais infectados não apresentou 

alterações histopatólogicas que as diferenciassem dos controles não infectados, em 

nenhum dos três inóculos utilizados (Figura 13A).  

Entretanto, com 45 dias pós-infecção, observou-se um infiltrado inflamatório 

constituído por macrófagos, linfócitos, plasmócitos, eosinófilos, neutrófilos e 

mastócitos, organizados na região perivascular e se difundindo na derme das lesões 

das três diferentes concentrações de parasitos utilizadas (Figura 15A, B e C). 

Os animais infectados com 104 exibiram infiltrado inflamatório discreto, 

enquanto os animais inoculados com 105 e 106 apresentaram uma infiltração 

inflamatória moderada, e moderada a intensa, respectivamente (Figura 13B e Figura 

15A, B e C). Os escores histopatológicos obtidos dos tecidos das patas dos animais 

inoculados com 105 e 106 parasitos (2.3 e 3.0, respectivamente) foram 

significativamente mais elevados quando comparados aos observados com o 

inóculo 104 no período de 45 dias pós-infecção (Figura 13B). 
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Figura 13 – Alterações histopatológicas representadas por escore, no tecido da pata de 
hamsters infectados com diferentes concentrações de Leishmania (Viannia) braziliensis 
(104, 105 e 106 parasitos), com 15 (A) e 45 (B) dias pós-infecção. 
Fonte: Elaboração própria. 
Legenda: A avaliação foi feita de forma semiquantitativa utilizado escores (intensidade de 
ocorrência) das alterações histopatológicas, variando de ausência (escore = 0), discreto 
(escore = 1), moderado (escore = 2) a intenso (escore = 3). As seguintes alterações 
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histopatológicas foram avaliadas: infiltrado inflamatório, hemorragia, congestão, edema, 
necrose, fibrose, amastigotas, granulomas e células gigantes. Os valores representam a 
média aritmética ± desvio padrão. N=4 (grupo Controle); n=6 (Leishmania cada grupo). 

Também foi feita a análise histopatológica do tecido da bolsa de ar dos 

grupos de animais, após a infecção prévia na pata, sendo que os tecidos foram 

retirados com 15 e 45 dias pós-infecção. No tecido da bolsa de ar foi observado 

infiltrado inflamatório organizado em áreas perivasculares e difusas, especialmente 

na hipoderme, constituído por macrófagos, linfócitos, plasmócitos, eosinófilos, 

neutrófilos e mastócitos, nos dois tempos avaliados (15 e 45 dias) e nos três 

diferentes inóculos (104, 105 e 106) (Figura 14 e Figura 15D, E e F). Nos animais 

infectados na pata previamente com 104, o infiltrado do tecido da bolsa foi discreto, 

enquanto, nos animais infectados previamente na pata com 105 e 106, o infiltrado do 

tecido da bolsa de ar mostrou-se moderado, em ambos os tempos avaliados (Figura 

14A e B; Figura Figura 15D, E e F).  

No tecido da bolsa de ar obtido no período de 45 dias pós-infecção, os 

escores histopatológico dos inóculos 105 e 106 (1.75 e 2.0, respectivamente) também 

foram significativamente mais elevados quando comparados a 104 (Figura 14B). 
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Figura 14 – Alterações histopatológicas no tecido da bolsa de ar produzida em 
hamsters infectados previamente na pata com diferentes concentrações de 
Leishmania (Viannia) braziliensis (104, 105 e 106 parasitos) representado por scores, 
com 15 (A) e 45 (B) dias pós-infecção 
Fonte: Elaboração própria. 
Legenda: A avaliação foi feita de forma semiquantitativa utilizado escores (intensidade de 
ocorrência) das alterações histopatológicas, variando de ausência (escore = 0), discreto 
(escore = 1), moderado (escore = 2) a intenso (escore = 3). As seguintes alterações 
histopatológicas foram avaliadas: infiltrado inflamatório, hemorragia, congestão, edema, 
necrose, fibrose, amastigotas, granulomas e células gigantes. Os valores representam a 
média aritmética ± desvio padrão. N=4 (grupo Controle); n=6 (Leishmania cada grupo). 
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Figura 15 – Fotomicrografia de pata infectada e bolsa da ar subcutânea formada em 
hamsters infectados com diferentes concentrações de parasitos de Leishmania 
braziliensis 45 dias após a infecção.  
Fonte: Elaboração própria. 
Legenda: Infiltrado inflamatório discreto na pata posterior direita infectada com 104 (A), 
moderado com 105 (B) e intenso com 106 (C). Infiltrado inflamatório discreto no tecido da 
bolsa de ar em animal previamente infectado com 104 (D) e moderado com 105 (E) e 106 
(F). Hematoxilina e Eosina, 100X. 
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5 DISCUSSÃO 

O uso de modelos experimentais no estudo de doenças infecciosas é de 

suma importância para o entendimento dos mecanismos da imunopatogenicidade, 

bem como para o desenvolvimento de novos fármacos e vacinas (Awashti et al., 

2004; Oliveira et al., 2005; Hommel et al., 1995). No modelo hamster, sugere-se que 

na fase inicial da infecção, durante a resposta imunológica inata, a diferença no 

número de parasitos inoculados influencia o início do desenvolvimento da resposta 

imunológica adaptativa, com consequente manifestação clínica da doença, e a 

magnitude dessa resposta adaptativa determinará o curso crônico da infecção 

(Ribeiro-Romão et al., 2014). 

Neste trabalho, o modelo da bolsa de ar foi utilizado para analisar o perfil 

celular induzido por diferentes concentrações (104, 105 e 106) de L. braziliensis. Em 

seguida, o mesmo modelo foi usado para analisar o exsudato inflamatório induzido 

na bolsa de ar em resposta a um inóculo fixo de 106 de L. braziliensis em animais 

previamente infectados na pata com diferentes concentrações do parasito (104, 105 e 

106), com o objetivo de verificar a resposta inflamatória influenciada por essas 

concentrações após 15 e 45 dias da primo-infecção e, desta forma, entender melhor 

os eventos iniciais da infecção e sua possível relação com a evolução e gravidade 

da doença. 

Diversos estudos em camundongos têm descrito a utilização da bolsa de ar 

como modelo consistente de investigação da resposta inflamatória, uma vez que 

com este modelo é possível se criar um ambiente que propicia o recrutamento e a 

análise fenotípica das células que migraram para dentro do espaço da bolsa de ar 

(Matte; Olivier, 2002; Forget et al., 2005). Recentemente, o modelo hamster 

mostrou-se bastante aplicável ao estudo da leishmaniose cutânea causada por L. 

braziliensis, uma vez que reproduziu muitos dos aspectos clínicos e 

imunopatológicos observados na doença humana (Gomes-Silva et al., 2013).  

No presente trabalho, a avaliação inicial dos diferentes inóculos na bolsa de 

ar mostrou que o inóculo 104 induziu uma migração celular bem menor que os 

inóculos 105 e 106. No entanto, apesar da maior diferença no número de parasitos 

entre os inóculos 105 e 106, a quantidade de células que migraram para a bolsa de 

ar induzida por estes, foi semelhante. Ao contrário, entre as concentrações 104 e 

105, cuja quantidade de parasitos, é menor entre os inóculos, houve um aumento 

significativo no recrutamento celular. Alguns trabalhos já demonstraram que cepas 
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dermotrópicas, como L. major e L. braziliensis são melhores recrutadoras de 

leucócitos dentro da bolsa de ar do que as cepas viscerotrópicas, como L. infantum, 

sugerindo que a acumulação de leucócitos no local do inóculo pode ajudar a reduzir 

a carga parasitária e restringir a difusão do parasito, permitindo o desenvolvimento 

de lesões características na pele (Matte; Olivier, 2002; Teixeira et al., 2005; 

Vasconcelos et al., 2014).  

Quando a bolsa de ar foi realizada em animais que foram previamente 

infectados na pata com diferente carga infectiva, o mesmo fenômeno foi observado, 

ou seja, a menor concentação 104 induziu menos migração celular que as maiores 

concentrações 105 e 106, que por sua vez, comportaram-se de forma semelhante. 

Observou-se ainda uma diferença em relação ao tempo, uma vez que com 45 dias 

pós-infecção na pata, encontrou-se uma maior migração de células na bolsa de ar, 

sugerindo que não somente a infecção prévia interferiu no recrutamento celular, mas 

também o tempo de infecção teve importância na quantidade de células que 

migraram. As células que migram para o sítio inflamatório podem modular a resposta 

do hospedeiro, tornando o ambiente favorável ou desfavorável para a sobrevivência 

do parasito, portanto, o conhecimento do que acontece nessa fase inicial da infecção 

é muito importante para esclarecer a diferença na evolução e gravidade das lesões 

induzidas por diferentes cargas infectivas. 

O tipo celular que migrou para a bolsa de ar também foi investigado. Os 

animais infectados na pata com 105 e 106 induziram maior recrutamento celular, 

após 45 dias de infecção, e esse aumento se deu devido ao grande número de 

neutrófilos, seguido em menor número de linfócitos e eosinófilos. Trabalhos 

anteriores demonstraram que Leishmania aciona o recrutamento de uma população 

mista de células inflamatórias, como neutrófilos, macrófagos e eosinófilos, que pode 

variar entre espécies e cepas (Matte; Olivier, 2002; Teixeira et al., 2005). 

Vários estudos mostram que os PMNs são os primeiros leucócitos a 

aparecerem no local inflamatório (revisado por Jochim; Teixeira, 2008; Peters et al., 

2008). O papel dessas células no sítio inflamatório é complexo; os PMNs podem 

matar ou proteger os parasitos, dependendo da espécie do parasito e do hospedeiro 

(Scott; Novais, 2016). Já foi demonstrado que neutrófilos podem albergar 

Leishmania nas primeiras horas ou dias após a infecção (Laufs et al., 2002; van 

Zandgergen et al., 2004). Leishmania é capaz de retardar a apoptose de neutrófilos, 

um mecanismo que envolve a inibição de caspase-3 (Aga et al., 2002), e 

corroborando isso, em um estudo recente, não foi observada apoptose em 
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neutrófilos na infecção por L. mexicana (Hurrell et al., 2015). Os parasitos que são 

ingeridos, mas não mortos pelos PMNs, nesta fase inicial, podem se beneficiar desta 

acumulação precoce de neutrófilos para o sítio de infecção, como já foi demonstrado 

para L. major (Tacchini-Cottier et al., 2000).  

Os neutrófilos podem servir, então, de porta de entrada silenciosa para a 

Leishmania nos macrófagos, mecanismo denominado de “cavalo de Troia” (van 

Zandgergen et al., 2004). Além disso, algumas promastigotas podem escapar do 

neutrófilo logo antes da sua ingestão por macrófagos, mecanismo denominado de 

“coelho de Troia” (Peters et al., 2008). Adicionalmente, foi relatado também que 

promastigotas de Leishmania podem induzir a migração de PMN, liberando um fator 

chamado fator quimiotático de Leishmania, que tem potente atividade quimioatraente 

para neutrófilos (van Zandgergen et al., 2002).  

Por outro lado, neutrófilos atuam como células fagocíticas efetoras também 

em leishmaniose, matando Leishmania (Pearson et al., 1981; Chang 1981; Lima et 

al., 1998). Os neutrófilos liberam grânulos de proteínas enquanto migram para o 

local inflamatório, que induzem a produção de TNF-α, que por sua vez ativa 

macrófago para promover a morte dos parasitos (Filardy et al., 2011). Um estudo 

tem demonstrado que neutrófilos interagem com macrófagos pela via CD28-

CD80/CD86, resultando em secreção de IFN-γ, que por sua vez controlaria o 

crescimento de Leishmania dentro de macrófagos (Venuprasad et al., 2002). No 

presente estudo, não podemos afirmar que o recrutamento destas células para a 

bolsa de ar favoreceu a sobrevivência do parasito, podemos apenas especular, uma 

vez que não foi determinada carga parasitária nas células da bolsa de ar. 

Os linfócitos e eosinófilos foram as células mais recrutadas depois dos 

neutrófilos. Foi demonstrado em outros trabalhos que além de L. braziliensis outras 

espécies de Leishmania, como L. major e L. donovani também são capazes de 

induzir a migração de eosinófilos (Matte; Olivier, 2002; Teixeira et al., 2005). Sabe-

se que assim como os neutrófilos, os eosinófilos também são capazes de albergar e 

matar Leishmania (Pompeu et al., 1991; Lima et al., 1998). Os eosinófilos podem 

participar da vasodilatação, favorecendo a alimentação sanguínea do vetor e ao 

mesmo tempo criar um ambiente inóspito para os patógenos transmitidos pelo vetor 

(Belkaid et al., 2000). Por outro lado, a presença de eosinófilos tem sido fortemente 

relacionada às reações alérgicas e picadas de insetos, caracterizada por uma 

resposta imunológica tipo Th2 (Blanchard; Rothenberg, 2009).  
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  Nos últimos anos tem sido relatado que os eosinófilos podem influenciar o 

desenvolvimento da resposta imunológica adaptativa participando do processo como 

células apresentadoras de antígenos, podendo facilitar a resposta imunológica inata 

através da ativação de neutrófilos, basófilos e mastócitos, e podendo também 

favorecer uma resposta imunológica adaptativa pela indução da maturação de CDs 

e modulação da resposta Th1 versus Th2 (Padigel et al., 2006; Blanchard et al., 

2009; Akuthota et al., 2010; Rodríguez; Wilson, 2014). Outros estudos sugerem que 

eosinófilos produzem citocinas IFN-γ e IL-12 que induzem uma resposta Th1, mas 

esses dados só foram observados em infecção experimental por Cryptococcus 

neoformans (revisto por Rodríguez; Wilson, 2014). Portanto, mais estudos precisam 

ser realizados para elucidar as atividades de eosinófilos em outras doenças 

infecciosas, incluindo as leishmanioses. 

No presente trabalho, foi observado que os linfócitos foram o segundo tipo 

celular mais presente no exsudato da bolsa de ar, depois de neutrófilos. Segundo 

von Stebut (2007), para a eficiência na eliminação dos parasitos, as células T devem 

migrar para a lesão da pele infectada com Leishmania. Essa migração é dependente 

de quimiocinas presentes no local da infecção e da expressão de receptores de 

adesão pelas células T, que leva à migração de células T efetoras para o sítio de 

inflamação. Um estudo realizado com L. major sugere que duas populações de 

células T CD4+ são responsáveis pela proteção imunológica: células T efetoras, 

dependente do parasito, e células T de memória central, independente do parasito. 

A existência de uma população duradoura de células T de memória central não 

requer a presença de parasitos vivos (Scott, 2005). Numa reinfecção com L. major, 

essas células se multiplicam e promovem proteção eficiente. 

Trabalhos anteriores mostraram que quando ocorre um baixo número de 

macrófagos infectados no sítio inflamatório, consequentemente não haveria 

produção da quimiocina CCL2, responsável por recrutar células NK, macrófagos e 

outras células CCR2+ (Teixeira et al., 2006). Além disso, segundo alguns autores, 

macrófagos inflamatórios são os responsáveis pela secreção de CCL2, e a infecção 

por Leishmania não induz ativação desse tipo de macrófago (Bhardwaj et al., 2010). 

O baixo número de macrófagos também pode acarretar uma baixa produção da 

quimiocina CXCL10, que serve não somente para atrair mais macrófagos para o 

sítio inflamatório, mas também para ativar células NK, importantes produtoras de 

IFN-y na resposta inata (Vester et al., 1999; Teixeira et al., 2006). 
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No presente trabalho, foi observado um número reduzido de macrófagos na 

bolsa de ar. O recrutamento inicial de monócitos inflamatórios é dependente da 

quimiocina CCL2, que é produzida por células que estão no local da infecção (Scott; 

Novais, 2016). Sabe-se que os neutrófilos são as primeiras células encontradas em 

grande número no início das infecções por patógenos, ocorrendo depois uma 

dominante presença de macrófagos. A proporção de neutrófilos e macrófagos muda 

durante as primeiras semanas da infecção e em pouco tempo os neutrófilos 

diminuem e ocorre um aumento concomitante de macrófagos e CDs (Jochim; 

Teixeira, 2008).  

Matte e Olivier (2002) mostraram que o número de macrófagos aumentou em 

torno de 50% após 48 horas de infecção na bolsa de ar estimulada por L. donovani. 

Resultados parecidos podem ser observados no trabalho de Vasconcelos e 

colaboradores (2014), onde o estímulo por L. chagasi na bolsa de ar, resultou na 

predominância de macrófagos, tanto com 12h como com 24h pós-inóculo, no tecido 

da bolsa de ar e não no exsudato celular, sugerindo que estas células foram 

recrutadas, mas podem não ter migrado, ou migrariam apenas mais tarde (após 

24h). Já foi relatado que o menor recrutamento de macrófagos na bolsa de ar 

estimulada por L. donovani pode estar relacionado com o LPG de superfície do 

parasito, uma vez que o LPG tem sido implicado na redução da migração 

transendotelial de monócitos, por conta do bloqueio da expressão de E-selectina, 

ICAM-1 e VCAM-1 (Lo et al., 1998). Pode-se especular que o número reduzido de 

macrófagos no presente trabalho, apesar de significar, a priori, menos células 

hospedeiras para os parasitos inicialmente, pode não se apresentar como um 

grande problema em um tempo mais tardio, uma vez que, como já citado acima, 

existe uma tendência à inversão da proporção neutrófilos/macrófagos com o tempo, 

que é de 48 h na bolsa de ar estimulada com Leishmania, e esse tempo não foi 

avaliado neste trabalho.   

No presente trabalho também foi realizada a contagem de mastócitos no 

tecido da bolsa de ar de animais que foram infectados previamente com os 

diferentes inóculos na pata e, após 15 e 45 dias de infecção, foram submetidos à 

bolsa de ar. Foi observada uma maior presença de mastócitos nos animais 

infectados com 106 parasitos após 45 dias de infecção. Estudos realizados por Birdri 

e colaboradores (1997) sugerem que os mastócitos são células importantes na 

primeira linha de defesa contra Leishmania spp. inoculada na pele. Além do mais, 

pode-se especular que sua habilidade em secretar citocinas, induz a resposta 
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imunológica adaptativa que terá maior implicação no desfecho da doença 

(Rodríguez; Wilson, 2014). 

Foi relatado que mastócitos são em parte responsáveis por mediar a lesão 

inflamatória local induzida por L. major (Wershil et al., 1994). A degranulação dos 

mastócitos antes da infecção por L major reduz não somente sua capacidade em 

exacerbar a inflamação pela liberação de histamina, mas também sua habilidade em 

promover uma resposta Th2, que antagonizará o desenvolvimento de uma resposta 

Th1 curativa (Romao et al., 2009). Outros estudos mostram que a deficiência dos 

mastócitos está associada com a diminuição da migração dos neutrófilos, 

macrófagos e CDs nas lesões. Além disso, a deficiência dos mastócitos leva a 

diminuição da produção de IL-12, uma citocina promotora da resposta Th1 (Maurer 

et al., 2006). Com base nesses resultados, sugere-se que os mastócitos induzem 

uma resposta imunológica sistêmica à Leishmania spp. através do recrutamento de 

neutrófilos e macrófagos para o local da lesão.  

Estudos clínicos tanto em humanos quanto em animais indicam que os 

mastócitos têm papel na resposta inflamatória da LC, mas a extensão da infiltração e 

o seu fenótipo funcional dependem da espécie de Leishmania e do hospedeiro 

(revisto por Rodríguez; Wilson, 2014). Por outro lado, alguns autores consideram 

improvável o envolvimento de mastócitos no desenvolvimento clínico da LC. Afirmam 

que a LC murina se desenvolve independente dos mastócitos e que eles não 

influenciam a função imunomoduladora na diferenciação das células T e sugerem 

também que os mastócitos não são fontes críticas de IL-4 e, portanto, não 

influenciam na progressão da doença (Paul et al., 2016).  

Os aspectos clínicos e patológicos também foram avaliados nos grupos de 

animais infectados na pata com diferentes cargas infectivas. As lesões nos animais 

com o inóculo 104 apresentaram surgimento mais demorado (35 dias pós-infecção) 

do que as dos inóculos 105 e 106 (ambos surgiram com 15 dias pós-infecção), 

sugerindo uma resposta inflamatória menos intensa, com curso mais prolongado. 

Estes resultados corroboram com os achados da bolsa de ar, onde a menor carga 

infectiva também induziu um menor infiltrado inflamatório. Achados semelhantes 

foram reportados anteriormente por Cortês (2010) que, ao comparar inóculos de 103 

e 106 de L. major e L. amazonensis, relatou resultados similares.  

Ribeiro-Romão e colaboradores (2014), comparando inóculos de 104, 105, e 

106 de L. braziliensis em pata de hamster, também perceberam semelhanças na 

espessura da lesão nos inóculos de 105 e 106, e animais infectados com 104 
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parasitos apresentaram lesões menores, além disso, relataram ainda que o início da 

lesão foi inversamente proporcional ao tamanho do inóculo, refletindo a habilidade 

da resposta imunológica em controlar altas ou baixas cargas parasitárias de 

Leishmania. Outro estudo mostrou que a utilização do inóculo 106, considerado 

muito alto se comparado à infecção natural, foi associado à visceralização da 

Leishmania para o baço e o fígado (Gomes-Silva et al., 2013). Adicionalmente, já foi 

relatado também que animais infectados com inóculos ainda menores, 102 e 103 

parasitos, desenvolveram uma resposta imune protetora (Brestcher et al., 1992), 

confirmando que o tamanho do inóculo também é um dos fatores importantes para 

ditar o tipo de resposta imunológica que se desenvolverá. 

Já foi descrito que os mecanismos desencadeados no início da infecção, 

antes do surgimento da lesão, caracterizada como fase silenciosa da infecção, 

parecem ser decisivos na progressão da doença. Acredita-se que exista um limite de 

infecção dos macrófagos ou de parasitos liberados no meio extracelular para 

desencadear uma resposta imunológica e então o início da lesão (Belkaid et al., 

2000). Sabe-se também que após a inoculação de L. major na derme, a 

opsonização de promastigotas metacíclicas de Leishmania com complemento é 

rápida e a lise, através do complexo de ataque à membrana (complexo C5b-C9), 

começa 60 segundos após o contato sérico (Domínguez et al., 2002). Isso resulta 

em eficiente morte de 90% de todos os parasitos inoculados, dentro de 3 minutos 

(von Stebut, 2007). Com base no exposto acima, pode-se especular que a 

sobrevivência de parasitos com um inóculo 104 seria bem menor nas primeiras horas 

do que com inóculos maiores. Talvez essas observações possam explicar a tão 

pouca diferença encontrada entre os inóculos 105 e 106, tanto em relação a 

espessura da lesão e as alterações histopatológicas, como aos seus efeitos na bolsa 

de ar. 

Neste estudo, só foi detectada carga parasitária na pata dos animais 

infectados com o maior inóculo (106), tanto com 15 como com 45 dias pós-infecção, 

e ainda assim em níveis muito baixos. E isso corrobora com as lesões pequenas, 

nodulares e não ulceradas e com as moderadas alterações histopatológicas 

observadas nesses animais. Além disso, não foram observadas também 

amastigotas na análise histopatológica. Os estudos nos modelos animais com 

infecção por L. braziliensis, seja na pata ou na orelha, mostram que a parasitemia 

diminui no sítio de infecção, acompanhando a queda da espessura da lesão (De 

Moura et al., 2005; Teixeira et al., 2005). O tempo de observação do presente 
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trabalho foi de 45 dias pós-infecção e a espessura das lesões continuavam 

aumentando, portanto, teria sido necessário um acompanhamento por um período 

maior de tempo para se observar se isso de fato iria ocorrer, ou então, uma outra 

hipótese, é que os dois menores inóculos (104 e 105) controlaram de forma mais 

eficiente a carga parasitária.  

No linfonodo, entretanto, foi detectada carga parasitária nos três inóculos, nos 

dois tempos avaliados. Estudos anteriores mostraram que na infecção cutânea no 

modelo hamster aspectos como a linfoadenopatia são observados, assim como na 

infecção humana (Hommel et al., 1995). Ribeiro-Romão e colaboradores (2014), 

trabalharam com o modelo hamster, utilizando inóculos de 104, 105 e 106 

promastigotas de L. braziliensis na pata traseira dos animais, constataram que ao 

final do experimento, com 105 dias pós-infecção, ainda foi possível encontrar 

parasitos no linfonodo regional dos animais. O linfonodo é relatado como um 

importante sítio de proliferação do parasito durante a infecção, e um dos primeiros 

órgãos afetados durante a disseminação sistêmica do parasito, que pode persistir 

dentro de macrófagos ou fibroblastos dos linfonodos por períodos indefinidos, 

ajudando desta forma na modelação da resposta imunológica (Moll et al., 1995). E 

essa modulação parece ter uma relação inversa com a carga infectiva, ou seja, 

quanto maior a carga infectiva mais tardia será a modulação da resposta 

imunológica. 

No presente trabalho, foi analisado o perfil de expressão gênica de moléculas 

envolvidas na resposta imune da LC, de modo a investigar como esse perfil pode 

influenciar na patogênese dessa infecção, no modelo hamster. A análise foi feita na 

pata e nos linfonodos de drenagem da lesão dos animais infectados com 104, 105 e 

106, com 15 e 45 dias pós-infecção. No geral, tanto na pata como no linfonodo, 

houve uma relação direta entre a expressão de IFN-ɣ, TNF, IL-10, TGF-ß, arginase e 

iNOS com o tempo de infecção, isto é, houve uma tendência ao aumento da 

expressão dessas citocinas com o tempo.  

Alguns trabalhos compararam a expressão de RNAm de algumas moléculas 

inflamatórias em pele e linfonodo de hamster infectado com L. panamensis e 

constataram a maior expressão basal no linfonodo em relação à pele na maioria dos 

transcritos (IL-4, IL-21, TNF, TGF-β, IFN-γ, IL-12p40 e IL-10), porém ocorreram 

menores mudanças na expressão dessas moléculas nos animais infectados, na fase 

inicial da infecção (Espitia et al., 2010).  
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Verificou-se um padrão de resposta misto em ambos os sítios inflamatórios 

avaliados, isto é, com co-expressão de citocinas pró e anti-inflamatórias na pele e 

linfonodo, sem polarização de resposta para o tipo Th1 ou Th2. O perfil misto de 

resposta iumológica do hamster dourado na LC já foi documentado na literatura. Em 

hamsters com dois meses de infecção por L. panamensis foi observado co-

expressão de citocinas do tipo Th1 (IFN-ɣ e IL-12) e do tipo Th2 (IL-10 e TGFβ) em 

lesões cutâneas (Osorio et al., 2003). Estudos da resposta imune inicial, em 

hamsters com sete dias após a infecção, também por L. panamensis, demonstraram 

expressão concomitante de citocinas do tipo Th1 (IFN-ɣ e IL-12p40) e tipo Th2 (IL-4, 

IL-10, IL-13 e IL-21) na pele infectada. Na infecção por L. braziliensis, no hamster, 

também foi observado um perfil de resposta imune misto, com aumento da 

expressão gênica de todos os alvos testados (IFN-ɣ, TNF, IL-6, IL-10, TGF-β, IL-4, 

iNOS e arginase) na pele, com 110 dias de infecção (Ribeiro-Romão et al., 2016). 

Esses estudos sugerem que uma resposta, provavelmente desregulada, de citocinas 

do tipo Th1 e Th2 contribui para o curso crônico observado na infecção no modelo 

hamster.  

Nos animais infectados por 106
 parasitos foi detectado na pata, com 15 dias 

após a infecção, expressão de todos os alvos analisados, e de forma significativa 

uma maior expressão de IFN-ɣ e IL-4 em relação aos animais infectados com 105. 

Os animais infectados com o inóculo 105 também expressaram TNF, TGF-β e iNOS, 

com 15 dias pós-infecção. No linfonodo, observou-se que houve um maior aumento 

da expressão das citocinas avaliadas, com diferença significativa de IFN-ɣ, TGF-β e 

iNOS entre os inóculos 104 e 106.  Talvez essas diferenças na expressão de 

citocinas possam ser explicadas pelo fato de que animais infectados com 105 e 106 

parasitos tendem a desencadear uma resposta mais precoce por, hipoteticamente, 

atingirem um limite de macrófagos infectados em menos tempo, como já citado 

anteriormente, com consequente produção de citocinas, desenvolvimento mais 

precoce da resposta adaptativa e surgimento de lesão. 

No linfonodo, observou-se que com 45 dias pós-infecção, houve uma 

tendência do inóculo 105 induzir um aumento de expressão de algumas citocinas, se 

assemelhando ao inóculo 106, principalmente em relação a IFN-ɣ, arginase e iNOS. 

Em contrapartida, o inóculo 104 apresentou um perfil misto de expressão de 

citocinas, sem polarização de resposta Th1 e Th2, tanto na pata com 45 dias, como 

no linfonodo com 15 e 45 dias pós-infecção.  
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IFN-γ é uma citocina bem conhecida como responsável pela produção NO, a 

partir da enzima iNOS em macrófagos ativados e isso inibe o crescimento do 

parasito intracelular (Sharma; Singh, 2009). Além disso, IFN-γ promove a 

diferenciação de células T CD4 + para o subconjunto Th1 e inibe o desenvolvimento 

das células Th2 e Th17 (Alexander et al., 1999). O fato de haver uma relevante 

expressão de IFN-γ e iNOs nas patas e linfonodos pode explicar a ausência de 

parasitos ou baixa carga parasitária encontrada no sítio inflamatório da pata na 

análise das diferentes cargas infectivas. 

Os resultados obtidos no presente trabalho não se assemelham ao que ocorre 

na infecção por L. donovani, agente da leishmaniose visceral, na qual a expressão 

da arginase aumenta substancialmente (mais de mil vezes), ao passo que a 

expressão de iNOS, no baço de hamsters infectados, é muito baixa, sendo próxima 

a expressão basal dos animais não-infectados (Melby et al., 2001; Osorio et al., 

2012). A redução da produção de NO em hamster infectado por L. donovani pode 

ser relacionada pelo aumento da expressão da arginase, uma vez que a arginase 

compete com a iNOS com o mesmo substrato necessário para síntese de NO, a L-

arginina. Sendo assim o aumento da expressão de arginase se reflete na diminuição 

da produção de NO. A metabolização de L-arginina pela arginase leva a formação 

de L-ornitina, precursora da síntese de poliaminas, o que favorece o crescimento 

dos parasitos (Osorio et al., 2012). 

No presente trabalho, verificamos uma ausência ou baixa indução de IL-4 e 

TGF-β, tanto na pata quanto no linfonodo dos animais infectados por 104 parasitos, 

nos dois tempos analisados, ao contrário do que ocorreu com o inóculo 106. 

Resultados semelhantes também foram observados no estudo de Vieira (2017). É 

bem documentado que essas citocinas exercem um papel importante na 

desativação dos macrófagos e que sua produção pode culminar em aumento da 

carga parasitária.  

Estudos mostraram um papel importante de IL-4 na susceptibilidade à 

infecção por Leishmania. Esta citocina desempenha um papel relevante na 

diferenciação de células Th0 em células Th2 (Kopf et al., 1993), e é produzida 

principalmente por Th2, mastócitos, basófilos e eosinófilos ativados (Zamorano et 

al., 2003). A produção de IL-4 conduz à regulação positiva de arginase e a 

biossíntese de poliaminas que inibe a atividade leishmanicida de macrófagos e 

prolonga a sobrevivência de parasitos (Kropf et al., 2005).  
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Citocinas pró-inflamatórias, como IFN-γ, estimulam os macrófagos 

classicamente ativados para liberarem NO e matar os parasitos, enquanto as 

citocinas Th2, tais como IL-4 e IL-13, estimulam os macrófagos alternativamente 

ativados a induzirem a atividade de arginase que resulta em sobrevivência do 

parasito e inibição da inflamação. O equilíbrio entre macrófagos classicamente 

ativados e macrófagos alternativamente ativados regula respostas inflamatórias e 

leva à homeostase no sistema de imunidade e na cicatrização de feridas (Gordon; 

Martinez, 2010). Esse fato pode explicar, no presente trabalho, o aumento da 

arginase no linfonodo com o maior inóculo (106), já que foi encontrada expressão 

significante de IL-4. Esse fato, em conjunto com a alta expessão de IFN-ɣ e iNOS 

sugere um equilíbrio na resposta imunológica, portanto, favorecendo a resolução da 

infecção, sem o surgimento de lesões ulceradas.  

Outros trabalhos mostraram que na infecção por L. major em BALB/c, a 

neutralização de IL-4 inibiu o desenvolvimento da resposta Th2 e aumentou quatro 

vezes o nível de IFN-ɣ nos linfonodos, levando a cura completa em 85% dos animais 

infectados e diminuição da infecção em 100% dos animais (Sadick et al., 1990). No 

entanto, no presente trabalho, observou-se uma baixa modulação da expressão de 

IL-4 no menor inóculo (104), independente da quantidade de IFN-ɣ. Além disso, IL-4 

diminue a produção de quimiocinas que recrutam células de tipo Th1 no local da 

infecção (Lazarski et al., 2013). Isso pode ter influenciado no número de células 

recrutadas na bolsa em resposta ao menor inóculo de Leishmania. 

Duas importantes citocinas pró-inflamatórias, IFN-ɣ e TNF, são envolvidas na 

imunoproteção e imunopatologia da LC. Neste trabalho, a expressão de TNF na pata 

foi bastante parecida com a expressão de IFN-ɣ, no maior inóculo, já no linfonodo a 

expressão de TNF foi bem menor que IFN-ɣ, nos dois tempos analisados, também 

com o maior inóculo. TNF é principalmente produzida por macrófagos que 

desempenham um papel crucial na eliminação de Leishmania, através do aumento 

de atividade de macrófagos e síntese de NO (Liew et al., 1997). Esta citocina é 

capaz de promover respostas Th1/IFN-ɣ na infecção por L. major (Sharma; Singh, 

2009). No entanto, uma correlação positiva entre o tamanho da lesão com níveis de 

IFN-ɣ e TNF foi observado em pacientes com LC infectados com L. braziliensis 

(Pompeu et al., 2001; Bacellar et al., 2002; Antoneli et al., 2005).  

Pacientes com sinais típicos da doença apresentaram níveis excessivos de 

IFN-ɣ e TNF com reações inflamatórias e úlceras da pele no local da infecção, 

enquanto em pacientes subclínicos, a produção moderada de IFN-ɣ e TNF foi 
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associada ao controle do crescimento do parasito sem destruição tecidual (Ivonise et 

al., 2002). Embora a produção de IFN-ɣ e TNF parece ser necessária para o controle 

de infecção por Leishmania, o aumento dos níveis dessas citocinas pode levar à 

destruição de tecidos e ao desenvolvimento progressivo das lesões.  

TGFβ é uma citocina que é muito expressa constitutivamente na pele de 

animais não infectados (Ribeiro-Romão et al., 2016), desempenhando um papel 

central na homeostase do sistema imunológico e na tolerância imunológica. Estudos 

no modelo murino de infecção por L. major mostraram que o tratamento local com 

anti-TGF-β levou a uma diminuição do número de parasitos e a uma cicatrização 

mais rápida das lesões, apesar de esse tratamento não ter alterado 

significativamente o padrão de produção de IL-4 e IFN-ɣ. Além disso, TGF-β e IL-10 

parecem estar associados às formas clinicas de leishmaniose sem tendência à cura 

(Li et al., 1999). TGF-β é produzido por células T CD4+ (Tregs), monócitos, 

neutrófilos e CDs (Grotendorst et al., 1989; Gorelik; Flavell, 2002; Tran et al., 2012; 

Speck et al., 2014). Essa citocina aumenta a suscetibilidade à infecção por 

Leishmania pela supressão de NO, TNF e produção de IFN-ɣ (Kedzierski; Evans, 

2014).  

Um estudo realizado por Li et al. (1999), mostrou que com a ausência de 

TGF-β, mesmo com a resposta tipo Th2 dominante, níveis relativamente baixos de 

IFN-ɣ são suficientes para ativar macrófagos e matar parasitos nas lesões. TGF-β é 

uma citocina imunorreguladora crucial que limita as reações inflamatórias por uma 

regulação negativa de citocinas inflamatórias na leishmaniose. Considerando os 

achados documentados na literatura e os resultados do presente estudo, sugerimos 

que a baixa modulação de IL-4 e TGF-β presente nos animais infectados por 104
 

propicia um controle mais eficiente da infecção, podendo influenciar o fato de esses 

animais induzirem um processo inflamatório discreto tanto na pata infectada com 

esse inóculo, quanto no tecido da bolsa desses animais. Além disso, em relação ao 

inóculo de 106 parasitos, vale salientar que mesmo mediante a alta expressão de 

IFN-ɣ e iNOS, as citocinas IL-4 e TGF-β também tiveram um incremento importante 

na sua expressão nos animais infectados com essa concentração de parasito, o que 

pode contribuir para a carga parasitária mais alta desses animais. 

Foi observada uma moderada expressão de IL-6 nos três inóculos analisados, 

nos dois tempos, tanto na pata como no linfonodo. Sabe-se que as atividades de IL-

6 estão ligadas à transição da imunidade inata para a imunidade adaptativa, pois 

atua na manutenção da inflamação da fase aguda, progressão de doenças crônicas 
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e na maturação de diferentes tipos celulares, como a proliferação de células T 

(Jones, 2005). IL-6 é uma citocina pleiotrópica que atua tanto como pró e anti-

inflamatória, sendo produzida por vários tipos de células, incluindo macrófagos, CDs 

e células T (Scheller et al., 2011). Para alguns autores, IL-6 é um fator de 

susceptibilidade na LC (Maspi et al., 2016). 

A citocina IL-10 mostrou discreto aumento nos linfonodos aos 45 dias pós-

infecção, no maior inóculo avaliado, apresentando inclusive diferença significativa 

entre 104 e 106. Embora IL-10 seja conhecida por ser uma potente citocina 

imunorreguladora, ela é produzida por diferentes células da imunidade inata e da 

imunidade adaptativa (Belkaid et al., 2002; Saraiva; O’Garra, 2010; O’Garra; Vieira, 

2007). Esta citocina está associada à susceptibilidade à leishmaniose e à 

persistência do parasito no local de infecção (Belkaid et al., 2001).  

IL-10 atua, na verdade, suprimindo a resposta imune celular e a produção de 

citocinas inflamatórias (IFN-ɣ e TNF-α) levando à persistência do parasito no local da 

infecção. Por outro lado, IL-10 inibe uma imunopatologia exacerbada e danos ao 

tecido através do aumento da produção de citocinas inflamatórias e desempenha um 

papel central na remodelação do tecido durante a cicatrização das lesões 

(Castellano et al., 2015). É possível sugerir que esse aumento, mesmo discreto, 

observado na expressão de IL-10 nos linfonodos, se deu por conta do aumento da 

expressão de IFN-ɣ e TNF-α, na tentativa de inibir uma imunopatologia exacerbada. 

A análise histopatológica da pata infectada com os três diferentes inóculos, 

bem como do tecido da bolsa de ar, mostrou que não houve mudanças na 

arquitetura do tecido em nenhuma concentração utilizada e em nenhum tempo 

estudado. Fato aceitável para o tecido da bolsa onde a análise foi realizada com 

apenas 12 horas após a introdução do inóculo. Quanto aos achados das patas, 

estes resultados corroboram com estudos recentes que, utilizando a mesma cepa 

deste trabalho, não foram observadas alterações histopatológicas importantes 

(Fonseca 2016). Para a quantificação do infiltrado inflamatório, neste trabalho, foi 

utilizada a medida por score, onde a intensidade do infiltrado foi pontuada de 0 a 3 

(Vasconcelos et al., 2014; Ribeiro-Romão et al., 2014). Portanto, score mais altos, 

são indicativos de maior infiltrado inflamatório. Os maiores scores foram observados 

nas patas dos animais infectados com os inóculos maiores e isso corrobora com as 

lesões também maiores nestes animais. 

O processo inflamatório foi caracterizado pela presença de infiltrado 

inflamatório em áreas perivasculares e difusas, constituído por macrófagos, 
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linfócitos, plasmócitos, eosinófilos, neutrófilos e mastócitos, corroborando com 

alguns trabalhos que consideram que a fase inicial da infecção em hamster por 

espécies do gênero Viannia é caracterizada por um infiltrado inflamatório misto, e a 

reação granulomatosa se estabelece a partir de 15 dias de infecção, caracterizando 

a fase crônica da doença (Kahl et al., 1991).  

Dentre os dois tempos pós-infecção estudados, o infiltrado inflamatório 

mostrou diferença significativa apenas com 45 dias entre os inóculos mais altos, em 

relação a 104, e vale salientar que, apesar de não ter sido observada diferença 

significativa, com 15 dias pós-infecção, os inóculos apresentaram perfil do infiltrado 

inflamatório semelhante ao observado com 45 dias pós-infecção, ou seja, os escores 

foram diretamente proporcionais ao tamanho do inóculo. Também é possível 

observar que existe uma relação direta entre o grau de intensidade do infiltrado e 

tempo de infecção, já que os escores aumentam com o tempo para os três inóculos.  

Tem sido relatado que pacientes de LC com lesões tardias apresentam um 

infiltrado inflamatório mais exuberante em comparação com os pacientes com lesões 

precoces (Faria et al., 2009). Com 45 dias pós-infecção, verificou-se que existe uma 

tendência do inóculo 105 se equiparar ao inóculo 106. Resultados semelhantes foram 

obtidos nos estudos de Ribeiro-Romão e colaboradores (2014), onde foi observado 

um comprometimento inflamatório pouco intenso da pele em animais infectados com 

104 parasitos, ao passo que extensa lesão tecidual ocorreu nos animais infectados 

com 105 e 106 parasitos, em um período mais tardio.  

Estes achados sugerem que a resposta aos parasitos desencadeada, tanto 

durante a fase silenciosa (resposta anterior ao surgimento das lesões), como após 

essa fase (resposta gerada concomitantemente ao início lesões), pelos inóculos 

mais altos (105 e106), gera uma resposta inflamatória inicial mais intensa, que se 

mantém até a fase crônica da infecção. Outros estudos em camundongos, também 

observaram que inóculo baixo de L. major resulta em poucas alterações 

histopatológicas, enquanto que o inóculo alto resulta em alterações mais graves 

(Kimblin et al., 2008).  

A análise do infiltrado inflamatório induzido no tecido da bolsa de ar teve um 

perfil semelhante com os três inóculos, no tempo de 15 dias pós-infecção, porém, 

após 45 dias de infecção, observou-se diferença no infiltrado do tecido da bolsa 

entre os animais que foram previamente infectados na pata com 104 e 105 e com 104 

e 106, sugerindo que a infecção primária interferiu no processo inflamatório ocorrido 

após a reinfecção na bolsa de ar. Provavelmente o perfil de citocinas produzidas na 
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infecção primária também influenciou no tipo e quantidade de células que foram 

recrutadas no tecido da bolsa de ar. 

Não foi observada a presença de amastigotas na análise histopatológica das 

patas dos animais infectados e nem no tecido da bolsa nos períodos avaliados. 

Achados semelhantes foram obtidos para L. braziliensis, onde não se observou a 

presença de formas amastigotas na lesão e nem nos linfonodos poplíteos (Fonseca 

2016). Trabalhos relatam a presença mais frequente de amastigotas nos inóculos 

105 e 106 em comparação com o inóculo 104, na fase crônica da infecção (Ribeiro-

Romão et al., 2014). 

Portanto, em conjunto, os resultados deste trabalho mostram que o padrão de 

migração celular para a bolsa é influenciado pela presença do parasito, e quanto 

maior o inóculo, mais intensa é a migração celular. Além disso, os dados sugerem 

também uma tendência do inóculo 104 induzir um controle mais eficiente da 

infecção, uma vez que causa lesões mais benignas e tardias com discretas 

alterações histopatológicas, apresenta controle parasitário mais eficiente e induz 

baixa modulação das citocinas IL-4, IL-10 e TGF- β. Ao contrário, o inóculo 106 

mostra tendência a um controle menos efetivo e mais tardio da infecção, causando 

lesões mais precoces e mesmo mediante a alta expressão de IFN-ɣ e iNOS, induz 

também IL-4 e TGF-β, o que pode contribuir para a carga parasitária mais alta 

desses animais e o curso crônico da doença. 
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6 CONCLUSÕES 

A partir desses resultados podemos concluir: 

 O padrão de migração celular para a bolsa de ar subcutânea é influenciado 

pela presença do parasito, e quanto maior o inóculo de Leishmania, mais intensa 

é a migração celular, sugerindo que esse modelo pode ser utilizado para 

mimetizar a reação inflamatória dos tecidos;  

 A quantidade e tipo de leucócitos recrutados no exsudato da bolsa de ar e as 

alterações histopatológicas do tecido da bolsa de ar são influenciados pela carga 

infectiva e pelo tempo pós-infecção da primo-infecção, sugerindo que ambos são 

importantes para determinar o resultado da infecção.  

 A menor carga infectiva apresenta uma tendência a induzir um controle mais 

eficiente da infecção, uma vez que causa lesões mais benignas e tardias com 

discretas alterações histopatológicas, apresenta controle parasitário mais 

eficiente e induz baixa modulação das citocinas IL-4, IL-10 e TGF- β. 

 A maior carga infectiva apresenta tendência a um controle menos efetivo e 

mais tardio da infecção, causando lesões mais precoces e maiores, e mesmo 

mediante a alta expressão de IFN-ɣ e iNOS, induz também IL-4 e TGF-β, o que 

pode contribuir para a carga parasitária mais alta, nas lesões e linfonodo de 

drenagem da lesão, e o curso crônico da doença.  
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7 PERSPECTIVAS 

 Análise de citocinas inflamatórias e anti-inflamatórias expressas na bolsa 

de ar (RT-qPCR) e relacionar com o perfil encontrado no linfonodo de 

drenagem da lesão; 

 Análise das principais quimiocinas expressas no tecido da bolsa de ar (RT-

qPCR) e relacionar com os tipos celulares que migram para a bolsa de ar;  

 Análise dos tipos de leucócitos e fenotipagem dos linfócitos predominantes 

no tecido da bolsa de ar e relacionar com os que migram para a bolsa de ar 

(Histopatologia e Imunohistoquímica). 
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