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RESUMO 

 
Em humanos, tanto L. amazonensis quanto L. braziliensis causam a leishmaniose 
cutânea localizada, mas, no Brasil, o desenvolvimento da leishmaniose cutâneo-
difusa (LCD) é exclusivamente atribuído às infecções por L. amazonensis. Por outro 
lado, a leishmaniose cutâneo-mucosa (LCM) está usualmente associada à L. 
braziliensis. Enquanto a LCD é caracterizada pelo elevado número de parasitos nas 
lesões e pela falta de resposta celular anti-Leishmania, a LCM é geralmente 
acompanhada por resposta celular intensa e baixo número de parasitos nas lesões. 
Portanto, é provável que diferenças espécie-específicas sejam determinantes para o 
desenvolvimento dos dois polos de responsividade imune nas leishmanioses 
cutâneas. Experimentos realizados em nosso laboratório mostraram que a 
imunização de camundongos BALB/c com o extrato de formas amastigotas de L. 
amazonensis (ELa) confere suscetibilidade à infecção por L. braziliensis. Os 
principais objetivos do presente estudo foram identificar e elucidar os mecanismos 
de ação dos fatores do ELa capazes de conferir suscetibilidade à infecção 
experimental por L. braziliensis. Para isso, o ELa foi fracionado por cromatografia 
líquida em coluna de troca iônica. As atividades das frações obtidas foram avaliadas 
quanto às suas capacidades em interferir nas funções normais de macrófagos de 
BALB/c, tornando-os suscetíveis à infecção cutânea causada por L. braziliensis. 
Foram preparadas quatro misturas de frações adjacentes, eluídas da coluna, que 
possuíam proteínas com perfis eletroforéticos na presença de dodecil sulfato de 
sódio e atividades proteolíticas semelhantes. Estas misturas de frações foram 
denominadas de frações 1, 2, 3 e 4. As frações 2, 3 e 4, e não a 1, foram capazes 
de agravar a doença causada por L. braziliensis. Após a ativação dos macrófagos 
com lipopolissacarídeo bacteriano (LPS), o ELa suprimiu a produção de óxido nítrico 
e das citocinas inflamatórias avaliadas (TNF-α, IL-12p70 e IL-6). De maneira oposta, 
o tratamento com o ELa aumentou a produção de IL-10 por macrófagos ativados por 
LPS.  Nenhuma das frações contendo moléculas eluídas da coluna de troca iônica, 
ou a fração efluente da coluna, foi capaz de suprimir globalmente a produção de 
citocinas inflamatórias e de NO e aumentar a produção de IL-10 in vitro, como 
observado com o extrato total de amastigotas de L. amazonensis, após a ativação 
dos macrófagos por LPS. Apenas o tratamento in vitro com a fração 3 suprimiu a 
produção de TNF-α por macrófagos. A identificação e a elucidação dos mecanismos 
de ação dos fatores capazes de agravar a leishmaniose cutânea podem ser 
determinantes para o desenvolvimento de estratégias para o combate de patógenos 
intracelulares e também para a imunomodulação terapêutica de doenças 
autoimunes e alérgicas. 
 
 
 
Palavras-chave: Leishmania; suscetibilidade; macrófagos. 
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ABSTRACT 
 
In humans, infections with Leishmania (Viannia) braziliensis usually induces a 
intense cellular response and few lesions restricted to the skin and/or mucous 
membrane, while infections with Leishmania (Leishmania) amazonensis can cause 
also a very serious form of the disease, known as diffuse cutaneous leishmaniasis, in 
which there is a poor cellular response to the parasite and disseminated lesions on 
the skin of the host. Most inbred strains of mice, like the BALB/c, are susceptible to L. 
amazonensis and resistant to L. braziliensis infections. This parasite-related 
difference could result from the activity of a L. amazonensis-specific virulence factor. 
In agreement with this hypothesis, we previously demonstrated that the immunization 
of BALB/c mice with L. amazonensis amastigote extract (LaE), and not with L. 
braziliensis extract, confers susceptibility to L. braziliensis infection. The main 
objectives of this study were to identify and elucidate the mechanisms of action of the 
LaE factors that contribute to the enhancement of experimental cutaneous 
leishmaniasis. The LaE was fractioned by liquid chromatography on ion-exchange 
column. The collected fractions were evaluated by their ability to subvert the normal 
functions of macrophages, making BALB/c mice susceptible to the infection by L. 
braziliensis. The fractions 2, 3 and 4, but not the fraction 1, were able, as well as the 
total extract of L. amazonensis, to aggravate the cutaneous infection. The LaE 
suppressed the inflammatory cytokine production (IL-12p70, IL-6 and TNF-α) in LPS-
stimulated macrophages. On the other hand, LaE increased the IL-10 production in 
LPS-stimulated macrophages. None of the fractions obtained by liquid 
chromatography on ion-exchange column, neither the effluent fraction were able to 
down-modulate the global production of inflammatory cytokines and NO and increase 
the IL-10 production in activated macrophages. The in vitro treatment with the 
fraction 3 suppressed the TNF-α production in macrophages. The identification and 
elucidation of the action mechanisms of the factors that aggravate cutaneous 
leishmaniasis may be determinant for the development of novel strategies to combat 
intracellular pathogens but also for therapeutic immunomodulation of autoimmune 
and allergic diseases. 
 
 
 
 
Keywords: Leishmania; susceptibility; macrophages. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 1.1 Aspectos gerais das leishmanioses 

 

1.1.1 Transmissão e estabelecimento da Leishmania no 

hospedeiro definitivo 

 

As leishmanioses constituem um complexo de doenças causadas por cerca 

de 20 protozoários tripanosomatídeos do gênero Leishmania (DESJEUX, 2004, 

2001; HERWALDT, 1999). Estas enfermidades apresentam um caráter 

antropozoonótico e são transmitidas aos hospedeiros vertebrados através da picada 

do vetor flebotomíneo (Diptera: Psychodidae) fêmea infectado, que, ao realizar o 

repasto sanguíneo, inocula na derme do hospedeiro, juntamente com a saliva, as 

formas promastigotas flageladas de Leishmania (SACKS & KAMHAWI, 2001). Após 

a transferência para o hospedeiro vertebrado, as formas promastigotas são 

fagocitadas por macrófagos, células dendríticas (PRINA et al., 2003) ou, como 

recentemente evidenciado, por neutrófilos (JOHN & HUNTER, 2008; LASKAY et al., 

2008; PETERS et al., 2008). No modelo de interação Leishmania-macrófago, as 

formas promastigotas metacíclicas (SACKS & PERKINS, 1984), capazes de escapar 

da lise mediada pelo complemento (SACKS & DA-SILVA, 1987), são fagocitadas por 

macrófagos. Dentro do vacúolo parasitóforo, as formas promastigotas transformam-

se em amastigotas e, após replicarem-se, infectam outras células, disseminando a 

infecção (MURRAY et al., 2005). De outro modo, de acordo com o modelo mais 

recente de interação Leishmania-neutrófilo-macrófago, as primeiras células que 

chegam ao sítio da infecção, atraídas por moléculas presentes na saliva do inseto 
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vetor, são os neutrófilos, que funcionam como pontes entre os parasitos e as células 

hospedeiras finais, os macrófagos (PETERS & SACKS, 2009). Após o 

estabelecimento da Leishmania nos macrófagos, o sucesso ou o fracasso da 

infecção dependerá (i) do perfil imunológico/genético do hospedeiro, associado ao 

tipo de resposta de células T (CASTELLUCCI et al., 2006; BLACKWELL, 1999; 

LARA et al., 1991; PETZL-ERLER et al., 1991), e (ii) da espécie de Leishmania 

envolvida, associada à sua capacidade de interagir com células dendríticas 

(BREWIG et al., 2009; CAMPOS et al., 2008; SILVEIRA et al., 2008), produzindo 

manifestações clínicas variadas. 

 

 1.1.2 Formas clínicas das leishmanioses 

 

As formas clínicas das leishmanioses são, basicamente, visceral (LV) e 

tegumentar (LT). A forma visceral é potencialmente fatal, acometendo o sistema 

retículoendotelial, envolvendo baço, fígado, medula óssea e linfonodos 

(BITTENCOURT & BARRAL-NETTO, 1995). A LT apresenta um amplo espectro de 

manifestações clínicas, que variam desde a formação de lesões localizadas 

autorresolutivas até a formação de lesões desfigurantes. De modo geral, a LT em 

humanos é caracterizada pela formação de lesões cutâneas únicas ou múltiplas, 

sendo bastante frequentes úlceras indolores, com bordo elevado e fundo necrótico, 

tendendo para a cura espontânea. Primariamente, a LT compromete a pele, mas a 

linfadenopatia regional é comum, podendo preceder o aparecimento de lesões 

cutâneas (BARRAL et al., 1995b). 
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 1.1.3 Epidemiologia das leishmanioses 

 

Ciclos de transmissão de Leishmania foram encontrados em todos os 

continentes, exceto na Oceania, ocorrendo em ambientes quentes e úmidos de 

regiões tropicais e subtropicais até em regiões temperadas no Mediterrâneo e 

estepes na Rússia (GRIMALDI Jr. et al., 1989; LAINSON & SHAW, 1977). De acordo 

com a Organização Mundial da Saúde, aproximadamente 370 milhões de pessoas 

vivem sob risco de infecção em todo o mundo. As leishmanioses atingem cerca de 2 

milhões de pessoas, causando aproximadamente 60 mil mortes por ano (WHO, 

2002). Cerca de 90% dos casos de LT concentram-se em países como Afeganistão, 

Paquistão, Síria, Arábia Saudita, Iran, Brasil e Peru. No caso da LV, 

aproximadamente 90% das ocorrências são registradas na Índia, em Bangladesh, no 

Nepal, no Sudão e no Brasil (MURRAY et al., 2005; YAMEY & TOREELE, 2002). 

 

1.1.4 Controle e tratamento das leishmanioses 

 

Apesar de muitos esforços, as estratégias aplicadas para o controle e o 

tratamento das leishmanioses avançaram pouco nas últimas décadas. Atualmente, 

os principais medidas para o controle da doença visam (i) a eliminação dos vetores e 

(ii) dos reservatórios e (iii) o desenvolvimento/melhoramento de testes diagnósticos 

precisos para detecção de casos ativos e identificação de falhas no tratamento 

(CHAPPUIS et al., 2007; KROEGER et al., 2002). O diagnóstico precoce, combinado 

a um tratamento eficaz, é essencial para o paciente, porém, nas regiões onde 

ocorrem ciclos zoonóticos de transmissão, eles têm impacto limitado para o controle 

da ocorrência de novos casos, se os principais reservatórios e os insetos vetores 
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não forem controlados (DAVIES et al., 2003). De modo geral, as drogas mais 

utilizadas para os tratamentos das leishmanioses são muito tóxicas para o paciente, 

além de casos de resistência a elas ocorrerem cada vez mais frequentemente. Por 

isso, drogas menos nocivas ao paciente e mais eficientes para o controle dos 

parasitos, como a miltefosina, a paromomicina e a anfotericina B lipossomal, estão 

gradualmente substituindo os antimoniais pentavalentes e a anfotericina B 

convencional (GUERIN et al., 2002). Analisando todas essas dificuldades, a 

Organização Mundial da Saúde considera o desenvolvimento de uma vacina como 

alternativa principal para o controle das leishmanioses (WHO, 2002). Porém, até o 

momento, nenhuma das diversas composições e protocolos de imunização testados 

foi capaz de evitar o desenvolvimento da doença de maneira eficaz 

(KHAMESIPOUR et al., 2005). 

 

1.2 Leishmaniose tegumentar americana 

 

A leishmaniose tegumentar americana está entre uma das endemias de maior 

importância para a saúde pública brasileira, principalmente devido à sua ampla 

distribuição pelo território nacional e à ocorrência de formas clínicas graves, além 

das dificuldades referentes ao diagnóstico e tratamento. 

Nas Américas, existem pelo menos onze espécies dermotrópicas de 

Leishmania causadoras da doença em humanos, sendo que, no Brasil, a Leishmania 

(Viannia) braziliensis e a Leishmania (Leishmania) amazonensis são as espécies 

mais amplamente distribuídas (COSTA, 2005; SILVEIRA et al., 2004). O curso da 

infecção cutânea causada por L. braziliensis é geralmente irregular e crônico, com 

tendência para a cura espontânea. Em geral, a infecção por L. amazonensis produz 
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no homem lesões ulceradas simples e limitadas, com numerosos parasitos nos 

bordos da lesão. Tanto a L. amazonensis quanto a L. braziliensis causam a 

leishmaniose cutânea localizada (LCL) (CARVALHO et al., 1995), mas, no Brasil, o 

desenvolvimento da leishmaniose cutâneo-difusa (LCD) é exclusivamente atribuído 

às infecções por L. amazonensis (SILVEIRA et al., 2009). Por outro lado, a 

leishmaniose cutâneo-mucosa (LCM) está usualmente associada à L. braziliensis 

(MARSDEN, 1990). Enquanto a LCD é caracterizada pelo elevado número de 

parasitos nas lesões e pela falta de resposta celular anti-Leishmania, a LCM é 

geralmente acompanhada por intensa resposta celular e baixo número de parasitos 

nas lesões. Portanto, é provável que diferenças espécie-específicas sejam 

determinantes para o desenvolvimento dos dois polos de responsividade imune nas 

leishmanioses cutâneas (SILVEIRA et al., 2009; BARRAL et al., 1995a; CARVALHO 

et al., 1985). 

 

1.3 Modelos murinos de leishmaniose tegumentar 

 

 Os estudos com modelos experimentais murinos permitiram diversos avanços 

no entendimento da imunopatogênese das leishmanioses. As linhagens de 

camundongos existentes com perfis imunológicos distintos, a possibilidade de 

modificações genéticas dos animais, e a similaridade imunológica dos camundongos 

com o homem tornam esses modelos ferramentas importantes para a elucidação 

dos mecanismos de relação parasito-hospedeiro em diversas doenças (KAYE et al., 

1991). Os modelos experimentais utilizados em estudos sobre a leishmaniose 

tegumentar esclareceram a importância dos linfócitos T CD4+ na determinação dos 

quadros de resistência ou suscetibilidade à Leishmania (MOCCI & COFFMAN, 1995) 
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e, de modo ainda mais relevante, contribuíram para o entendimento de mecanismos 

gerais das respostas imunes (COFFMAN et al., 1991). Camundongos geneticamente 

modificados, incapazes de ativar células T CD4+, quando infectados com L. 

amazonensis, não apresentaram lesões, sugerindo que a formação de úlceras e a 

destruição tecidual presentes nos camundongos normais estão relacionadas à 

ativação desse tipo celular (TERABE et al., 2000; TERABE et al., 1999). 

A linhagem BALB/c é a mais utilizada em estudos sobre os mecanismos 

imunopatológicos das leishmanioses. Nestes camundongos, a depender da espécie 

de Leishmania utilizada na infecção, a doença pode tornar-se sistêmica e causar a 

morte dos animais. Modelos amplamente aceitos demonstram que a suscetibilidade 

de camundongos BALB/c à infecção por L. major está associada às células T 

auxiliares do tipo 2 (Th2), produtoras de IL-4 e IL-10, enquanto a resistência 

apresentada por camundongos da linhagem C57Bl/6 está relacionada às células T 

auxiliares do tipo 1 (Th1), produtoras de IFN-γ (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002; 

SOONG et al., 1997). 

De modo geral, as linhagens de camundongos apresentam um aparato imune 

capaz de destruir rapidamente a L. braziliensis, produzindo uma forma benigna da 

doença, que é resolvida em poucas semanas (DeKREY et al., 1998). Por outro lado, 

a espécie L. amazonensis causa uma doença grave na maioria das linhagens de 

camundongos (ALMEIDA et al., 1996). Diversos estudos (JI et al., 2005; PINHEIRO 

et al., 2005; JI et al., 2003; BARRAL-NETTO et al., 1992) têm demonstrado que o 

perfil de suscetibilidade à L. amazonensis apresenta grande complexidade, com o 

envolvimento de células regulatórias, produtoras de TGF-β e IL-10. 
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1.4 Subversão da imunidade inata por Leishmania spp. 

   

1.4.1 Células alvo 

 

 Células dendríticas e macrófagos são os alvos principais da infecção por 

Leishmania (ARGUETA-DONOHUÉ et al., 2008), porém, apesar de bastante 

relacionadas ontogeneticamente, seus papéis na iniciação e propagação das 

respostas imunes contra a Leishmania são distintos. Diversas evidências sugerem 

que a Leishmania pode suprimir a produção de IL-12 em macrófagos (BELKAID et 

al., 1998; CARRERA et al., 1996; REINER & LOCKSLEY, 1995), mas não em 

células dendríticas (GORAK et al., 1998; VON STEBUT et al., 1998, 2000; 

KONECNY et al., 1999; MAROVICH et al., 2000). Todavia, os detalhes moleculares 

desta modulação diferencial ainda não foram completamente estabelecidos. 

Diversos estudos foram conduzidos para compreender como as formas 

promastigotas e amastigotas de Leishmania são capazes de infectar e suprimir 

eventos de sinalização intracelular nas células-alvo (revisado por KIMA, 2007). De 

modo geral, nos estágios iniciais da infecção (JI et al., 2003),  parasitos do gênero 

Leishmania são capazes de interferir nas principais funções dos macrófagos, como: 

atividade microbicida, produção de citocinas, apresentação de antígenos e ativação 

de células T (MATTE & OLIVIER, 2002; RACOOSIN & BEVERLEY, 1997). 

 

 1.4.2 Modulação da atividade microbicida 

 

Evidências produzidas em modelos in vivo e in vitro mostram que a atividade 

leishmanicida de macrófagos é mediada por espécies reativas do nitrogênio, 
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produzidas inicialmente por reação envolvendo o óxido nítrico (NO) (SOLBACH & 

LASKAY, 2000; JORENS et al., 1995). Em macrófagos, a produção de NO é 

catalisada pela enzima óxido nítrico sintase (iNOS), que é induzida por estímulos 

como IFN-γ e TNF-α (GREGORY & OLIVIER, 2005; LIEW et al., 1990). A 

importância do NO para a destruição da Leishmania foi demonstrada pelo aumento 

do número de parasitos em macrófagos, após a utilização de antagonistas de NO 

(STENGER et al., 1995; EVANS et al., 1993). Wei e colaboradores (1995) 

mostraram que o NO é crucial para a eliminação da Leishmania, visto que, 

diferentemente dos animais normais, camundongos que não expressam a iNOS são 

suscetíveis à infecção por L. major. Como amplamente evidenciado, o óxido nítrico 

(NO) tem um papel significativo em limitar as infecções por Leishmania (BOGDAN et 

al., 2000; MURRAY & NATHAN, 1999). No entanto, há indícios de que as formas 

amastigotas desse parasito podem impedir a produção de NO em macrófagos 

(GREGORY & OLIVIER, 2005; BALESTIERI et al., 2002). 

 

 1.4.3 Modulação da produção de citocinas 

 

 A secreção de IL-1 em resposta ao estímulo por LPS é inibida em macrófagos 

após a infecção por L. major e L. donovani (REINER, 1987). A infecção in vitro por L. 

donovani também suprime a produção de TNF-α em macrófagos (DESCOTEAUX & 

MATLASHEWSKI, 1989). Ao contrário do que foi evidenciado in vitro, Matte & Olivier 

(2002) observaram aumentos nas produções de IL-1β e TNF-α após a infecção in 

vivo com L. major. A citocina IL-12 tem um papel crucial na regulação da resposta 

imune celular. A IL-12 participa da ativação de linfócitos T e induz a produção de 

IFN-γ por essas células (Th1), que por sua vez aumentam a capacidade microbicida 
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de macrófagos. Como documentado por diversos estudos, L. major (BELKAID et al., 

1998; CARRERA et al., 1996; REINER et al., 1994) e L. mexicana (WEINHEBER et 

al. 1998) são capazes de inibir a produção de IL-12 em macrófagos. 

 

1.5 Principais moléculas de Leishmania spp. com atividade 

imunomoduladora 

 

 1.5.1 O amastigota como alvo de estudos sobre fatores de 

virulência  

 

Diversos fatores de virulência de Leishmania já foram identificados e seus 

papéis na relação parasito-hospedeiro estão sendo desvendados. Porém, a maioria 

dos estudos sobre a modulação do sistema imune do hospedeiro avalia moléculas 

preferencialmente expressas no estágio promastigota, sendo poucos os trabalhos 

realizados com moléculas expressas por amastigotas. No entanto, a forma 

amastigota é responsável pela disseminação da infecção no hospedeiro vertebrado, 

penetrando e sobrevivendo nos macrófagos (PINTO et al., 2000; RAFATI et al., 

1997; BEYROLT et al.,1997). Portanto, é importante determinar o papel de 

moléculas exclusiva ou preferencialmente expressas nesse estágio, visto que elas 

podem ser requeridas para a sobrevivência intracelular do parasito, representando 

alvos estratégicos para o controle da infecção (McMAHON-PRATT et al., 1998). 
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 1.5.2 Lipofosfoglicano (LPG) 

 

O LPG é encontrado na superfície de promastigotas de todas as espécies de 

Leishmania descritas até o momento (TURCO et al., 2001). Há evidências de que o 

LPG é crucial para a ligação das formas promastigotas ao epitélio do intestino do 

mosquito vetor (DAVIES et al., 1990), atua como receptor para a fagocitose pelas 

células hospedeiras (SACKS, 1989), é capaz de ativar a via de sinalização do TLR-2 

(DE VEER et al., 2003) e, pela mesma via TLR-2, aumenta a produção de IFN-γ e 

TNF-α em células NK (BECKER et al., 2003). Além disso, o LPG está envolvido na 

proteção das promastigotas contra a lise no fagolisossomo (SPATH et al. 2003) e na 

supressão da produção de NO em macrófagos (PROUDFOOT et al., 1996). Argueta-

Donohué e colaboradores (2008) mostraram que o LPG purificado de promastigotas 

de L. mexicana é capaz de suprimir a produção de IL-12 em monócitos, e não em 

células dendríticas, através da inibição da translocação do NFκB (fator nuclear κB) 

para o núcleo. 

 

 1.5.3 Proteína homóloga ao receptor da cinase C ativada (LACK) 

 

A proteína LACK produzida por Leishmania também é capaz de modular a 

resposta imune do hospedeiro definitivo. Launois e colaboradores (1997) mostraram 

que, durante a infecção de camundongos BALB/c por L. major, a expressão da 

proteína LACK promove a produção de IL-4 por células T Vβ4Vα8CD4+. A depleção 

das células T específicas para a proteína LACK diminui a produção de IL-4, seguido 

pelo desenvolvimento de uma resposta Th1 protetora (SCHILLING & 

GLAICHENHAUS, 2001; JULIA et al., 1996). 
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1.5.4 Proteases 

 

Estudos em bioquímica e biologia molecular parasitárias têm focado suas 

atenções em proteases que são cruciais para a patogênese e para o ciclo de vida de 

diversos protozoários parasitas (revisado por MCKERROW et al., 1993). Essas 

enzimas estão envolvidas na nutrição do parasito (ROSENTHAL, 1999), invasão de 

células hospedeiras e tecidos (ROGGWILLE et al., 1996; BRAUN-BRETON et al., 

1992) e modificação de proteínas do hospedeiro, em favor da sobrevivência 

parasitária (BURLEIGH et al., 1997). Algumas proteases de Leishmania vêm sendo 

bastante estudadas e suas importâncias foram confirmadas pela demonstração de 

que inibidores específicos para essas enzimas reduzem a progressão da lesão 

leishmaniótica (SAJID & McKERROW, 2002). A maioria das proteases de 

Leishmania é armazenada nos megassomos, estruturas encontradas nas formas 

amastigotas do parasito (DUBOISE et al., 1994; PUPKIS et al., 1986). 

A gp63 (glicoproteína de 63 kDa ou leishmaniolisina) é uma metalo-protease 

crucial para a virulência de diversas espécies de Leishmania, como L. major, 

L. mexicana/L. amazonensis, e L. donovani (JOSHI et al., 2002; CHEN et al., 2000; 

JOSHI et al., 1998; SEAY et al., 1996; WILSON et al., 1989). Essa protease é capaz 

de clivar o C3b (para C3bi) na membrana das formas promastigotas, inibindo a lise 

mediada pelo complemento e promovendo, através dos receptores CR3, a 

fagocitose do parasito pelo macrófago (BRITTINGHAM et al., 1995). A secreção da 

gp63 pela Leishmania facilita a migração e a disseminação das formas 

promastigotas pelo tecido através da degradação de componentes da matriz 

extracelular, como a fibronectina (MCGWIRE et al., 2003). A gp63 também pode 

clivar moléculas de MHC classe I e CD4, limitando as respostas de células T 



27 

 

(GARCIA et al., 1997; HEY et al., 1994), além de ser capaz de suprimir a produção 

de fatores envolvidos na ativação de macrófagos (CORRADIN et al., 1999). 

Parasitos do gênero Leishmania, particularmente as espécies do complexo L. 

mexicana, expressam grandes quantidades das cisteíno-proteases CPA (protease 

homóloga à catepsina A), CPB (protease homóloga à catepsina B) e CPC (protease 

homóloga à catepsina C). Essas enzimas são expressas predominantemente pelas 

formas amastigotas do parasito (MOTTRAM et al., 2004; MOTTRAM et al., 1997). O 

papel de cada uma delas foi estudado e aparentemente apenas a enzima CPB é 

crucial para o estabelecimento do parasito no hospedeiro definitivo (BART et al., 

1997; MOTTRAM et al., 1996; SOUZA et al., 1994). A infecção com L. mexicana 

nocauteada para o gene que codifica a enzima CPB (cpb-/-), ao contrário da infecção 

com o parasito selvagem, produz lesões cutâneas atenuadas em camundongos 

BALB/c. A proteção observada foi correlacionada com a modificação da resposta 

Th2 para uma resposta Th1 protetora (FRAME et al., 2000; ALEXANDER et al., 

1998). Estudos mostram que a supressão da resposta Th1 pela CPB ocorre através 

da ação direta da enzima, que é capaz de degradar componentes envolvidos na 

produção de IL-12, como NFκB e proteína cinase ativada por mitógeno (MAPK) 

(CAMERON et al., 2004; MOTTRAM et al., 2004; BAXBAUM et al., 2003). 

As serino-proteases são encontradas em diversos organismos e participam de 

um vasto número de fenômenos biológicos (RAWLING & BARRET, 1994). Por 

exemplo, foi demonstrado que serino-proteases expressas por merozoítos de 

Plasmodium falciparum e Plasmodium chabaudi são capazes de digerir proteínas da 

membrana plasmática de eritrócitos, facilitando a entrada do parasito nessas células 

(ROGGWILLE et al., 1996; BRAUN-BRETON et al., 1992). Andrade e colaboradores 

(1998) identificaram pela primeira vez uma serino-protease (serino-oligopeptidase B) 
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de Leishmania com características bioquímicas similares às demonstradas por uma 

oligopeptidase de Tripanosoma cruzi, envolvida no processo de invasão da célula 

hospedeira (BURLEIGH & ANDREWS, 1995). De acordo com Almeida-Campos e 

Horta (2000), a oligopeptidase B de Leishmania pode mediar a ativação de 

leishporinas, que são proteínas capazes de degradar a membrana de macrófagos, 

facilitando a invasão do parasito. Outras serino-proteases de L. amazonensis 

(MORGADO-DÍAZ et al., 2005; SILVA-LOPEZ et al., 2005; SILVA-LOPEZ et al., 

2004) e L. donovani (CHOUDHURY et al., 2009, 2010) foram identificadas e 

caracterizadas, porém a importância de cada uma delas para a sobrevivência do 

parasito e/ou para a relação parasito-hospedeiro ainda não foi completamente 

elucidada. No entanto, há fortes indícios de que essa classe enzimática é crucial 

para a sobrevivência da Leishmania, visto que o tratamento com inibidores 

específicos de serino-proteases diminuiu significativamente a viabilidade e induziu 

alterações morfológicas drásticas em formas promastigotas de L. amazonensis 

(SILVA-LOPEZ et al., 2007). 

 

1.6 Agravamento da leishmaniose tegumentar por moléculas de 

Leishmania 

 

 Estudos experimentais mostraram que a imunização de camundongos com o 

extrato total de formas promastigotas de L. major, sem a presença de adjuvantes, é 

capaz de agravar a infecção homóloga (BOGDAN et al., 1990; LIEW et al., 1985). 

Dados obtidos por Kenney e colaboradores (1999) mostraram que a imunização de 

macacos rhesus (Macaca mulata) com promastigotas mortos de L. amazonensis 

também agravou a infecção homóloga. A administração do extrato total de formas 

promastigotas de L. amazonensis é capaz de agravar a infecção homóloga em 
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camundongos BALB/c (PINHEIRO et al., 2005). Os componentes do extrato de L. 

amazonensis envolvidos no agravamento da doença ainda não são completamente 

conhecidos, porém há indícios de que cisteíno-proteases, serino-proteases e/ou 

LPG são fatores-chave para a ocorrência do fenômeno (DE MATOS-GUEDES et al., 

2010; PINHEIRO et al., 2007). Experimentos realizados em nosso laboratório (SILVA 

et al., submetido para publicação) mostraram que o tratamento de camundongos 

BALB/c com o extrato de formas amastigotas de L. amazonensis (ELa), e não com 

extrato de formas amastigotas de L. braziliensis (ELb), confere suscetibilidade à 

infecção por L. braziliensis. Esse efeito foi associado à ação de IL-4, já que o ELa 

não é capaz de agravar a doença em camundongos BALB/c que não expressam 

essa citocina. Além disso, foi demonstrado que a atividade do ELa é parcialmente 

inibida pela utilização de inibidores irreversíveis de proteases. 
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2. HIPÓTESE 

  

O fracionamento cromatográfico do extrato aquoso de formas amastigotas de 

Leishmania amazonensis, as quais expressam fatores espécie-específicos capazes 

de modular a resposta imune de camundongos BALB/c, e o teste da atividade 

biológica das frações obtidas in vivo e in vitro, são procedimentos relevantes para o 

estudo desses fatores. 
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3. OBJETIVOS 

 

 3.1 Geral 

 

Avaliar as capacidades de frações cromatográficas de extrato aquoso de 

amastigotas de Leishmania amazonensis em interferir na produção de citocinas e 

NO por macrófagos in vitro e em agravar a infecção leishmaniótica e parcialmente 

caracterizar essas frações. 

 

 3.2 Específicos 

  

i. Detectar atividades proteolíticas nos extratos de amastigotas de L. 

amazonensis e de L. braziliensis 

 
ii. Obter frações do ELa contendo diferentes proteínas/proteases de e 

caracterizá-las parcialmente 

 
iii. Investigar a participação das frações com proteínas/proteases do ELa 

no agravamento da infecção por Leishmania braziliensis em 

camundongos BALB/c 

 
iv. Avaliar a capacidade das frações com proteínas/proteases do ELa em 

modular a produção de citocinas e NO por macrófagos murinos não 

ativados e ativados por lipopolissacarídeo bacteriano 
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4. JUSTIFICATIVA 

 

A identificação e a elucidação dos mecanismos de ação dos fatores capazes 

de agravar a infecção por Leishmania podem ser importantes para o 

desenvolvimento de estratégias para o combate da infecção leishmaniótica, e 

mesmo de outros patógenos intracelulares, e também para a imunomodulação 

terapêutica de doenças autoimunes e alérgicas. Estudos acerca da(s) molécula(s) 

de L. amazonensis envolvida(s) no agravamento da infecção leishmaniótica também 

podem ser importantes para a elucidação dos mecanismos causadores da 

leishmaniose cutâneo-difusa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



33 

 

5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 Animais 

 

Camundongos (Mus musculus) da linhagem BALB/c, com 6 a 12 semanas de 

idade, obtidos no Centro de Pesquisa Gonçalo Moniz (Fundação Oswaldo Cruz, 

Bahia, Brasil), foram mantidos com suprimento de dieta equilibrada para roedores e 

água ad libitum. Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo comitê 

institucional de ética em uso de animais de experimentação. 

 

5.2 Parasitos 

  

As infectividades das cepas de L. amazonensis (MHOM/Br88/Ba125) e L. 

braziliensis (MHOM/Br/96/H3456) foram mantidas por passagens regulares em 

camundongos BALB/c e hamsters Golden (Mesocricetus auratus), respectivamente. 

As formas promastigotas, derivadas de amastigotas teciduais, foram cultivadas sob 

condições estéreis a 24° C em meio de Schneider (Schneider’s Drosophyla Medium; 

Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) contendo 50 µg.mL-1 de 

gentamicina (pH 7,2) e suplementado com 10% ou 20% de soro fetal bovino 

inativado (SFB; Gibco, Grand Island, NY, EUA) para L. amazonensis ou L. 

braziliensis, respectivamente. 

As formas amastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis foram obtidas por 

cultivo axênico segundo protocolo descrito por Teixeira e colaboradores (2002). 

Brevemente, os promastigotas de culturas em fase estacionária foram submetidos a 

três ciclos de lavagem em salina a 0,15 M tamponada com fosfato, pH 7,2 (PBS) por 
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centrifugação (1620 x g por 10 minutos, a 4° C). Após as lavagens, os parasitos 

foram transferidos para meio de Schneider contendo 50 µg.mL-1 de gentamicina (pH 

5,4) e suplementado com 5% ou 20% SFB, para L. amazonensis ou L. braziliensis, 

respectivamente. As formas promastigotas foram cultivadas sob condições estéreis 

em temperatura constante de 33° C, durante 7 dias. Após a transformação, os 

amastigotas axênicos foram lavados em PBS, centrifugados (1620 x g por 10 

minutos, a 4° C) e estocados a -70° C até o momento do uso. 

 

5.3 Extratos de Leishmania 

  

Os amastigotas foram ressuspensos em PBS estéril (107 células.mL-1) e 

lisadas mecanicamente por ultrassom (10 ciclos de 1 minuto, amplitude 40, com 

intervalos de 1 minuto entre cada ciclo, a 4º C; Branson’s Cell Disruptor; Branson 

Sonic Power Company, Danbury, CT, EUA). Os extratos foram centrifugados (10.000 

x g, 10 minutos, a 4° C) e os sobrenadantes, após filtração através de membrana 

com poros de 0,45 µm (Millipore, São Paulo, SP, Brasil), constituiram o que se 

denomina neste trabalho de ELa e ELb. Por fim, todo o material produzido foi 

estocado a -70° C até o momento do uso. 

 

5.4 Fracionamento do ELa 

 

O ELa foi dialisado por 16 horas contra Tris-HCl a 20 mM, pH 8,0, a 4° C, 

centrifugado (14.000 x g, 10 minutos, 4° C) e filtrado (poros de 0,45 µm). O 

sobrenadante obtido foi aplicado (7-16 mg de proteínas de cada vez) em uma coluna 

de troca iônica (MonoQ® 5/50 GL; GE Healthcare, Uppsala, Suécia) acoplada a um 
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sistema automático de cromatografia de alta resolução (ÄKTApurifier; GE 

Healthcare, Uppsala, Suécia), previamente equilibrada com Tris-HCl a 20 mM, pH 

8,0. O efluente da coluna foi coletado e após lavagem da mesma com 20 mL de Tris-

HCl a 20 mM, pH 8,0, as proteínas aderidas à coluna foram eluídas com o uso de 

um gradiente linear crescente de salinidade (Tris-HCl a 20 mM pH 8, contendo 0 a 

0,5 M de NaCl, em um volume de 20 mL). As proteínas que ainda encontravam-se 

aderidas à coluna foram finalmente eluídas com o aumento abrupto da salinidade 

(Tris-HCl a 20 mM, pH 8, contendo 1 M de NaCl, volume de 5 mL). Foram coletadas 

frações de 1 mL (contendo cada uma delas moléculas com graus similares de 

eletronegatividade) e a absorbância (Abs280 nm) dos efluentes foi monitorada para a 

detecção dos picos de proteínas. 

 

5.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida e detecção de atividade 

proteolítica 

 

As frações do ELa, obtidas por cromatografia líquida em coluna de troca 

iônica, foram caracterizadas por eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% na 

presença de dodecil sulfato de sódio, como descrito por Laemmli (1970). Após a 

eletroforese de 20 µg de proteína/poço das amostras, a 100 V/20 mA em cuba para 

eletroforese vertical Hoefer SE300 miniVE (Hoefer Inc., Holliston, MA, EUA), os géis 

foram corados durante 30 minutos, a temperatura ambiente, em solução de 

metanol/ácido acético/água destilada (4,5:1:4,5), contendo 2,5% de azul de 

Coomassie (Sigma, St. Louis, MO, EUA), e descorados em solução de 

metanol/ácido acético/água destilada (0,5:0,75:8,75). Foram utilizados como padrões 

de massa molecular: ß-galactosidase (116 kDa), fosforilase b (97 kDa), albumina 
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sérica (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbônica (31 kDa), inibidor de 

tripsina (21 kDa) e lisozima (14,4 kDa), todos da Bio-rad (MW, Broad range; Bio-rad, 

Hercules, CA, EUA). 

As atividades proteolíticas dos extratos totais (ELa e ELb) e das frações do 

ELa foram determinadas em ensaio de eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) 

copolimerizado com gelatina a 0,1% (Gelatin type A; Sigma-Aldrich Chemical Co., St. 

Louis, MO, EUA), como descrito por Silva-Lopez e Giovanni-De-Simone (2004). 

Após a eletroforese, os géis foram lavados com 2,5% de Triton X-100 durante 1 hora 

a temperatura ambiente para a remoção do SDS. Após a lavagem, os géis foram 

incubados por 16 horas, a temperatura ambiente, em tampão de proteólise (Tris–HCl 

a 100 mM, pH 8,0). Em seguida, os géis foram corados com 0,1% de Amido Black 

(Naphthol Blue Black; Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) e 

descorados em solução metanol/ácido acético/água destilada (3:1:6). As regiões 

com atividade enzimática foram caracterizadas por uma zona clara (halo de 

degradação) sobre uma matriz (escura) de gelatina. 

 

5.6. Agrupamento das frações do ELa 

  

Após as análises em gel, as frações do ELa, obtidas após cinco 

procedimentos independentes de cromatografia em coluna de troca iônica, foram 

reunidas em quatro grupos [fração 1 (eluída com 0,03 a 0,05 M de NaCl), fração 2 

(eluída com 0,09 a 0,12 M de NaCl), fração 3 (eluída com 0,15 a 0,22 M de NaCl) e 

fração 4 (eluída com 0,28 a 0,35 M de NaCl)], de acordo com similaridades de perfis 

eletroforéticos e atividades proteolíticas compartilhadas. 
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5.7 Quantificação de proteínas 

 

Os conteúdos proteicos nos extratos e nas frações do ELa foram 

determinados pelo método de Lowry (LOWRY et al. 1951), usando uma curva de 

albumina sérica bovina como padrão (concentração inicial de 6,4 mg.mL-1 e final de 

0,1 mg.mL-1). As amostras foram diluídas a 1:2 e 1:4 em PBS, utilizado como branco 

do teste. Um mL da mistura de reagentes A+B+C (A: 50 mL de carbonato de sódio a 

0,125 M com 0,2 g de hidróxido de sódio; B: 0,5 mL de tartarato de sódio e potássio 

a 2% em água; C: 0,5 mL de sulfato de cobre a 1% em água) foi adicionado à curva 

padrão, amostras e branco. Após 10 minutos, foram adicionados 100 µL do reagente 

fenol (Folin & Ciocalteu’s, Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) diluído 

em água, na proporção 1:1. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente 

(protegidas da luz) durante 30 minutos. A Abs750 nm das amostras foi determinada em 

espectrofotômetro. 

 

5.8 Tratamento de camundongos com ELa e frações 

 

Cada animal dos grupos de seis camundongos BALB/c recebeu três injeções 

intradérmicas (0,2 mL) contendo: 20 µg de ELa, 9 µg da fração 1, 6 µg da fração 2, 

10 µg da fração 3 ou 5 µg da fração 4. As quantidades de proteínas (das diferentes 

frações) administradas foram calculadas de acordo com a seguinte fórmula:   
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Onde k (constante de correção) é igual a 2. As injeções foram administradas 

com intervalos de 15 dias. Simultaneamente, os animais do grupo controle 

receberam injeções contendo PBS (veículo). 

 

5.9 Modelo murino de leishmaniose cutânea 

 

107 promastigotas de L. braziliensis, obtidas de cultura em fase estacionária, 

foram inoculados subcutaneamente no coxim de uma das patas traseiras de 

camundongos BALB/c, uma semana após a primeira injeção do ELa ou das frações. 

O desenvolvimento das lesões cutâneas foi monitorado semanalmente com o 

emprego de um paquímetro digital de precisão (Mitutoyo, Suzano, SP, Brasil) e o 

tamanho das lesões foi estimado pela diferença entre os tamanhos das patas 

infectada e não infectada. 

 

5.10 Quantificação de carga parasitária 

 

As cargas parasitárias no sítio de infecção foram estimadas através de ensaio 

de diluição limitante descrito por Lima e colaboradores (1997). As patas infectadas 

foram maceradas (Tissue Grinder de 2 mL, Wheaton Science Products, Millville, NJ, 
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EUA) em meio de Schneider e centrifugadas a 50 x g, por 10 minutos, a 4° C. Os 

sobrenadantes foram novamente centrifugados (1540 x g, 10 minutos, 4° C) e os 

sedimentos foram diluídos em meio de Schneider, suplementado com 50 µg.mL-1 de 

gentamicina e 20% de SFB. As suspensões foram diluídas seriadamente (fator de 

diluição = 10; de 100 a 1011) e distribuídas em placas de cultura de 96 poços, em 

triplicatas. O número de parasitos em cada lesão foi determinado considerando-se o 

valor da maior diluição em que pelo menos um promastigota viável pode ser 

detectado após 7 dias de cultivo (24° C). 

 

5.11 Obtenção e cultivo de macrófagos peritoneais residentes 

  

Macrófagos residentes foram obtidos após lavagens da cavidade peritoneal 

de BALB/c [2 lavagens com 10 mL de solução salina (NaCl a 0,9%) gelada + 20 

UI.mL-1 de heparina]. O lavado peritoneal foi centrifugado a 300 x g, durante 10 

minutos, a 4° C e as células foram diluídas em meio DMEM completo (Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium; GIBCO, Grand Island, NY, EUA), suplementado com 10% 

de SFB, gentamicina a 50 µg.mL-1, bicarbonato de sódio a 3,6 g.L-1, HEPES a 25 

mM e glutamina a 2 mM. As células peritoneais foram marcadas com anticorpos 

fluorescentes anti-F4/80-PE e anti-CD11b-FITC (eBioscience, Inc., San Diego, CA, 

EUA) e analisadas por citometria de fluxo para confirmação de seus fenótipos. Os 

macrófagos foram distribuídos em placas de 24 poços (106/poço) e após 18 horas, a 

37° C, 5% CO2, as culturas foram lavadas com solução salina para a remoção das 

células não aderentes. Os macrófagos foram estimulados durante 6, 18, 30 ou 42 

horas (37° C, 5% CO2) com diferentes concentrações do ELa (1 µg.mL-1, 10 µg.mL-1, 

100 µg.mL-1 ou 500 µg.mL-1) na ausência ou na presença de LPS (1000 ng.mL-1; 
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Escherichia coli 0127:B8; Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). 

Paralelamente, macrófagos foram ativados com LPS (1000 ng.mL-1) e 

simultaneamente estimulados (por 42 horas) com as frações 1, 2, 3 ou 4 do ELa (a 

100 µg.mL-1). Imediatamente após o cultivo, os sobrenadantes foram coletados e 

utilizados em ensaios para detecção de citocinas e nitrito. 

 

5.12 Dosagem de citocinas 

 

As concentrações de TNF-α, IL-12p70, IL-6 e IL-10 nos sobrenadantes de 

culturas de macrófagos foram determinadas através de ELISA, de acordo com 

instruções do fabricante (Kit ELISA Ready-SET-Go!®; eBioscience, Inc., San Diego, 

CA, EUA). Para a detecção de TNF-α e IL-6, as amostras foram diluídas (1:10) em 

PBS suplementado com 5% de albumina sérica bovina. Para a dosagem de IL-

12p70 e IL-10 foram utilizados sobrenadantes sem diluição prévia (100 µL). Todos 

os ensaios foram realizados em placas de 96 poços (Costar 9018, high protein-

binding; Corning, Lowell, MA, EUA). A Abs450 nm das amostras foi determinada em 

espectrofotômetro. 

 

5.13 Detecção da produção de nitrito 

 

A produção de óxido nítrico (NO) foi determinada indiretamente pela 

quantificação de nitrito no sobrenadante de cultura de macrófagos através da reação 

de Griess (MIGLIORINI et al. 1991). Brevemente, 50 µL da amostra foram 

misturados em volume igual do reagente de Griess [1:1 (v/v) de 1% sulfanilamida 

(em 5% H3PO4) e 0,1% N-1-1-naftiletilenodiamina (todos os reagentes da Sigma-
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Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)]. Após 15 minutos, as Abs540 nm das 

amostras foram determinadas. As concentrações de NO2
- nos sobrenadantes foram 

determinadas com o auxílio de uma curva padrão de NaNO2 (Sigma-Aldrich 

Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). 

 

5.14 Análises estatísticas 

  

A distribuição dos dados, devido ao número relativamente pequeno de 

amostras por grupo (n=6), foi considerada como não gaussiana. As comparações 

entre dois grupos experimentais foram feitas pelo teste U de Mann-Whitney. As 

análises de mais de dois grupos experimentais foram realizadas pelo teste de 

Kruskal-Wallis, seguido por pós-teste de Dunn. As diferenças foram consideradas 

estatisticamente significativas quando p ≤ 0,05. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1 Análise zimográfica dos extratos de L. amazonensis e L. braziliensis 

 

Enquanto o gel em que foi realizado a eletroforese do ELa apresentou quatro 

regiões com atividade proteolítica (massas moleculares aparentes de 115 kDa, 68 

kDa, 63 kDa e 28 kDa), o gel em que foi realizado a eletroforese do ELb apresentou 

apenas uma região com atividade enzimática (63 kDa) (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Análise zimográfica dos extratos de amastigotas de Leishmania amazonensis (ELa) 
e Leishmania braziliensis (ELb). As formas amastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis 
foram obtidas por cultivo axênico, como detalhado na seção Materiais e Métodos. Após a lise 
dos parasitos, as atividades proteolíticas dos extratos totais foram determinadas por 
eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% copolimerizado com gelatina a 0,1% (substrato). 
Os géis foram corados em solução de  Amido Black a 0,1%. As regiões com atividade 
proteolítica são caracterizadas por uma zona clara (halo de degradação) sobre uma matriz 
(escura) de gelatina; PM = padrões de massa molecular, expressos em kDa. 
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6.2 Fracionamento do ELa 

  

Como sumarizado na Tabela 1, foi fracionado um total de 62 mg de proteínas 

por cromatografia líquida em coluna de troca iônica, em cinco procedimentos 

independentes. A quantidade total de material recuperado após a eluição da coluna 

(percentual de recuperação) foi de aproximadamente 48% (cerca de 30 mg).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na Figura 2 é representado o perfil (cromatograma) de eluição das frações de 

1 mL do ELa. O procedimento apresentou alta resolução no fracionamento do 

extrato, determinada pelo grau de separação entre os picos de proteínas detectados. 

A maioria das proteínas foi eluída da coluna na faixa de salinidade entre 0,15 a 0,38 

M, e por consequência encontram-se nas frações A6 a A18. 

 
 
 
 

Tabela 1: Cromatografia líquida em coluna de troca iônica do 
extrato de amastigotas de Leishmania amazonensis. 

aCromatografia líquida em coluna de troca iônica [MonoQ (TI)]. 
Total de cinco procedimentos; bQuantidade de proteína 
aplicada na coluna em cada procedimento; cQuantidade total 
de proteína recuperada após a eluição da coluna; 
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6.3 Caracterização das frações do ELa através de eletroforese em gel de 

poliacrilamida e detecção de atividades proteolíticas 

 

As frações A6 a A18 foram as que apresentaram bandas mais intensas no gel 

de poliacrilamida após eletroforese (Figura 3 – Azul de Coomassie). Os cinco 

procedimentos independentes de purificação apresentaram resultados muito 

semelhantes entre si, determinado pela quantidade e qualidade de proteínas nas 

frações obtidas (dados não mostrados). 

Aparentemente, todas as proteases detectadas no extrato total de L. 

amazonensis foram recuperadas durante a cromatografia (Figura 3 – Zimograma). 

Proteases com massas moleculares aparentes de cerca de 115 kDa, 68 kDa e 63 

Figura 2: Perfil (cromatograma) da purificação do extrato de amastigotas de Leishmania 
amazonensis (ELa) através de cromatografia líquida em coluna de troca iônica. O ELa foi 
aplicado (7 a 16 mg de proteínas) em coluna de troca iônica, previamente equilibrada com 20 
mM Tris-HCl (pH 8,0). As frações de 1 mL (A1 a A25) foram eluídas de acordo com o aumento 
da salinidade (Tris-HCl a 20 mM, contendo 0 a 1M de NaCl, pH 8,0). A densidade óptica a 280 
nm dos eluentes foi monitorada para a detecção dos picos de proteínas. Cromatograma 
representativo de cinco procedimentos independentes. 
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kDa foram detectadas nas frações A9, A10, e A12 a A21. Uma banda com atividade 

enzimática e massa molecular aparente de 28 kDa foi detectada com maior 

intensidade nas frações A14 a A17. Surpreendentemente, após o fracionamento do 

ELa, uma proteína com atividade proteolítica e com massa molecular aparente de 

cerca de 37 kDa, não observada no extrato total, foi detectada nas frações A17 e 

A18. 
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6.4 Caracterização das frações do ELa agrupadas de acordo com 

similaridades de perfis eletroforéticos na presença de dodecil 

sulfato de sódio e com o compartilhamento de atividades 

proteolíticas (frações 1, 2, 3 e 4) 

  

As análises por eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de dodecil 

sulfato de sódio, e pela mesma eletroforese em gel copolimerizado com gelatina 

mostraram que as frações agrupadas 1, 2, 3 e 4 diferem entre si em relação à 

qualidade e à quantidade de proteínas/proteases presentes. Todas as proteases 

detectadas no extrato total de amastigotas de L. amazonensis encontram-se nas 

frações 3 e/ou 4. Não foram detectadas atividades proteolíticas nas frações 1 e 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Caracterização das frações agrupadas do extrato de amastigotas de Leishmania 
amazonensis (ELa) através de eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de dodecil 
sulfato de sódio seguida de coloração para proteína (Azul de Coomassie) e detecção de 
atividade proteolítica (Zimograma). Após a purificação do ELa em coluna de troca iônica, as 
frações adjacentes e similares (quanto ao perfil eletroforético na presença de dodecil sulfato 
de sódio e à presença de atividade enzimática) foram reunidas em quatro grupos: fração 1 (1), 
fração 2 (2), fração 3 (3) e fração 4 (4). As regiões com atividade proteolítica são 
caracterizadas por uma zona clara (halo de degradação) sobre uma matriz (escura) de 
gelatina. PM = padrões de massa molecular, expressos em kDa. 
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6.5 Avaliação das atividades das frações do ELa em modelo murino de 

leishmaniose tegumentar 

  

Como esperado, a administração quinzenal do ELa em camundongos BALB/c 

aumentou significativamente o tamanho das lesões causadas por L. braziliensis, em 

relação aos animais injetados com PBS (p < 0,01, a partir da 3ª semana de infecção; 

Figura 5A). Após cinco semanas de infecção, os animais tratados com as frações 2, 

3 ou 4 do ELa também apresentaram aumentos significativos das lesões, em relação 

aos animais injetados com PBS (frações 2 e 3, p < 0,01; fração 4, p < 0,01; Figura 

5A). Diferentemente do tratamento com as outras frações purificadas do ELa, o 

tratamento com a fração 1 não alterou significativamente o desenvolvimento da 

lesão causada por L. braziliensis. 

 Os animais que receberam o ELa apresentaram cerca de 1000 vezes mais 

parasitos, no sítio da infecção, em relação ao número de parasitos encontrados nas 

patas dos animais injetados com PBS (p < 0,001; Figura 5B). Apesar de todas as 

frações aparentemente interferirem no curso da infecção, aumentando o número de 

parasitos no sítio da infecção, apenas os tratamentos com as frações 2, 3 ou 4 foram 

capazes de aumentar significativamente a carga parasitária na pata dos animais em 

relação ao grupo de animais injetados com PBS (fração 2, p < 0,01; frações 3 e 4, p 

< 0,05; Figura 5B). 
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Figura 5: Efeito das frações purificadas do extrato de amastigotas de Leishmania 
amazonensis (ELa) em modelo murino de leishmaniose tegumentar. Cada animal (grupos de 6 
BALB/c) recebeu três injeções quinzenais contendo o ELa ou as frações purificadas do extrato 
total. Simultaneamente, os animais do grupo controle receberam injeções contendo PBS. Uma 
semana após o início dos tratamentos, 107 promastigotas de L. braziliensis, obtidas de cultura 
em fase estacionária, foram inoculadas em uma das patas traseiras dos animais. A, 
monitoramento do desenvolvimento do tamanho das lesões cutâneas nos animais tratados 
com PBS, 20 µg de ELa, 9 µg da fração 1, 6 µg da fração 2, 10 µg da fração 3 ou 5 µg da 
fração 4. Cada ponto representa a mediana do grupo de animais e as barras verticais 
representam o intervalo entre o 10o e o 90o percentís. B, carga parasitária (cinco semanas 
após a infecção) nas patas dos animais tratados com PBS, ELa, fração 1, fração 2, fração 3 ou 
fração 4, determinada por diluição limitante. Cada ponto representa o resultado obtido de um 
animal individualmente; as linhas horizontais representam as medianas de cada grupo; *, p < 
0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001. 
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6.6 Efeitos do ELa sobre macrófagos peritoneais de BALB/c 

 

6.6.1 Modulação da produção basal de citocinas e nitrito pelo ELa 

 

Quando macrófagos peritoneais de BALB/c foram tratados durante 42 horas 

com o ELa (500 µg.mL-1), apenas a produção de TNF-α (Figura 6A) foi suprimida (p 

< 0,01). As produções basais das demais citocinas analisadas (IL-12p70, IL-6 e IL-

10) (Figura 6B, 6C e 6D) e de NO (Figura 7) não foram afetadas pelo tratamento. 

Figura 6: Produção de citocinas em macrófagos tratados com o extrato de amastigotas de 
Leishmania amazonensis (ELa). 106 macrófagos peritoneais residentes de camundongos BALB/c 
normais foram cultivados durante 42 horas na ausência (Meio) ou na presença de ELa (500 µµµµg.mL-

1). As concentrações de TNF-α (A), IL-12p70 (B), IL-6 (C) e IL-10 (D) nos sobrenadantes das culturas 
de macrófagos foram determinadas por ELISA, como descrito no Materiais e Métodos. Os dados são 
representativos de três experimentos independentes. As linhas horizontais representam as medianas 
de cada grupo; os boxes representam os percentís 25º - 75º; as linhas verticais representam os 
percentís 10º - 90º.  **, p < 0,01; ns, não significativo. 
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6.6.2 Modulação da produção de citocinas e nitrito pelo ELa em 

macrófagos ativados por LPS 

 

Em células estimuladas por LPS e simultaneamente tratadas com concentrações 

crescentes do ELa, de modo geral, após 42 horas, os tratamentos com altas 

concentrações do ELa (100 µg.mL-1 ou 500 µg.mL-1) foram capazes de inibir 

significativamente a produção das citocinas inflamatórias avaliadas (TNF-α, IL-12p70 

e IL-6) (Figura 8A, 8B e 8C) e de NO (Figura 9). De maneira oposta, os tratamentos 

Figura 7: Produção de óxido nítrico (NO) em macrófagos tratados com o extrato de amastigotas 
Leishmania amazonensis (ELa). 106 macrófagos peritoneais residentes de camundongos BALB/c 
normais foram cultivados durante 42 horas na ausência (Meio) ou na presença de ELa (500 µµµµg.mL-

1). A produção de NO foi determinada indiretamente pela quantificação de nitrito nos sobrenadantes 
de culturas de macrófagos através da reação de Griess, detalhado em Materiais e Métodos. Os 
dados são representativos de três experimentos independentes. As linhas horizontais representam 
as medianas de cada grupo; os boxes representam os percentís 25º - 75º; as linhas verticais 
representam os percentís 10º - 90º. ns, não significativo. 
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com as maiores concentrações do ELa aumentaram a produção de IL-10, após 

ativação por LPS (Figura 8D). 
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6.7 Atividades das frações purificadas do ELa em macrófagos ativados 

por LPS 

 

 Quando as frações purificadas do ELa foram testadas in vitro para a 

identificação das moléculas de L. amazonensis responsáveis pela supressão da 

produção de citocinas pró-inflamatórias e do NO e pelo aumento da produção de IL-

10 em macrófagos ativados por LPS, a fração 3 foi capaz de suprimir 

significativamente (p < 0,05) a produção de TNF-α (Figura 10A). As demais frações 

(frações 1, 2 e 4) não alteraram o padrão de produção de citocinas em macrófagos 

ativados por LPS (Figura 10A a 10D). Surpreendentemente, a fração 4 aumentou 

significativamente a produção de NO (p < 0,001). As demais frações não foram 

Figura 9: Modulação da produção de óxido nítrico (NO) pelo extrato de amastigotas de Leishmania 
amazonensis (ELa) em macrófagos ativados por lipopolissacarídeo bacteriano (LPS). 106 macrófagos 
peritoneais residentes de camundongos BALB/c normais foram ativados por LPS (1000 ng.mL-1) e 
simultaneamente tratados com concentrações crescentes do ELa (1 µg.mL-1, 10 µg.mL-1, 100 µg.mL-1 
ou 500 µg.mL-1), durante 42 horas. A produção de NO foi determinada indiretamente pela 
quantificação de nitrito nos sobrenadantes de culturas de macrófagos através da reação de Griess, 
detalhado em Materiais e Métodos. Os dados são representativos de experimentos independentes. 
As linhas horizontais representam as medianas de cada grupo; os boxes representam os percentís 
25º - 75º; as linhas verticais representam os percentís 10º - 90º. *, p < 0,05 ***, p < 0,001. 
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capazes de modular a produção de NO em macrófagos ativados (Figura 11). A 

fração efluente da coluna (isto é, que não se prendeu a mesma) não teve efeito 

sobre a produção de citocinas e NO (dados não mostrados). 
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Figura 10: Modulação da produção de citocinas pelas frações purificadas do extrato de amastigotas 
de Leishmania amazonensis (ELa) em macrófagos ativados por lipopolissacarídeo bacteriano (LPS). 
106 macrófagos peritoneais residentes de camundongos BALB/c normais foram ativados por LPS 
(1000 ng.mL-1) e simultaneamente tratados com 500 µg.mL-1 do ELa ou com 100 µg.mL-1 das frações 
1, 2, 3 ou 4, durante 42 horas. As concentrações de TNF-α (A), IL-12p70 (B), IL-6 (C) e IL-10 (D) nos 
sobrenadantes das culturas de macrófagos foram determinadas por ELISA, como descrito em 
Materiais e Métodos. Os dados são representativos de dois experimentos independentes; As linhas 
horizontais representam as medianas de cada grupo; os boxes representam os percentís 25º - 75º; 
as linhas verticais representam os percentís 10º - 90º. *, p < 0,05; **, p < 0,01. 
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Figura 11: Modulação da produção de óxido nítrico (NO) pelas frações purificadas do extrato de 
amastigotas de Leishmania amazonensis (ELa) em macrófagos ativados por lipopolissacarídeo 
bacteriano (LPS). 106 macrófagos peritoneais residentes de camundongos BALB/c normais foram 
ativados por LPS (1000 ng.mL-1) e simultaneamente tratados com 500 µg.mL-1 do ELa ou com 100 
µg.mL-1 das frações 1, 2, 3 ou 4, durante 42 horas. A produção de NO foi determinada indiretamente 
pela quantificação de nitrito nos sobrenadantes das culturas de macrófagos através da reação de 
Griess, detalhado em Materiais e Métodos. Dados representativos de 2 experimentos independentes. 
As linhas horizontais representam as medianas de cada grupo; os boxes representam os percentís 
25º - 75º; as linhas verticais representam os percentís 10º - 90º. **, p < 0,01. 
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7. DISCUSSÃO 

 

Em trabalho prévio, realizado por Silva e colaboradores (submetido para 

publicação), foi observado que o tratamento com ELa, e não com ELb, é capaz de 

aumentar a suscetibilidade de camundongos BALB/c à infecção por L. braziliensis. 

Interessantemente, a adição de inibidores de proteases ao ELa diminuiu a sua 

capacidade de agravar a infecção. Esses dados estão de acordo com a observação 

recente de que a imunização de camundongos BALB/c com serino-proteases 

purificadas do extrato de L. amazonensis promove o aumento da suscetibilidade à 

infecção homóloga (DE MATOS-GUEDES et al., 2010). Além das serino-proteases, 

foi mostrado que cepas mutantes de L. mexicana, que não expressam a CPB, têm a 

virulência reduzida em relação aos parasitos que produzem essa cisteíno-protease 

normalmente (ALEXANDER et al., 1998). 

Para avaliar a expressão diferencial de proteases em amastigotas de L. 

amazonensis e de L. braziliensis, as proteínas dos extratos totais dos parasitos 

foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de uma 

matriz de colágeno (gelatina), o que possibilitou a detecção de bandas com atividade 

proteolítica. Foram detectadas no ELa quatro proteases com atividade gelatinolítica, 

com massas moleculares aproximadas de 115 kDa, 68 kDa, 63 kDa e 28 kDa 

(Figura 1). 

Apesar da necessidade da realização de experimentos adicionais, é provável 

que as enzimas detectadas no ELa já tenham sido identificadas em estudos prévios, 

porém as funções da maioria delas continuam desconhecidas. Silva-Lopez e 

colaboradores (2004) e Choudhury e colaboradores (2009) isolaram um fator 

excretório de L. amazonensis e L. donovani, com massa molecular de 115 kDa, 
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sensível à ação de inibidores de serino-proteases. Morgado-Díaz e colaboradores 

(1998) identificaram uma serino-protease de L. amazonensis com massa molecular 

aparente de 68 kDa. No entanto, até o momento, nenhum estudo foi conduzido para 

determinar os papéis dessas proteases na relação parasito-hospedeiro. A protease 

com 28 kDa, detectada exclusivamente no extrato de L. amazonensis, tem a mesma 

massa aparente da cisteíno-protease CPB, encontrada em abundância nas formas 

amastigotas das espécies do complexo L. mexicana e envolvida na supressão da 

reposta Th1 (MOTTRAM et al., 1997). Aparentemente, a única protease detectada 

no extrato de L. braziliensis (63 kDa) também pode ser visualizada no extrato de L. 

amazonensis. Essas bandas encontradas nas duas espécies podem representar a 

gp63 (glicoproteína de 63 kDa ou leishmaniolisina), que é uma metalo-protease 

encontrada em todas as espécies de Leishmania identificadas até o momento (AZIZI 

et al., 2009; YAO et al., 2003). Como amplamente descrito, a gp63 atua em diversos 

processos do ciclo de vida do parasito (MCGWIRE et al., 2003; GARCIA et al., 1997; 

BRITTINGHAM et al., 1995; HEY et al., 1994). 

Recentemente, foi demonstrado que cepas virulentas de L. braziliensis 

expressam quantidades maiores de CPB do que as cepas não virulentas da mesma 

espécie (LIMA et al., 2009). O fato de detectarmos uma molécula com massa similar 

à CPB no ELa, e não no ELb, juntamente com os dados produzidos por Lima e 

colaboradores (2009), suportam a ideia de que a imunização de BALB/c com 

proteases de L. amazonensis é capaz de agravar a infecção causada por uma cepa 

não virulenta de L. braziliensis. 

Para a identificação dos fatores de L. amazonensis envolvidos no 

agravamento da doença em modelo murino de leishmaniose tegumentar (SILVA et 

al., 2010), o conteúdo do ELa foi fracionado por cromatografia líquida em coluna de 
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troca aniônica. O processo mostrou-se reprodutível, visto que os cinco 

procedimentos independentes de purificação apresentaram resultados muito 

semelhantes entre si, como determinado pela quantidade e qualidade de proteínas 

nas frações obtidas (dados não mostrados). A análise zimográfica das frações 

mostrou que, aparentemente, todas as proteases detectadas no ELa foram 

recuperadas após a cromatografia. Interessantemente, após o fracionamento do 

ELa, uma banda com massa aparente de 37 kDa, não observada no extrato total, foi 

detectada em duas frações cromatográficas adjacentes (A17 e A18). Essa nova 

zona de proteólise pode resultar da ação do produto da clivagem de uma protease 

com maior massa molecular ou pode ser resultante da atividade de uma protease 

que é inibida por moléculas presentes no extrato total, porém ausentes nas frações 

A17 e A18.  

Após as análises em gel (estimativa de massa molecular e avaliação de 

atividade enzimática), as frações do ELa foram reunidas em quatro grupos 

principais, levando-se em conta as similaridades de padrões proteicos e as 

atividades proteolíticas compartilhadas. Todas as proteases de L. amazonensis 

foram agrupadas nas frações 3 e/ou 4  (Figura 4). 

Os dados obtidos por Silva e colaboradores (submetido para publicação) 

foram reproduzidos no presente trabalho, já que o tratamento com o extrato total de 

L. amazonensis aumentou significativamente a suscetibilidade de camundongos 

BALB/c à infecção por L. braziliensis. Com exceção da fração 1, todas as outras 

frações (frações 2, 3 e 4), foram capazes, assim como o extrato total, de agravar 

significativamente a doença causada por L. braziliensis. Portanto, o fator 

responsável pela exacerbação da infecção está contido nas frações 2, 3 e 4 ou 

existem dois ou mais fatores distribuídos nessas frações. Em face às diferenças nas 
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composições de proteínas/proteases encontradas entre as frações 2, 3 e 4, a  

segunda proposição é a mais provável. Corroborando essa hipótese, o efeito 

agravante do extrato de L. amazonensis no sistema de infecção por L. amazonensis 

(homólogo) (DE MATOS GUEDES et al., 2010; PINHEIRO et al., 2007; PINHEIRO et 

al., 2005) ou por L. braziliensis (heterólogo) (SILVA et al., submetido para 

publicação) foi atribuído a diversos fatores, como cisteíno-proteases, serino-

proteases, LPG, além de outras moléculas (hidro)solúveis ainda desconhecidas. Ao 

analisar a composição molecular das frações utilizadas in vivo, é possível observar 

que: (i) a fração 2 não apresenta proteínas com atividade gelatinolítica, contudo, 

contém duas proteínas de baixo peso molecular (21 kDa a 14 kDa), que podem estar 

envolvidas no fenômeno de agravamento da infecção; (ii) além de apresentar grande 

diversidade proteica, a fração 3 apresenta todas as proteases do ELa e é a única 

que contém uma protease de 68 kDa, possivelmente uma serino-protease envolvida 

no agravamento da infecção de camundongos BALB/c por L. amazonensis (DE 

MATOS GUEDES et al., 2010); (iii) a análise zimográfica da fração 4 evidenciou a 

presença, em alta concentração, de uma protease com a mesma massa aparente 

(28 kDa) da cisteíno-protease CPB, que está envolvida na supressão da imunidade 

protetora contra Leishmania. Procedimentos de purificação e identificação das 

proteínas presentes nas frações ativas já estão sendo conduzidos em nosso 

laboratório. 

Os nossos resultados mostraram que o tratamento in vitro com o ELa foi 

capaz de suprimir a produção basal de TNF-α em macrófagos. Porém, o ELa não foi 

capaz de alterar as produções basais das demais citocinas analisadas (IL-12p70, IL-

6 e IL-10) e do NO. Apesar de não observamos redução da produção basal de NO in 

vitro, há evidências de que in vivo, na presença de fatores como IFN-γ, o TNF-α é 
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crucial para a produção de NO, o que torna os macrófagos capazes de destruir a 

Leishmania (FONSECA et al., 2003; CARRERA et al., 1996). Outras evidências 

sugerem que camundongos resistentes à infecção por L. major, quando tratados 

com anticorpos anti-TNF-α, desenvolvem lesões mais extensas e aumento da carga 

parasitária (DE KOSSODO et al., 1994; LIEW et al., 1990). Portanto, a supressão da 

produção de TNF-α em macrófagos por moléculas de L. amazonensis pode estar 

envolvida no agravamento da leishmaniose tegumentar, descrito por Silva e 

colaboradores (submetido para publicação). 

A ativação de macrófagos por citocinas associadas às respostas inflamatórias 

ou por produtos de origem microbiana, como o LPS, resultam na indução e liberação 

de diversos fatores envolvidos no desenvolvimento da imunidade contra patógenos 

intracelulares. Em macrófagos, o LPS estimula a ativação simultânea de 

MAPK/ERK, JNK e NFκB (FENG et al., 1999). Esses fatores têm papéis diferenciais 

na regulação da expressão de genes que codificam uma série de citocinas, como a 

IL-12 (GRISCAVAGE et al., 1996; MURPHY et al., 1995) e a IL-10 (YANG et al., 

2009), além de regularem a expressão da iNOS (XIE et al., 1994). Cameron e 

colaboradores (2004) mostraram que L. mexicana é capaz de degradar MAPK/ERK 

e NF-κB, indicando que a Leishmania pode promover uma supressão generalizada 

da resposta inflamatória. Nossos achados corroboram esses dados, já que, após a 

ativação dos macrófagos com LPS, o ELa foi capaz de suprimir globalmente a 

produção de citocinas inflamatórias, como TNF-α, IL-12p70 e IL-6, e NO. 

A supressão de TNF-α, como discutido acima, pode ter sérias implicações 

para o agravamento da doença, já que ele é crucial para a expressão da iNOS e, 

portanto, está envolvido indiretamente na indução do estado de ativação do 

macrófago. Após a ativação dos macrófagos, o ELa também foi capaz de inibir a 
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produção de NO.  Moléculas de L. major, como GIPLs (glicoinositolfosfolipídios) e 

LPG são capazes de inibir a síntese de NO em macrófagos, facilitando a 

sobrevivência do parasito dentro dos fagolisosomos das células fagocíticas 

(PROUDFOOT et al., 1996, 1995). 

A IL-6 é uma citocina produzida por uma grande variedade de células, 

inclusive por macrófagos. Diversas evidências indicam que a IL-6 promove a 

diferenciação de células Th2 e inibe a diferenciação de células Th1 (DIEHL & 

RINCON, 2002). Estudos prévios mostraram que o pré-tratamento de macrófagos 

humanos in vitro com IL-6 inibe a capacidade leishmanicida dessas células, após a 

ativação por IFN-γ e TNF-α (HATZIGEORGIOU et al., 1993). A IL-6 também é capaz 

de inibir a expressão de receptores de membrana para TNF-α (BERMUDEZ et al., 

1992). Castellucci e colaboradores (2006) observaram o aumento do risco de 

desenvolvimento da leishmaniose cutâneo-mucosa (LCM) em pacientes cujos 

macrófagos produziam pequenas quantidades de IL-6. Esse estudo evidenciou a 

capacidade da IL-6 em bloquear as expressões de IFN-γ e TNF-α, que são os 

principais fatores causadores do dano tecidual na LCM. 

As possíveis implicações sobre a capacidade do bloqueio de IL-6 em células 

fagocíticas pela Leishmania devem ser cuidadosamente avaliadas, uma vez que, 

Silva e colaboradores (submetido para publicação) mostraram que o tratamento de 

camundongos BALB/c com moléculas de L. amazonensis agravou a leishmaniose 

cutânea através da promoção da resposta Th2.  

Como mostrado no presente trabalho (Figura 8B) e amplamente descrito na 

literatura, moléculas de Leishmania são capazes de suprimir a produção de IL-12 em 

macrófagos ativados. A CPB e o LPG de Leishmania são capazes de inibir a 

produção de IL-12 por dois mecanismos distintos. A translocação do NFκB para o 
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núcleo, após a ativação com LPS, aumenta a transcrição de IL-12 em macrófagos. A 

cisteíno-protease CPB de Leishmania cliva componentes do NFκB e 

consequentemente inibe a transcrição de IL-12 (CAMERON et al., 2004). Estudos 

mostram que o LPG regula a produção de IL-12 independentemente do NFκB 

(FENG et al., 1999). O LPG é capaz de ativar ERK, que indiretamente bloqueia a 

produção de IL-12 em macrófagos, possivelmente pela indução da produção de IL-

10. Em macrófagos, a transcrição do gene que codifica a IL-10 depende da ativação 

de ERK (YANG et al., 2007). 

Diversas evidências sugerem que a IL-10 reduz a produção de TNF-α e IL-12 

em macrófagos ativados (DE WAAL MALEFYT et al., 1991; FIORENTINO et al., 

1991), possibilita o desenvolvimento da resposta Th2 (através do bloqueio da 

produção de IL-12 em células apresentadoras de antígenos) (O’GARRA & 

MURPHY, 2009) e inibe a produção de NO em macrófagos ativados por IFN-γ 

(VIETH et al., 1994; GAZZINELLI et al., 1992). Em humanos, a IL-10 tem papel 

agravante na infecção causada por L. braziliensis (SALHI et al., 2008). Em modelos 

murinos de leishmanioses cutânea (CHATELAIN et al., 1999; KANE & MOSSER, 

2001) e visceral (MURRAY et al., 2005), a IL-10 contribui para o agravamento da 

doença. As lesões em camundongos que não expressam essa interleucina são 

significativamente menores do que as lesões nos animais que expressam a IL-10 

normalmente (BUXBAUM & SCOTT, 2005; KANE & MOSSER, 2001). 

Os nossos dados mostram que somente o estímulo com o ELa não foi 

suficiente para induzir a produção de IL-10 em macrófagos (Figura 6D). A ativação 

por LPS foi requerida para que o ELa fosse capaz de induzir a produção ótima dessa 

citocina in vitro (Figura 8D). Esse coestímulo pode ser fisiologicamente relevante, 

visto que, frequentemente, bactérias são encontradas em grande número nas lesões 
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cutâneas de pacientes e de animais experimentalmente infectados (EL-ON et al., 

1992). Além disso, foi mostrado que fragmentos de hialuronano, um dos principais 

componentes da matriz extracelular, gerados pela destruição tecidual, são capazes 

de ativar a via TLR-4 em células dendríticas (TERMEER et al., 2002). O estímulo 

com hialuronano induz a produção de IL-10 em macrófagos na presença de 

amastigotas de L. amazonensis opsonizadas (YANG et al., 2009). Adicionalmente, 

foi mostrado que a elastase de neutrófilos é capaz de ativar macrófagos através do 

TLR-4 (RIBEIRO-GOMES et al., 2007). 

A fração 3, que aumentou a suscetibilidade de BALB/c à infecção por L. 

braziliensis, foi capaz de suprimir significativamente a produção de TNF-α em 

macrófagos in vitro. Deste modo, a supressão da produção de TNF-α por moléculas 

de Leishmania pode ser um importante fator envolvido no agravamento da infecção 

leishmaniótica, descrito por Silva e colaboradores (submetido para publicação). 

Outros mecanismos não avaliados no presente estudo devem participar do 

agravamento da infecção, já que as frações 2 e 4, capazes de alterar o curso da 

infecção por L. braziliensis in vivo, não foram capazes de alterar a produção de 

citocinas em macrófagos. Ao contrário, o tratamento com a fração 4 aumentou a 

produção de NO em macrófagos, o que pode implicar no aumento da capacidade 

microbicida dessas células. Nenhuma das frações, obtidos após o fracionamento do 

ELa em coluna de troca iônica, foi capaz de suprimir globalmente a produção de 

citocinas pró-inflamatórias e NO e aumentar a produção de IL-10, como 

demonstrado in vitro pelo ELa, em macrófagos ativados por LPS. A ação das 

moléculas não aderidas à coluna (efluente) também foi avaliada, porém, não foi 

detectada atividade em macrófagos ativados in vitro (dados não mostrados). Deste 

modo, é possível supor que duas ou mais moléculas presentes no ELa atuam 
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sinergicamente alterando as produções de citocinas e NO em macrófagos ativados. 

É provável que o reagrupamento de todas as frações purificadas do ELa reconstitua 

a atividade demonstrada pelo extrato total in vitro. 

Novos estudos já estão sendo conduzidos em nosso laboratório para avaliar a 

atividade das moléculas de L. amazonensis em outros componentes do sistema 

imune. A identificação e a elucidação dos mecanismos de ação dos fatores capazes 

de agravar a infecção por Leishmania podem ser determinantes para o 

desenvolvimento de vacinas contra leishmanioses ou, dependendo do grau de 

especificidade dos fatores, de estratégias para o combate de patógenos 

intracelulares e/ou para a imunomodulação terapêutica de doenças autoimunes e 

alérgicas. 



67 

 

8. CONCLUSÕES / SUMÁRIO DE RESULTADOS 

 

- Os tratamentos de camundongos BALB/c com frações distintas de um 

extrato de L. amazonensis são capazes, assim como o extrato total, de agravar a 

doença causada por L. braziliensis. Em face às diferenças nas composições de 

moléculas encontradas entre frações com efeito biológico, é provável que dois ou 

mais fatores estejam envolvidos no agravamento da infecção. 

 

- O ELa por si só não é capaz de induzir a produção de IL-10 em macrófagos. 

O coestímulo com LPS e ELa é requerido para a produção dessa citocina in vitro, 

levantando a interessante possibilidade que o estímulo do TLR-4 por bactérias 

comumente presentes na pele ou por outras moléculas do hospedeiro participe do 

desenvolvimento da  infecção leishmaniótica. 

 

- Os tratamentos in vitro com o ELa ou com uma das frações purificadas 

suprimem a produção de TNF-α em macrófagos. Esse fenômeno pode estar 

envolvido na exacerbação da infecção por L. braziliensis em BALB/c. 

 

- Nenhuma das frações obtidas é capaz de ter o efeito global sobre 

macrófagos ativados do ELa (suprimir a produção de e NO e aumentar a produção 

de IL-10), indicando que duas ou mais moléculas presentes no ELa atuam 

sinergicamente exercendo o efeito biológico sobre macrófagos. 

 

- Duas das frações purificadas, apesar de não alterarem a produção de 

citocinas em macrófagos, não foram capazes de alterar o curso da infecção por L. 



68 

 

braziliensis in vivo. Portanto, é provável que outros mecanismos não avaliados no 

presente estudo, independente da ação direta de moléculas da Leishmania sobre 

macrófagos, estejam envolvidos no agravamento da infecção. 
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