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RESUMO

PAPEL DA EXPOSIÇÃO DE FOSFATIDILSERINA EM ISOLADOS DE 
Leishmania amazonensis OBTIDOS DE PACIENTES DE LEISHMANIOSE 
CUTÂNEA DIFUSA NA MODULAÇÃO DA INFECÇÃO DE MACRÓFAGOS. A 
Leishmaniose Cutânea Difusa (LCD) é uma manifestação clínica rara das 
Leishmanioses, caracterizada pela presença de inúmeros macrófagos intensamente 
parasitados e baixa reação inflamatoria. No Brasil, a espécie envolvida em casos de 
LCD é a Leishmania (Leishmania) amazonensis. Tem sido descrito na literatura a 
exposição e o reconhecimento de fosfatidílserina (PS) na superfície de células 
apoptóticas fagocitadas por macrófagos como mecanismo de desativação de 
macrófagos por urna via dependente de TGF-pi e PGE2 (Fadok et al. 1998). Foi 
demonstrado por Barcinski e colaboradores que formas amastigotas de L. 
amazonensis expõem PS em sua superfície, em um mecanismo chamado 
“Mimetismo Apoptótico”. Nesse contexto, nosso objetivo foi investigar a exposição 
de PS na superfície de isolados de L, amazonensis obtidos de pacientes com LCD e 
seu papel durante a infecção de macrófagos. Inicialmente, macrófagos peritoneais de 
camundongos Fl(BALB/c x C57BL/6) estimulados com tioglicolato foram 
infectados com os diferentes isolados obtidos de pacientes com Leishmaniose 
Cutânea Localizada (LCL) e LCD. A exposição de PS na superfície das amastigotas 
purificadas de macrófagos F1 foi determinada por citometria de fluxo. Os isolados 
obtidos de pacientes com LCD apresentaram maior expressão de PS do que os 
isolados de pacientes com LCL após 24 horas de infecção. Em seguida, avaliamos se 
a diferença observada na exposição de PS em amastigotas estaria relacionada à 
infectividade dos diferentes isolados. Os resultados indicaram que as amastigotas de 
pacientes com LCD apresentaram maior porcentagem de macrófagos infectados e 
índice de infecção, quando comparados com amastigotas de pacientes com LCL. 
Quanto ao mecanismo, 0 grupo infectado com os isolados de pacientes com LCD não 
apresentou diferença em relação ao grupo LCL quanto a produção de TGF-pl e 
óxido nítrico, sugerindo que outros mecanismos imunorregulatórios estejam 
envolvidos. Os resultados em conjunto, sugerem que 0 aumento na exposição de PS 
nos isolados de L. amazonensis de pacientes com a forma difusa pode representar um 
mecanismo de adaptação importante para a sobrevivência e estabelecimento da 
infecção. A elucidação de mecanismos supressores da LCD induzidos por isolados 
de L. amazonensis poderá ampliar 0 conhecimento sobre a imunorregulação dessa 
patologia.

Palavras-chave: L Leishmaniose cutânea difusa; 2. L. amazonensis; 3. Mimetismo 
apoptótico; 4. Fosfatidílserina.
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ABSTRACT

ROLE OF PHOSPHATIDYLSERINE EXPOSURE IN Leishmania amazonensis 
ISOLATES OBTAINED FROM DIFFUSE CUTANEOUS LEISHMANIASIS 
PATIENTS IN MODULATION OF MACROPHAGE INFECTION. Diffuse 
Cutaneous Leishmaniasis (LCD) is a rare clinical manifestation of Leishmaniasis, 
characterized by a number of macrophages heavily parasitized and low inflammatory 
reaction. In Brazil, Leishmania (Leishmania) amazonensis is the main specie 
involved in LCD cases. It has been described that the exposure and recognition of 
phosphatidylserine (PS) on the surface of apoptotic cells phagocytosed by 
macrophages is a macrophage deactivation mechanism dependent on TGF-pi and 
PGE2 (Fadok et al. 1998). Morover, it was demonstrated by Barcinski and colleagues 
that L. amazonensis amastigotes expose PS on its surface, in a mechanism called 
’’Apoptotic Mimicry." In this context, our goal was to investigate the exposure of PS 
on the surface of L. amazonensis isolates obtained from LCD patients and its role 
during the infection of macrophages. Initially, peritoneal macrophages from FI mice 
(BALB/c x C57BL/6) stimulated with thioglycolate were infected with different L. 
amazonensis strains isolated from patients with Localized Cutaneous Leishmaniasis 
(LCL) or LCD. The exposure of PS on the surface of amastigotes was determined by 
flow cytometry using staining to annexin V and propidium iodide. Isolates from LCD 
patients showed higher PS exposure than the isolates from LCL patients 24 hours 
after infection. Then, we evaluated whether the differences of PS exposure in 
amastigotes would correlate with the infectivity of different isolates. Percentage of 
infected macrophages and infection index were higher in cultures using amastigotes 
from LCD patients compared to the ones infected with amastigotes from LCL cases. 
Furthermore, cultures infected with LCD isolates showed no difference to the LCL 
isolates regarding TGF>pl and nitric oxide production, suggesting that other 
immuneregulatory mechanisms are involved in this process. These results suggest 
that the increased exposure of PS in L. amazonensis isolates from patients with 
diffuse form may represent an important mechanism for the establishment of 
infection. The elucidation of the LCD suppressing mechanisms induced by L. 
amazonensis strains may expand the knowledge about the immune regulation of this 
disease.

Keywords: 1. Diffuse cutaneous leishmaniasis; 2. Leishmania amazonensis; 3. 
Apoptotic mimicry; 4. Phosphatidylserine.
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3.1 Características Gerais e Ciclo da Leishmania

Os protozoários do gênero Leishmania são parasitas flagelados pertencentes à ordem 

Kinetoplastidae e a família Trypanosomatidae. Estes protozoários caracterizam-se pela 

presença de uma estrutura denominada cinetoplasto, formada de minicírculos e 

maxicírculos de ácido desoxirribonucléico (DNA) altamente compactado dentro da 

mitocôndria única da célula (Stuart, 1983).

Existem aproximadamente 21 espécies de Leishmanias agrupadas em dois grandes 

subgéneros: Leishmania e Viannia (Lainson et al, 1987). As espécies também podem ser 

classificadas de acordo com a distribuição geográfica das áreas endêmicas como espécies 

do Velho Mundo (Europa e Ásia) e do Novo Mundo (Américas). Com relação aos vetores, 

0 gênero Lutzomyia está associado à transmissão de espécies de Leishmania do Novo 

Mundo, enquanto que o gênero Phlebotomos, transmite espécies do Velho Mundo 

(Lainson e /¿7/., 1987).

Durante o seu ciclo de vida, o parasita apresenta duas formas evolutivas: 

promastigotas, presentes em insetos vetores e amastigotas intracelulares, encontradas em 

hospedeiros vertebrados (Figura 1). As formas promastigotas são transmitidas por fêmeas 

de insetos hematófagos da subfamilia Phlebotominae (Díptera, Psychodidae), denominados 

genericamente de flebótomos. A infecção do inseto ocorre no momento da alimentação, 

quando ele suga o sangue contendo amastigotas ou macrófagos infectados. No trato 

digestivo do vetor, ocorre rompimento da membrana dos macrófagos e as amastigotas 

liberadas diferenciam-se na forma promastigota. Estas formas são afiladas, apresentam 

flagelo extemalizados e são capazes de se multiplicar no intestino.

3 INTRODUÇÃO
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Após a digestão do sangue, as promastigotas migram para a região anterior do 

intestino e sofrem um processo de diferenciação, denominado metaciclogênese (Sacks & 

Perkins, 1984). Durante a metaciclogênese, as promastigotas apresentam redução de 

tamanho do corpo celular, tornam-se extremamente móveis e altamente infectivas, 

passando a ser denominadas de metacíclicas. As formas metacíclicas migram para a 

probóscide e são transferidas ao hospedeiro vertebrado no momento da picada, durante um 

novo repasto sanguíneo do inseto. No local da picada, as formas metacíclicas são 

fagocitadas por células do sistema fagocítico mononuclear presentes na derme. No interior



dos fagossomas, as formas promastigotas se diferenciam em amastigotas, células 

arredondadas e com flagelo contido na bolsa flagelar. Este período de diferenciação pode 

levar de 2 a 5 dias (Courret et al., 2002). Os fagossomas que contêm o parasita ftindem-se 

com vesículas endocíticas e com lisossomas. As amastigotas são resistentes às enzimas e 

ao pH ácido do fagolisossoma, conseguindo se multiplicar no interior de vacúolos 

parasitóforos. Após diversas multiplicações, os macro fagos fícam superinfectados e 

rompem-se, liberando as amastigotas que são rapidamente fagocitadas por novos 

macrófagos, estabelecendo e disseminando a infecção (Alexander & Russel, 1992).

3.2 Dados epidemiológicos e clínicos da Leishmaniose Tegumentar Americana

A leishmaniose é um problema grave de saúde pública, sendo incluida entre as seis 

mais importantes endemia do mundo. Estimativas da própria OMS (Organização Mundial 

de Saúde) indicam que além dos 12 milhões de individuos infectados em mais de 80 

países, existem ainda cerca de 350 milhões de pessoas expostas ao risco de contrair a 

doença (Desjeux 2004).

No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) apresenta ampla distribuição 

com registro de casos em todas as regiões brasileiras. Em 2004, foram registrados 28.569 

casos, distribuídos em 1.926 municípios brasileiros (Manual de Vigilância Tegumentar 

Americana, Ministério da Saúde, 2007). A LTA apresenta um amplo espectro de 

manifestações clínicas (Barral-Netto et ai, 1986). No meio do espectro, a leishmaniose 

cutânea localizada (LCL) representa a manifestação clínica mais freqüente. Nela, as lesões 

são exclusivamente cutâneas e tendem à cicatrização. Os cortes histológicos revelam uma 

reação inflamatória tecidual do tipo crónico granulomatoso com ausência ou escassez de 

parasitas. No pólo hiperérgico, a leishmaniose cutânea mucosa (LCM), caracteriza-se por 

escassez de parasitos na lesão e reação imune exacerbada com intensa destruição tecidual.

17



E por último, o pólo anérgico conhecido como leishmaniose cutânea difusa (LCD), com 

presença de inúmeros macrófagos vacuolizados intensamente parasitados (Convit et ai, 

1972). As principais espécies, suas associações com a doença em humanos e as 

manifestações clínicas apresentam-se demonstradas na figura 2.
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Figura 2. Principais espécies de Leishmania  e aspectos imunoiógicos observados na LTA. Ac:
Anticorpos; IFN-y: Interferon gama; IL-10: Interleucina 10; - ausência; + Presença ; + leve; ++moderada; +++ 
intensa; ++++ muito intensa. (Fonte: Manual de Vigilância Tegumentar Americana, Ministério da Saúde, 
2007).

Dentro da LTA, as formas clínicas de LCM e LCD são afecções dermatológicas que 

merecem mais atenção devido à sua capacidade de produzir deformidades. O risco de



ocorrência de deformidades que pode produzir no ser humano e o envolvimento 

psicológico, com reflexos no campo social e económico, fazem com que muitos casos 

sejam considerados como uma doença com características estigmatizantes. (Manual de 

Vigilância Tegumentar Americana, Ministério da Saúde, 2007).

3.3 Leishmaniose cutânea difusa

No Brasil, a LCD é causada pela L. (L.) amazonensis, sendo a maioria dos casos 

relatados no Maranhão (40%); Pará (20%); Bahia (12,5%>); Mato Grosso (10%) e em 

menor intensidade em estados do Norte do país (Figura 3) (Saldanha et a l, 2007).
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Figura 3. D istribuição geográfica da Leisiimaniose cutánea difusa no Brasil. Fonte: Costa et al., 2005.



Constitui uma forma clínica rara, porém grave, caracterizando-se por maciço 

comprometimento dérmico, de natureza crônica, com recidivas freqüentes e anergia ao 

leste intradérmico de Montenegro (IDRM) (Convit et ah, 1972). A maioria dos casos 

origina-se de infecção adquirida na infancia, apresentando inicialmente lesões únicas e má 

resposta ao tratamento (Saldanha et ah, 2007). As lesões observadas na LCD evoluem de 

forma lenta com formação de pápulas, nódulos ou infiltrações difusas, de distribuição 

simétrica na face, no tronco e nos membros, podendo disseminar-se para todo o corpo por 

via hematogênica após meses ou anos da infecção (Fonseca et ah, 1981).

Histológicamente, as lesões se caracterizam por um denso infiltrado dérmico de 

macrófagos vacuolizados intensamente parasitados (Barrai et ah 1995). Na maioria dos 

casos, as lesões involuem espontaneamente ou por ação do tratamento quimioterápico. 

Entretanto, as recidivas são freqüentes, podendo ser atribuída a reinfecção ou alterações no 

estado imunológico ou nutricional do paciente, ou ainda problemas com a farmacocinética 

das drogas utilizadas (Barrai et ah, 1995; Costa et ah, 1995).

Do ponto de vista imunológico chama atenção o teste de IDRM e transformação 

linfoblástica serem negativos, uma vez que culturas de células mononucleares do sangue 

periférico estimuladas com antígenos de Leishmania, não respondem aos testes de 

proliferação celular e produção de IFN-y, Apesar da ausência de respostas celulares 

específicas, os níveis de anticorpos anti-Leishmania circulantes são altos (Barrai et ah 

1995; Peterson et ah, 1984).

0  perfil de citocinas da resposta imune na LCD é predominantemente do tipo Th2, 

com baixa produção de IFN-y, TNF-a e IL-I2 e níveis elevados de IL-4 e IL-10. 

Entretanto, o perfíl de citocinas pode variar de acordo como os diferentes estágios da 

doença. Células do PBMC de pacientes com lesões em atividade apresentaram altos níveis 

de expressão de mRNA para IL-2, IL-10 e IL-4, enquanto que não foram detectados
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expressão de mRNA para IFN-y. Em contraste, alta expressão de ÍFN-y e uma redução de 

IL-10 foram observadas em pacientes com cura transitória pós-tratamento (Bonfim et ai, 

1996). Nos casos em que houve recidiva da lesão, houve redução na expressão de IFN-y 

com ausência de IL-10. Alta concentração de IL-10 foi encontrada no sobrenadante de 

cultura de PBMC de pacientes com LCD estimulados com antígeno de Leishmania. Estes 

dados demonstraram que uma das principais deficiências imunológica em LCD está na 

inabilidade em produzir IFN-y e que IL-10 tem um importante papel na modulação 

negativa na resposta de pacientes com LCD (Bonfim et aL, 1996).

3.4 Modelos de Suscetibilidade e Resistência à Leishmaniose

Diversos modelos murinos têm sido utilizados para estudar as características clínicas, 

imunológicas e bioquímicas da Leishmaniose. 0  modelo murino mais estudado de 

resistência ou susceptibilidade a Leishmania é o da infecção com a espécie Leishmania 

major. Neste modelo, a dominância de uma resposta de células T CD4+ com fenotipo Thl 

geralmente resulta na cura da lesão e eliminação do parasita, contrastando com a resposta 

Th2, que se correlaciona com a susceptibilidade à doença (HeinzeI et a l, 1989, Sacks & 

Noben-Trauth, 2002). Muitas linhagens de camundongos (C57BL/6, C3H, CBA) 

desenvolvem lesões autolimitantes com L. major, sendo a resolução da infecção mediada 

pelas células Thl, com a produção de IFN-y. Em contraste, a linhagem de camundongo 

BALB/c desenvolve uma resposta do tipo Th2, sendo susceptível à infecção com L. major 

(Gumy et al. 2004)

Diferente do que ocorre nos modelos de resistência e susceptibilidade em infecções 

com L. major, a maioria das linhagens de camundongos é susceptível à infecção com L. 

amazonensis. No entanto, essa susceptibilidade não está relacionada a um perfil de resposta 

Th2 bem estabelecido. Por exemplo, camundongos BALB/c são muito susceptíveis à
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infecção com L. amazonensis e apresentam uma produção importante de IL-4 no decorrer 

da infecção. No entanto, a quantidade de lL-4 produzida é insuficiente para polarizar a 

resposta imune para um perfil Th2 e reduzir a síntese de citocinas como IFN-y e TNF-a 

que são produzidas constantemente, caracterizando uma resposta mista entre o perfil Thl e 

Th2 (Ji et al., 2002).

0  que os modelos murinos de susceptibilidade à infecção com L  amazonensis sugerem 

é que a interação entre o hospedeiro e o parasita resulta em ineficiência de polarização para 

um perfil Thl. Camundongos C57BL/6 quando infectados com L. amazonensis, 

desenvolvem lesões que, embora diminuam de tamanho no decorrer das semanas, 

raramente curam, tomando-se persistentes como uma infecção crônica. Em estudo 

comparativo de infecção com L. major e L. amazonensis nestes camundongos, Ji e 

colaboradores (2003) demonstraram que a susceptibilidade à L. amazonensis está 

relacionada à redução da produção de mediadores pró-inflamatórios, bem como de seus 

receptores, nas primeiras semanas após a infecção. Estas alterações, juntamente com a 

presença de baixos níveis de citocinas do tipo Th2, previnem o desenvolvimento de células 

Till específicas para o parasita. A susceptibilidade de camundongos C57BL/6 à infecção 

com L. amazonensis está relacionada à baixa produção de IFN-y no decorrer da infecção e 

produção de IL-4 apenas nos momentos iniciais, revelando que também nestes animais a 

susceptibilidade está mais associada à ausência de resposta Thl do que a presença de uma 

resposta Th2 bem estabelecida (Afonso & Scott, 1993).

A citocina IL-10 parece estar relacionada com inibição da resposta inflamatória no 

modelo de susceptibilidade à infecção com L  amazonensis. Camundongos C57BL/6 com 

deleção do gene que codifica para esta citocina (IL-10 ‘̂“) apresentam até lOx menos 

parasitas nas lesões quando comparadas às de camundongos C57BL/6 selvagens (Jones et 

al, 2002; Ji et a l, 2003). A ausência de IL-10 nesta linhagem de camundongo induz a 

produção de citocinas e quimiocinas antiinflamatórias nos linfonodos drenantes e nas patas
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infectadas (Ji et al,, 2003). Além disso, a ausência de IL-10 também induz o aumento da 

atividade de iNOS na lesão, resultando em necrose do tecido infectado (Jones et al., 2002).

A citocina TGF-P parece contribuir para inibição da resposta inflamatoria durante a 

infecção com L. amazonensis e a produção desta citocina é aumentada em modelos de 

infecção de macrófagos in vitro e em lesões em camundongos BALB/c (Barral-Netto et al., 

1992). O tratamento de camundongos BALB/c com anti-TGF-P pela L  amazonensis 

impede o aparecimento de grandes lesões e aumenta os níveis de mRNA para IFN-y ñas 

células do linfonodo drenante da lesão. Desta forma, a indução da produção de TGF-p pela 

L. amazonensis pode estar envolvida com controle da resposta imune, mantendo níveis 

baixo de IFN>y e favorecendo o estabelecimento da infecção (Barral-Netto et al., 1992).

Camundongos de linhagens resistentes à L. major apresentam, comparativamente, 

produção mais baixa de IFN-y, quando infectados com L. amazonensis (Afonso & Scott, 

1993; Jones et al., 2000). A falta da polarização para Th2 em modelo de susceptibilidade 

de camundongo BALB/c à L. amazonensis mostrou que concomitante à produção de IL-4, 

ocorre uma produção baixa e contínua de IFN-y no decorrer de toda a infecção (Ji et al., 

2002). Diferente da alta produção de IFN-y responsável pela polarização da resposta para 

Thl e cura da lesão em infecções com L. major, a presença de concentrações baixas desta 

citocina durante a infecção com L. amazonensis pode favorecer a sobrevivência do 

parasita. Comparativamente com outras espécies, L. amazonensis apresenta maior 

resistência à ativação do macrófago (Scott & Sher, 1986). Qi e colaboradores (2004) 

demonstraram que concentrações de até lOOng/ml de IFN-y adicionados em culturas de 

macrófagos infectados com L. amazonensis induzem maior proliferação das amastigotas 

intracelulares, sugerindo que esta espécie pode ter evoluído mecanismos de subverter a 

ativação macrofágica e as resposta imune do hospedeiro.

23



Macrófagos são as células hospedeiras preferenciais para a infecção e proliferação de 

parasitas do gênero Leishmania, Tanto o controle quanto o estabelecimento dos parasitas é 

determinado pelo grau de ativação dos macrófagos do hospedeiro, que por sua vez é 

dependente de interações com células do sistema imune.

As vias de ativação macrofágica estão centradas no metabolismo do aminoácido L- 

arginina. Os macrófagos apresentam duas vias metabólicas que competem por este 

aminoácido. A via de ativação clássica é caracterizada pelo processamento da L-arginina 

pela enzima Oxido Nítrico Sintase induzida (iNOS). Esta via é ativada por citocinas 

características de resposta imune do tipo Thl, como o IFN-y e o TNF-a. O aumento da 

síntese da enzima iNOS induz maior produção de NO ativando os mecanismos 

microbicidas. Por outro lado, a via alternativa envolve o processamento da L-arginina pela 

enzima Arginase 1. Esta via é ativada por citocinas características de resposta imune do 

tipo Th2 como IL-4, IL-10 ou prostaglandinas E2 (PGE2) (Modolell et a i, 1995; Mori & 

Gotoh, 2000). A atividade da arginase 1 leva a produção de omitina, um importante 

precursor da via de poliaminas, que são compostos que favorecem a proliferação de 

parasitas intracelulares (Vicendeau eta l, 2003).

A importância da ativação da enzima arginase I para a sobrevivência de várias espécies 

de Leishmania foi demonstrada em modelos in vitro. Formas amastigotas de L. major e L. 

infantum proliferam mais em macrófagos incubados com citocinas do tipo Th2, IL-4, IL-10 

e TGF-p, que induzem aumento da atividade da arginase 1 (Iniesta et a l, 2001).

A sobrevivência e a proliferação da Leishmania dentro do macrófago também são 

dependentes da captação de ferro no vacúolo parasitóforo. O ferro na forma Fe^  ̂é um ion 

divalente essencial como co-fator para a atividade de diversas enzimas. Os macrófagos 

intemalizam 0 ferro por endocitose, na forma de Fe^^ acoplado a glicoproteína transferrina.

24

3,5 Resposta intramacrofágíca à infecção por Leishmania



A partir da acidificação do endossoma o é liberado da transferrina e convertido em 

Fe^  ̂ por redutases endossoniais. Os macrófagos previnem o acúmulo de Fe^^ nos 

endossomas através da atividade de bombas para o efluxo de íons divalentes chamadas 

Nramp {Natural Resistance-associated Macrophage protein). Camundongos com deleção 

para o gene que codifica o transportador Nramp 1 são mais susceptíveis a infecção com 

Mycobacterium bovis (BCG), Salmonella typhimurium e Leishmania donovani, sugerindo 

a importância da disponibilidade de Fe^^ no interior do vacúolo para a sobrevivência e 

proliferação destes parasitas (Vidal et a l, 1995).

Formas amastigotas intracelulares de L. amazonensis possuem um transportador de 

Fe^'^na membrana plasmática, denominado LITl, que apresenta características semelhantes 

aos transportadores de ferro da familia ZIP, descritos em Arabidopsis thaliana (Huynh et 

al, 2006). Dentro do vacúolo, as amastigotas têm que competir pelo Fe^^ livre antes que 

ele seja bombeado para o citoplasma do macrófago pelo Nramp. L amazonensis com 

deleção do gene que codifica para o transportador LITl não prolifera em macrófagos e não 

é capaz de desenvolver lesão em camundongos susceptíveis BALB/c. A expressão de LITl 

em amastigotas intracelulares sugere um mecanismo de adaptação da Leishmania para a 

sobrevivência em um ambiente onde a concentração de Fe^^ disponível é limitada (Huynh 

et a l, 2006).

O sucesso da infecção com Leishmania não depende apenas da interação entre o 

parasita e a célula hospedeira. Macrófagos infectados são potenciais candidatos a 

apresentarem antígenos do parasita para linfócitos T. Desta forma, peptídeos do parasita 

associados à molécula de MHC de classe II expostas na superfície dos macrófagos podem 

ativar células T CD4^ específicas para Leishmania, potencializando a resposta imune. 

Diversos trabalhos têm demonstrado que a infecção com Leishmania interfere 

negativamente na apresentação de antígenos pelos macrófagos. Em infecção com L. major 

e L. amazonensis os macrófagos têm a capacidade de apresentação diminuída tanto para
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antígenos do parasita como para outros antígenos (Fruth et al, 1993, Prina et a i, 1993). 

Trabalhos do grupo de Jean-Claude Antoine demonstraram que moléculas de MHC de 

classe II são retidas no vacúolo parasitóforo de L  amazonensis e L. donovani (Lang et al., 

1994a, Lang et al., 1994b). Utilizando inibidores de proteases este grupo conseguiu 

observar que as formas amastigotas de L. amazonensis internalizam as moléculas de MHC- 

II do macro fago, degradando-as em organelas equivalentes aos lisossomos, denominadas 

megassomas (De Souza Leão et a i, 1995).

Após serem fagocitadas, os parasitos do género Leishmania se localizam em 

fagossomas denominados vacúolos parasitóforos (VPs). Os VPs amadurecem fusionando 

com vesículas da via endocítica, endossomas tardios e/ou lisossomas. A morfologia e a 

maturação de compartimentos contendo o parasito variam dependendo da espécie de 

Leishmania. Amastigotas de espécies do Velho Mundo, como L. donovani e L. major, 

sobrevivem em um vacúolo caracterizado como “justo"’ que apresenta vários pontos de 

contato com a membrana do parasita e em geral poucos amastigota em seu interior (Castro 

et a l, 2006). No entanto espécies do Novo Mundo, como L. amazonensis e L. mexicana 

induzem a formação de vacúolos parasitóforos com um lumen grande, descritos como 

“largos”, que podem apresentar várias amastigotas, aderidas à membrana 

preferencialmente pela região posterior (Benchimol & De Souza, 1981). Isto pode ser 

resultado de processos distintos que controlam a fusão e fissão de endossomas e organelas 

aos vacúolos ou diferenças nas interações entre as espécies e a célula hospedeira (Antoine 

et a i, 1998).

Em conseqüência da morfologia peculiar que os vacúolos das espécies de Leishmania 

do Novo Mundo apresentam, há diversos trabalhos na literatura caracterizando a 

composição e a dinâmica de formação destas estruturas. Vacúolos de L. amazonensis são 

altamente fusogênicos com lisossomos, podendo depletar estas organelas do citoplasma da 

célula infectada nas primeiras horas após a infecção (Barbieri et al., 1985; Antoine et al..
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1990). Devido a esta dinâmica, os vacúolos apresentam pH entre 4,74 e 5,26 (Antoine et 

al, 1990) e diversas proteases lisossomais como as catepsinas B, H, L e D (Prina et al., 

1990). Além da fusão com os lisossomas, os vacúolos desta espécie também adquirem 

proteínas características de endossomas tardíos (Courret et a l,  2002).

Apesar da presença do conteúdo lisossomal no vacúolo de L. amazonensis, as formas 

amastigotas desenvolveram diversas estratégias para sobreviverem neste ambiente de pH 

ácido. Devido a ação de urna - ATPase na membrana das amastigotas, o pH é mantido 

em tomo de 6,36, o que nao compromete a atividade das enzimas citoplasmáticas 

(Marchesini & Docampo, 2002). Além disso, transportadores importantes para a aquisição 

de nutrientes como prolina, glicose e poliaminas estão presentes na superfície das formas 

amastigotas e apresentam atividade ótima em pH próximo ao do vacúolo parasitóforo 

(Glaser & Mukkada, 1992; Burchmore & Hart, 1995; Basselin et al, 2000).

Mesmo apresentando características altamente fusogênicas, a interação entre o vacúolo 

de L. amazonensis com vesículas da via endocítica não parece ser um processo aleatório. 

Veras e colaboradores (1992) demonstraram que vacúolos contendo amastigotas podem 

fundir com endossomas contendo zimozan, p-glicana e leveduras mortas pelo calor. Real e 

colaboradores (2008) também demonstraram que vacúolos de macrófagos infectados com 

amastigotas de L. amazonensis fundem com vacúolos recentes de uma nova infecção, tanto 

de promastigotas como amastigotas. No entanto, a fusão com endossomas contendo 

partículas de látex, eritrócitos fixados e eritrócitos opsonizados com IgG é inibida. A 

bactéria Coxiella burnetti apresenta vacúolo morfologicamente semelhante ao de L. 

amazonensis^ também bastante fusogênico. Porém, diferente do observado para L. 

amazonensis esta bactéria não parece controlar seletivamente a fusão do vacúolo com as 

vesículas endossomais (Veras et al., 1992).

Os fatos apresentados mostram que a interação da Leishmania com o macrófago é um 

processo extremamente complexo e regulado. A sobrevivência do parasita dentro do
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vacúolo envolve mecanismos de captação de nutrientes, de controle da ativação dos 

macrófagos e da resposta imune mediada pelas células T,

3.6 APOPTOSE E PARASITISMO

3.6.1 Fenotipo Apoptótico

O processo de morte celular programada (MCP) é um mecanismo dependente de uma 

programação genética, com a participação de genes ativadores e repressores, que modulam 

os eventos envolvidos nesse tipo de morte celular. Diversos estímulos podem ativar 

diferentes vias de sinalização celular que levam a MCP. Células sofrendo esse processo de 

morte apresentam características próprias que dependem do tipo celular envolvido e do 

estímulo indutor da morte (Fadeel & Orrenius, 2005).

O fenotipo mais encontrado em células sofrendo MCP é a apoptose, que é 

caracterizada por diversas modificações morfológicas e bioquímicas características na 

célula, iniciadas e efetuadas pelas enzimas da família das caspases (Miller, 1997); cisteíno 

proteases que tem especificidade por seqüências com ácido aspártico na posição P 1. Perda 

do potencial de membrana de mitocôndria, alterações estruturais de membrana, degradação 

oligonucleossomal do DNA, condensação da cromatina nuclear, formação de extrusões da 

membrana plasmática (blebs) e formação de corpos apoptóticos são as principais alterações 

que caracterizam o fenótipo apoptótico (Fang eí al., 1996; Ohyama et al., 1985; 

Oberhammer et al., 1994; Tounekti et al., 1995; Daniel et al., 1999). No contexto de 

manutenção da homeostasia, o reconhecimento e a rápida fagocitose das células 

apoptóticas permitem que células auto-reativas, que já  desempenharam sua fiinção, que 

sofreram algum tipo de estresse físico ou químico, sejam reconhecidas e eliminadas sem
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iniciar um processo inflamatório danoso ao tecido adjacente, já que não ocorre liberação do 

conteúdo citoplasmático no ambiente extracelular (Savill & Fadok, 2001).

3.6.2 Perda da assimetria de membrana durante a apoptose

Em células viáveis, os principais fosfolipídios que formam a bicamada lipídica da 

membrana plasmática são fosfatidilcolina (PC), fosfatidilserina (PS), fosfatidiletanolamida 

(PE) e esfmgomielina (SM). A localização de cada fosfolipídio é fundamental para o 

desempenho de suas ftanções; esta localização é controlada pela atividade de determinadas 

enzimas. Aproximadamente 100% da PS e 80% da PE são encontrados na face interna da 

membrana e 75% da PC e 80% da SM são encontrados na face externa da membrana (Diaz 

& Schroit, 1996). Essa distribuição assimétrica é mantida através de enzimas denominadas 

translocases, que catalisam o movimento vertical de fosfolipídios na membrana, chamado 

flip-flop ou translocação, redirecionando as moléculas para o seu sítio habitual. Essas 

enzimas são denominadas fosfolipídio-translocases, sendo que as flopases direcionam os 

lipídios para a face externa enquanto que as fíipases induzem o movimento contrário (Diaz 

& Schroit, 1996).

Uma das modificações mais bem definidas em células apoptóticas é a perda da 

assimetria da membrana plasmática, que está vinculada à inativação das translocases, e a 

superexpressão das enzimas fosfolipídío-escramblases que promovem a translocação 

bidirecional dos lipídios, em um mecanismo dependente de cálcio intracitoplasmático e 

ativação de caspases (Bevers, et aL, 1999). A translocação dos lipídios leva a alguns 

efeitos importantes para o processo de apoptose e reconhecimento das células alvo, Um 

deles é a intemalização de SM, que ao chegar ao citoplasma, sofre a ação de 

esfíngomielinases citoplasmáticas liberando ceramida que desempenha papel importante na 

formação e liberação dos corpos apoptóticos (Tepper, 2000). A alteração estrutural mais
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bem estudada na membrana plasmática de células apoptóticas é a exposição de PS (Fadok 

et aL,\992\), fosfolipídio aniônico que é reconhecido por fagocitos ou por moléculas 

presentes no soro (van der Eijnde, 1998). Como a maior parte dos tipos celulares apresenta 

a exposição de PS na sua superfície externa quando em processo de apoptose, esse 

fosfolipídio é utilizado como um marcador específico de apoptose. Para tanto, o PS é, em 

geral, marcado com a proteína anexina V, que tem alta afinidade por PS na presença de 

altas concentrações de cálcio (Tait & Gibson, 1992).

3.6.3 Reconhecimento de Fosfatidílserina

0  reconhecimento de células apoptóticas ocorre devido à expressão ou exposição de 

ligantes de superfície que interagem com as células fagocíticas do sistema imune inato, 

como macro fagos e células dendríticas, principais responsáveis pela endocitose e 

eliminação destas células. Muitos destes ligantes, já  foram caracterizados, sendo o PS o 

mais estudado na literatura (Moreira & Barcinski, 2004).

Uma tentativa de identificação dos mecanismos de reconhecimento do PS na 

superfície das células apoptóticas foi pela caracterização de receptores específicos 

presentes na membrana dos fagocitos. 0  primeiro relato de um possível receptor para PS 

foi descrito por Fadok e colaboradores (2000). Neste trabalho os autores identificaram um 

anticorpo policlonal que bloqueia a fagocitose de células apoptóticas de forma dependente 

de PS. O epítopo reconhecido por este anticorpo foi isolado pela técnica de phage display e 

0 gene que codifica para esse epítopo foi identificado como sendo o receptor de PS (PSR). 

0  PSR foi descrito como uma proteína transmembrana e a expressão deste receptor em 

células não fagocíticas aumentou a eficiência de fagocitose destas células (Fadok et al.,

2000). A partir da caracterização da estrutura protéica e gênica do PSR, diversos grupos

30



desenvolveram camundongos homozigotos com delação do gene psr (Li et al., 2003; 

Kunisaki et al, 2004; Bose et al., 2004).

Como consenso, foi observado que a deleção deste gene é letal para os camundongos, 

entretanto os artigos posteriores ao de Fadok e colaboradores (2000) indicaram 

questionamentos sobre o receptor para PS inicialmente proposto, uma vez que 

experimentos posteriores com substituição dos primeiros éxons do gene psr (de um total de 

6 éxons) por um gene de resistência a neomicina levaram a resultados conflitantes entre 

estes grupos.

Li e colaboradores (2003) observaram anomalias no pulmão, no sistema nervoso 

central e redução da fagocitose de células apoptóticas por macrófagos derivados de 

precursores retirados do fígado de fetos homozigotos para a mutação, enquanto que as 

alterações observadas por Kunisaki e colaboradores (2004) foram relacionadas com defeito 

na eritropoiese, anemia intensa e atrofia tímica, resultando em falhas no desenvolvimento 

de linfócitos T. Além disso, os autores demonstraram acúmulo de células apoptóticas no 

fígado e no timo, porém sem a presença de inflamação, sugerindo que a fagocitose destas 

células lião estava inibida, e sim retardada.

Contrariamente a implicação do PS no reconhecimento e fagocitose de células 

apoptóticas, Bõse e colaboradores (2004) observaram que os camundongos mutados 

apresentavam retardo na diferenciação de rins, intestino, pulmão, fígado e olhos. No 

entanto, não foi encontrado acúmulo de células apoptóticas em nenhum destes órgãos e 

macrófagos derivados do fígado fetal não apresentaram dificuldades em fagocitar células 

apoptóticas. Os autores concluíram então que o PSR possui funções essenciais durante a 

embriogénese, mas que não está envolvido na fagocitose de células apoptóticas.

Mais recentemente, Mitchel e colaboradores (2006) desenvolveram uma linhagem de 

fibroblastos a partir de células de camundongos deficientes para o PSR. Os autores 

demonstraram que ausência do PSR nos fibroblastos não influencia no reconhecimento, na
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fagociíose ou na resposta às células apoptóíicas, corroborando as observações anteriores de 

Bõse e colaboradores (2004). Em experimentos de fusão do PSR com a proteína GFP os 

autores demonstraram que a localização deste receptor é nuclear. A localização nuclear do 

PSR já havia sido demonstrada anteriormente em células de mamíferos (Cui et al., 2004) e 

em Hydra (Cikala et íj/.,2004) e foi descrita recentemente em Drosophila (Krieser et al., 

2007), contradizendo os resultados apresentados por Fadok e colaboradores (2000).

Até este momento não está claro se existe um receptor específico para o PS e qual 

seria esse receptor, mas existe um consenso atual que o sistema de reconhecimento de 

ligantes na superfície de células apoptóticas compreende vários receptores na membrana de 

fagocitos que atuam de modo redundante, otimizando a capacidade do organismo de 

eliminar rapidamente essas células (Bratton & Henson, 2007). Devido à importância que o 

reconhecimento e a rápida remoção destas células apresentam para a manutenção da 

viabilidade dos tecidos, é muito provável que novos sistemas de reconhecimento para PS 

sejam descritos no futuro.

3.6.4 Conseqüências do reconhecimento de células apoptóticas.

O papel do reconhecimento de células apoptóticas é mediar a rápida fagocitose destas 

células e destruí-las através de digestão intracelular, impedindo o extravasamento do 

conteúdo citoplasmático de células mortas. As principais células responsáveis pelo 

clearance de células apoptóticas são os macrófagos. Quando células apoptóticas são 

fagocitadas, os macrófagos não são induzidos a gerarem uma resposta inflamatória, o que é 

absolutamente necessário para a manutenção da homeostase do organismo (Kumar et al.

2005)

A fagocitose de células apoptóticas leva a supressão da produção de TNF-a por 

macrófagos ativados (Voll et a l, 1997) e a indução da produção de TGF-p, PGE2 e PAF
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(Fadok et al., 1998). A produção de quimiocinas pró-inflamatórias como lL-8, M IP-lc 

(macrophage inflammatory protein-le), MIP- 2 e óxido nítrico por macrófagos é modulada 

negativamente pelo reconhecimento de células apoptóticas (McDonald et al., 1999) A 

produção de TGF-p é fundamental na modulação da resposta macrofágica, conforme foi 

demonstrado pela adição dessa citocina à cultura, o que mimetizou os efeitos causados pelo 

reconhecimento de células apoptóticas. Anticorpos que bloqueiam TGF-p revertem o 

fenotipo dos macrófagos que endocitaram células apoptóticas (McDonald et al., 1999).

3.6.5 Mimetismo Apoptótico

Formas promastigotas de L. amazonensis morrem por apoptose quando submetidas a 

choque térmico. Isto foi observado em experimentos de transferência dos parasitos da 

temperatura de crescimento in vitro, para a temperatura de crescimento in vivo (de 22“C 

para 37“C, respectivamente) (Moreira et al.,1996). Durante este processo, os parasitas 

apresentam mudanças morfológicas características de urna célula apoptótica como 

fragmentação da cromatina e clivagem de DNA. Formas amastigotas desta espécie quando 

purificadas de lesões cutâneas na pata de camundongos expõem PS na sua superfície. No 

entanto, estas células são viáveis, altamente infectivas e replicam em macrófagos após a 

infecção, 0 que sugere que não estão morrendo por apoptose (De Freitas Balanço et al.

2001). Os autores observaram que, semelhante ao que ocorre durante o reconhecimento de 

células apoptóticas, o reconhecimento destas amastigotas pelo macrófago induz um 

fenótipo antiinflamatório, com produção de TGF-P, IL-10 e inibição de NO. Esse 

mecanismo foi denominado de “Mimetismo Apoptótico” (De Freitas Balanço et al., 2001) 

(Figura 4).
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Figura 4. Mimetismo apoptótico em amastigotas de Leishm ania amazonensis. 
(Figura cedida por João Luiz Mendes Wanderley).
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Assim, a expressão de PS na superfície das formas amastigotas de Leishmania 

amazonensis é um fator de virulência, pois funciona como um ligante, mediando o 

reconhecimento destes parasitas por macrófagos (De Freitas Balanço et a i, 2001). O 

bloqueio da sinalização por PS diminui a internalização e a proliferação intracelular das 

formas amastigotas de modo específico (De Freitas Balanço et al., 2001). Estes resultados 

mostram que a exposição de PS por formas amastigotas, além de tomá-las mais infectivas 

induz uma permissividade macrofágica para o crescimento do parasita.

Este mecanismo ou mecanismos semelhantes parecem operar em outras infecções 

parasitárias, como tem sido mostrado em alguns trabalhos. A infecção ativa de macrófagos 

pelo parasita Toxoplasma gondii inibe a produção de óxido nítrico, e esta inibição depende 

da exposição de PS pelo parasita. Bloqueando PS na superfície do parasita, através da 

incubação com anexina V, ou bloqueando-se TGF-Pi com um anticorpo monoclonal 

específíco este efeito é abolido (Seabra et al., 2004).



As formas tripomastigotas de Trypanossoma cruzi, que são infectivas para as células 

do hospedeiro vertebrado, parecem ser as únicas formas evolutivas deste parasita que 

apresentam exposição de PS, mesmo quando provenientes de formas axênicas de cultura 

(DaMatta et al., 2007). O reconhecimento dessa molécula na superfície das tripomastigotas 

também está relacionado à inibição da produção de NO em macrófagos infectados.

Recentemente Mercer e Helenius, demonstraram que uma forma infectiva não 

envelopada do vírus Vaccinia expõe PS na superfície (Mercer & Helenius, 2008). O 

reconhecimento desta forma do vírus induz sua intemalização pelo processo de 

macropinocitose. Esta intemalização é dependente do PS exposto pelo vírus e este 

mecanismo também foi descrito como Mimetismo Apoptótico (Mercer & Helenius, 2008). 

Estes resultados sugerem que a habilidade em induzir uma resposta antiinfíamatória 

utilizando características de células apoptóticas parece ser um mecanismo comum entre 

patógenos intracelulares, que precisam lidar com mecanismos microbicidas das células 

hospedeiras.
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A progressão crônica da LCD é atribuída à falta da imunidade mediada por células 

específica para antígeno de Leishmania e predominância de uma resposta do tipo Th2. 

Neste sentido, mecanismos imunossupressores podem ser modulados por moléculas do 

próprio parasita durante a interação com a célula hospedeira.

Trabalhos de Barcinski e colaboradores vêm descrevendo a exposição e o 

reconhecimento de PS na superfície de amastigotas de L. amazonensis como mecanismo de 

desativação de macrófagos por uma via dependente de TGF-Pi.

Neste projeto, a avaliação do papel de PS na superfície de isolados de L. 

amazonensis obtidos de pacientes com forma cutânea difusa, comparando com isolados da 

cutânea localizada, nos permitirá inferir se existe uma modulação positiva da expressão de 

PS em cepas de diftisa que justificaria em parte a desativação macrofágica associada a 

LCD.
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4 JUSTIFICATIVA



Os isolados de L  amazonensis obtidos de pacientes com LCD apresentam maior 

exposição de PS em comparação com a forma LCL e isto contribui para desativação do 

macrófago favorecendo a replicação do parasita.
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5 HIPÓTESE

6 OBJETIVO GERAL

Avaliar a exposição de PS em cepas de L. amazonensis de pacientes com LCL e 

LCD e qual o papel imunossupressor dessa molécula durante a infecção de macrófagos.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Comparar a exposição de PS na superfície de promastigotas de L. amazonensis 

isolados de pacientes com LCL e LCD;

2. Comparar a exposição de PS na superfície das amastigotas de L  amazonensis 

obtidos de pacientes com LCL e LCD;

3. Avaliar a carga parasitária, produção de TGF-Pi e óxido nítrico durante a infecção 

in vitro de macrófagos peritoneais com isolados de pacientes com LCL e LCD.



6 DESENHO EXPERIMENTAL
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7.1 Animais

Foram utilizados camundongos F1 (resultante do cruzamento entre camundongos 

das linhagens BALB/c e C57BL/6), machos de 6-8 semanas, mantidos no setor de biotério 

da Coordenação de Pesquisa no Instituto Nacional do Câncer (INCa-RJ), sob condições 

controladas de temperatura, luminosidade, umidade e alimentados com água e ração 

comercial balanceada ad libitum. Os ensaios experimentais nessa tese estão de acordo com 

0 Comitê de Ética de Uso de Animais (CEUA) sob número de licença L-0036/08.

7.2 Parasitas

Foi utilizado um total de 14 cepas de Leishmania (Leishmania) amazonensis, cuja 

caracterização por zimodemas foi realizada no serviço prestado pela Coleção de 

Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC) sob a responsabilidade de Dra. Elisa 

Cupolillo (FIOCRUZ-RJ). As cepas foram isoladas a partir de lesões de pacientes com 

Leishmaniose Cutânea Difusa (n==7): (MHOM/BRyi986/BA106), 

(MHOM/BR/1989/BA199), (MHOM/BR/1989/BA276), (MHOM/BR/1990/BA336), 

(MHOM/BR/1997/BA700), (MHOM/BR/1999/BA760), (MHOM/BR72002/BA820) e 

Leishmaniose Cutânea Localizada (n=6): (MHOM/BR71985/BA69), 

(MHOM/BRyi985/BA73), (MHOM/BR/1987/BAl 13), (MHOM/BR/1987/BAl 15), 

(MHOM/BR/1987/BA125) e a (MHOM/BR/1973/M2269), cepa de referência 

internacional da Organização Mundial de Saúde (OMS). Para armazenar as cepas, 

alíquotas foram congeladas em meio RPMI completo contendo 10% de soro fetal bovino 

(SFB -  Gibco, California, EUA) e 1% de DMSO. Todas as cepas são mantidas congeladas 

em nitrogênio líquido no Laboratório Integrado de Microbiología e Imunorreguíação e 

foram cedidas por Dra Aldina Barrai. A cepa de L  amazonensis LV79 (MPRO/BR/72/M 

1841-LV-79), isolada de um caso de LCL de primata, foi cedida por Dr. Marcello
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Barcinski e é mantida no Instituto Nacional do Câncer (INCa-RJ). Para este estudo, os 

parasitas foram descongelados, cultivados em meio NNN e expandidos in vitro em meio 

Schneider contendo 10% de SFB, pH 7,2 a 25°C, até atingirem a fase estacionária de 

crescimento.

7»3 Sincronização das culturas de promastigotas de Leishmania

Formas promastigotas de L  amazonensis foram cultivadas em garrafas de cultura 

de 25cm^, no volume de 5 ml em meio Schneider com 10% de soro bovino fetal (SBF). 

Para sincronização do cultivo, as cepas foram repicadas de dois em dois dias em um total 

de três repiques sucessivos, adicionando-se 10% (500|jil) da cultura inicial ao novo repique. 

Para obtenção de promastigotas em fase logarítmica foram realizadas passagens, onde o 

número inicial de parasitas foi fíxado em lOVml. O número de promastigotas nos dias 

subseqüentes foi determinado por contagem em câmara de Neubauer e acompanhado até a 

fase estacionária.

7.4 Obtenção de macrófagos peritoneais

Camundongos F1 foram inoculados com 3 ml de tioglicolato (Sigma, Saint Louis, 

EUA) na concentração de 3% diluído em PBS (Gibco, California, EUA). Após 5-7 dias os 

camundongos foram sacrificados e foi feito o lavado peritoneal com HBSS (Hank's 

Balanced Salt Solution -  Sigma, Saint Louis, EUA) contendo 2mM de EDTA 

(Ethylenediaminetetraacetic acid - Sigma, Saint Louis, EUA). As células foram 

centrifugadas por 5 min à 1200 rpm em temperatura ambiente, ressuspendidas em meio 

DMEM contendo 10 % de SBF (Gibco, California, EUA) e mantidas no gelo até o uso.

7.5 Infecção de macrófagos

As células do lavado peritoneal de camundongos F1 foram contadas e plaqueadas 

em diferentes concentrações de acordo com cada experimento. Após 2 horas de incubação
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em estufa a 34‘̂ C e 5% de CO2, as monocamadas foram lavadas 2 x com PBS para a 

retirada de células não aderentes e permaneceram em estufa por um período de 12 horas. 

As infecções com os isolados de L. amazonensis foram realizadas nas proporções de 3:1 

(promastigota: macrófago). Após 2 horas de interação, as culturas foram lavadas com 

PBS para a retirada dos parasitas não internalizados da cultura. Os macrófagos infectados 

permaneceram em meio DMEM contendo 10% de SFB e em estufa 34°C, 5% CO2 para 

análise de distintos parâmetros em diferentes intervalos de tempo.

7.6 Purificação de amastigotas intracelulares

Para obtenção de formas amastigotas foi utilizado protocolo previamente 

padronizado por Wanderley e colaboradores (2006). Macrófagos isolados da cavidade 

peritoneal de camundongos F1 foram plaqueados em garrafas de cultura de 25cm^ na 

concentração de 2x10^ e em seguida infectados com formas promastigotas de L. 

amazonensis em fase estacionária. Após diferentes intervalos de infecção, as culturas 

foram lavadas com 5 ml de PBS e foi adicionado 3 ml de tampão de li se (Hepes 20 mM, 

Sacarose 0,25 M, EDTA 5 mM, Aprotinina 0,3 jiM, E-64 10 jaM, Pepstatina 1 ^iM, pH 7,2) 

nas garrafas que permaneceram sobre gelo durante 5 min. Após este período, os 

macrófagos foram raspados da garrafa e lisados mecanicamente em um homogeinizador de 

vidro. As células foram centrifugadas a 50 g durante 5 min. para retirada de macrófagos 

não lisados. O sobrenadante contendo as amastigotas foi centrifugado a 300 g por 17 min. 

a 4°C. O pellet de amastigotas foi ressuspendido em meio DMEM contendo 4% de SFB e 

os tubos permaneceram 2 horas sob agitação a 34°C. Após esse período, os parasitas foram 

lavados 2 vezes com PBS, antes da utilização nos ensaios de exposição de PS.
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A avaliação da exposição de PS foi realizada segundo protocolo adaptado de 

Wanderley e colaboradores (Wanderley et ai, 2006). Em resumo, 2x10^ formas 

promastigotas ou amastigotas purificadas de macro fagos de camundongos FI foram 

marcadas com anexina V conjugada a fluoresceína (Molecular Probes, Oregon, EUA) em 

20|il de tampão contendo 2,5 mM de cálcio e 0,7^ig/ml de iodeto de propídio (PI - Sigma, 

Saint Louis, EUA), que é um marcador vital, para garantir que as células não

estavam mortas ou com a viabilidade comprometida. Os parasitas foram analisados por 

citometria de fluxo (FACScalibur® -  BD Biosciences, California, EUA) através do 

programa Cell-Quest Pro®.

7.8 Determinação do índice de infectividade

Macrófagos na concentração de 2x10^ foram plaqueados em lamínulas redondas de 

vidro estéreis em placa de 24 poços e infectados com os diferentes isolados de L. 

amazonensis em fase estacionária. Após diferentes tempos de infecção, as culturas foram 

fixadas em metanol 100% e coradas com Giemsa (Merck, Darmstadt, Germany). Após 

uma série de desidratação em acetona; xilol (10:90, 30:70, 70:30 e 100% acetona), a 

lamínula foi montada em Entelan. A porcentagem de macrófagos infectados foi 

determinada através da contagem de no mínimo 200 macrófagos por lamínula em 

microscópio óptico, utilizando objetiva de imersão (lOOx). Foram avaliados o percentual 

de macrófagos infectados e o índice de infectividade, que foi determinado a partir da 

seguinte fórmula: índice de Infectividade = porcentagem de macrófagos infectados X 

número de amastigotas por macrófago/lOO (Wanderley et aL, 2006).
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Para determinação dos níveis de produção de TGF-pi, os macrófagos foram 

plaqueados na concentração de 2X10^ em placas de 24 poços e infectados com 

promastigotas de L  amazonensis em meio DMEM suplementado com 1% de Nutridoma- 

SP (Roche ~ USA). A análise da produção de TGF-Pi foi realizada nos tempos de 24, 48, 

72 e 96 horas após a infecção. Vinte horas antes da coleta do sobrenadante os macrófagos 

foram tratados com 100 ng/ml de LPS de Escherichia coli, serotipo 026:B6 (Sigma- 

Aldrich). Os níveis totais de TGF-(3| foram mensurados usando a técnica de ELISA 

(DuoSet Kit; R&D Systems). Brevemente, os sobrenadantes das culturas de macrófagos 

estimulados com LPS apenas ou infectados com L. amazonensis foram acidificados e 

posteriormente neutralizados de acordo com as especificações do fabricante do Kit. A 

concentração de TCP- pi em cada experimento foi determinada pela comparação com a 

curva padrão e os resultados expressos em ng/ml de proteína.

7.9 Quantificação da síntese de TGF-pi

7.10 Quantífícação da produção de óxido nítrico

Para a determinação da produção de NO, macrófagos infectados e não infectados 

foram estimulados com 100 ng/ml de LPS de E. coli, serotipo 026:B6 (Sigma-Aldrich) e 

50 ng/ mi de IFN-y murino recombinante (Prepotec), 20 horas antes da coleta do 

sobrenadante. A concentração de NO foi determinada indiretamente pela reação de Griess 

(Green et a l, 1982) (Sigma-AIdrich) e os valores comparados com uma curva padrão 

contendo concentrações crescentes de nitrito de sódio (NaN0 2 ).



7.11 Microscopía de luz

Preparações coradas com Giemsa de macrófagos infectados por diferentes isolados 

de L. amazonensis foram fotografadas em objetiva de imersão no microscopio Olympus 

XL59 no aumento de 40X e as imagens adquiridas utilizando o software ImageProPlus. Os 

parámetros avaliados por esta técnica foram a porcentagem de macrófagos infectados e o 

índice de infecção.

7.12 Análise estatística

Para determinar a significancia estatística das diferenças entre os grupos 

experimentais, análises de variância (Kruskal-Wallis) foram realizadas utilizando o 

programa Prism 5.0 (Graphpad Software, CA). Após análise de significáncia Kruskal- 

Wallis foi utilizado o pós-teste de Dunn's. As análises de associação entre alguns 

parâmetros foram plotadas em um diagrama de dispersão e utilizamos o coeficiente de 

correlação de Spearman (r) e o valor de p para validar a existência de correlação. Valores 

de p < 0.05 foram considerados estatisticamente significativos.
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8.1 Descrição clínico - patológica

Os casos de leishmaniose cutânea difusa (LCD) causados por L. amazonensis possuem 

aspectos clínicos e imunopatológicos bem distintos da Leishmaniose cutânea localizada 

(LCL). Nesse estudo, nós utilizamos cepas de L. amazonensis isoladas de pacientes com 

LCD e LCL, apresentando manifestação clínica compatível com as classificações da 

doença.

Os critérios utilizados para classificar os pacientes como LCD foram os estabelecidos 

por Convit em 1972. Sao eles: presença de lesões nodulares acometendo grandes áreas 

corpóreas; riqueza de parasitas nas lesões; número intenso de macrófagos parasitados; 

ausência de comprometimento visceral; intradermorreação de Montenegro (IDRM) 

negativa; evolução crônica da doença; difícil resposta ao tratamento e refratariedade 

(Convit eí al., 1972). Para classificar os pacientes com a forma LCL os critérios adotados 

foram os descritos por Guimarães em 2005. São eles: lesao (Ões) ulcerada (s) de bordas 

elevadas com um fundo geralmente granuloso e IDRM positiva. (Guimarães et al,, 2005).

A avaliação clínica dos pacientes foi feita nos postos de saúde do município onde os 

mesmos residem por uma equipe de médicos coordenada por Dr. Jackson Costa e Dra, 

Aldina Barrai. Esses indivíduos fazem parte do programa de controle da Leishmaniose 

Tegumentar Americana, tendo acompanhamento médico durante todo o curso da infecção 

e pós-tratamento. As fichas ch'nicas nas quais constam informações a respeito da evolução 

da doença foram disponibilizadas para este estudo, sendo alguns dos dados relevantes 

sobre os pacientes com LCD listados na tabela I e LCL na tabela IL
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Lesões
Distribuição das lesões no corpo

Paciente
(N’ )

Sexo Início da 
doença

Idade no 
inicio da 
doença

Tempo da 
doença 
(anos)

lORM Nódulos Úlceras Número Face MS M l Abdómen Tórax

1 M 1990 23 05 Neg. ++++ 0 >500 ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
2 M 1976 06 12 Neg. +++ 6 51 ++ ++ +++ - -
3 M 1985 20 15 Neg. +++ 0 168 ++ ++ +++ +++ ++
4 M 1980 04 23 Neg. ++ 0 20 ++ ++ ++ - -
5 F 1997 07 15 Neg. +++ 0 140 +++ ++ +++ ++ +
6 M 1993 22 10 Neg. +++ + 68 +++ +++ ++ + +
7 M 1999 41 03 Neg. ++ 0 22 ++ +++ - +

T abela  I. Pacientes com LCD  dos quais fo ram  isolados as cepas de Leishmania amazonensis utilizados nesse estudo. Todos os pacientes 
possuíam a descrição segundo Convit, 1972 para serem classificados como portadores de Leishmaniose cutânea diflisa. A tabela consta do sexo, 
inicio da doença, idade do início da doença, tempo da doença. Reação Intradérmica de Montenegro (ÍDRM), tipo da lesão, número das lesões e 
distribuição das lesões no corpo dos pacientes. -  ausente; + Leve; ++ moderado; +++ intenso; ++++ muito intenso. MS = Membros superiores. MI= 
Membros Inferiores.



Lesões
Distribuição das lesões no corpo

Paciente
(N’ )

Sexo Idade no 
inicio da 
doença

Tempo da 
doença 
(meses)

IDRM Nódulos úlceras Número Face MS Ml Abdómen Tórax

8 M 64 04 +32mm 0 + 8 + + -

9 M 54 01 +25mm 0 + 2
10 M 70 02 +10mm 0 + 1
11 F 08 03 +12mm 0 + 5
12 M 27 06 +25mm 0 + 1

T abela  11. Pacientes com L C L  dos quais fo ram  isolados as cepas de Leishmania amazonensis utilizados nesse estudo. Todos os pacientes 
possuíam a descrição segundo Guimarães, 2005 para serem classificados como portadores de Leishmaniose cutânea localizada. A tabela consta do 
sexo, idade do início da doença, tempo da doença. Reação Intradérmica de Montenegro (IDRM), tipo da lesão, número das lesões e distribuição das 
lesões no corpo dos pacientes, -ausente; + Leve; ++ moderado; +++ intenso; ++++ muito intenso. MS = Membros superiores. MI= Membros 
Inferiores.
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Para fins de confirmação de diagnóstico, as cepas utilizadas nesse estudo foram 

isoladas a partir de fragmentos de biópsias de pacientes contendo a lesão ativa. Após a 

confirmação do crescimento em meio axênico de formas promastigotas de Leishmania, as 

culturas foram expandidas em meio Schneider suplementado com 10% de SFB. A 

caracterização das diferentes cepas de Leishmania foi realizada por Eletroforese de Enzimas 

Multilocus (MLEE) (Cupolillo et a/., 1994), na Coleção de Leishmania do Instituto Oswaldo 

Cruz (CLIOC) - Fundação Oswaldo Cruz-RJ, sob coordenação de Dra. Elisa Cupolillo. O 

resultado da fenotipagem confirma que todas as cepas pertencem à espécie Leishmania 

amazonensis. O relatório com o perfil de isoenzimas avaliada encontra-se no anexo I.

A lista com o código de todas as cepas apresentadas neste trabalho está na tabela III, 

onde estão correlacionadas a identificação parasitária com a procedência e patologia das 14 

cepas.

8.2 Identificação dos isolados de Leishm ania amazonensis



Número

1

10

11

12

13

14

C epa

BA106

BA199

BA276

BA336

BA 700

BA 760

BA 820

BA 69

BA 73

BA 115

BA125

BA113

M2269

LV-79

Código In te rn ac io n al (*)

MHOM/BR/1986/BA106

MHOM/BR/1989/BA199

MHOM/BR/1989/BA276

MHOM/BR/1990/B A3 3 6

MHOM/BR/1997/BA700

MHOM/BR/1999/BA760

MHOM/BR/2002/BA820

MHOM/BR/1985/BA 69

MHOM/BR/1985/BA 73

MHOM/BR/1987/BA115

MHOM/BRyi987/BA125

MHOM/BR/1987/BA113

MHOM/BR/1973/M2269

MPRO/BR/72M 1841-LV-79

O rlgem

BA

MA

MA

MA

MA

MA

MA

BA

BA

BA

BA

BA

PA

BR
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P atología

LCD

LCD

LCD

LCD

LCD

LCD

LCD

LCL

LCL

LCL

LCL

LCL

LCL

LCL

Tabela III. Isolados de Leishmania amazonensis utilizados nesse estudo. A caracterização 
fenotípica dos isolados foi feita por eletroforese de enzimas (CLIOC-FIOCRUZ-RJ). (♦) Código 
recomendado para nomenclatura de cepas de Leishmania, que inclui os seguintes dados: Hospedeiro, 
país de origem, ano quando foi isolada e código original (WHO, 1984).

8.3 Exposição de PS em formas promastigotas de L, amazonensis isolados de casos de 

LCD e LCL

A exposição de PS na superfície de Leishmania major tem sido considerada como um fator 

de virulência na forma promastigota, influenciando no estabelecimento da infecção (van 

Zandbergen et aL, 2006). Para determinarmos se a exposição deste fosfolipídio participa 

como fator diferencial na infectividade dos diferentes isolados de L. amazonensis, nós 

analisamos inicialmente a exposição de PS na forma promastigota ao longo da curva de 

crescimento em culturas axênicas.
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Para isso, cepas isoladas de pacientes com LCD (BA 106, BA 199, BA276, BA336, BA700, 

BA760 e BA820) e de pacientes com LCL (BA 113, BA 125 e a M2269) foram submetidas a 

três repiques sucessivos com intervalos de dois dias, de modo a gerar culturas sincronizadas 

em fase logarítmica de crescimento. As curvas de crescimento de promastigotas foram 

acompanhadas até o sétimo dia de cultivo, sendo avaliada a exposição de PS na superfície dos 

parasitas.

A cepa LV79 de L. amazonensis foi utilizada como controle interno do experimento, uma 

vez que seu perfil em ensaios relacionados à exposição de PS já  havia sido caracterizado 

previamente (Wanderley et al., 2006). A exposição de PS foi avaliada por citometria de fluxo 

a partir da marcação com anexina V e iodeto de propídio.

Como observado no gráfico 1, não houve diferença significativa de exposição de PS na 

forma promastigota entre as cepas de L. amazonensis isoladas de pacientes com LCD e LCL 

ao longo dos sete dias de cultura. Entretanto, observamos um discreto aumento na exposição 

para ambos os grupos no sétimo dia de cultura.

Gráfico 1. Cinética de exposição de PS em promastigotas de L. amazonensis. Cepas 
isoladas de casos de LCL: BA1I3, BA125, M2269, LV 79 (□ ) e LCD: BA106, BA199, BA 
276, BA336, BA700, BA760, BA820 (■) foram mantidas em cultura axénica, a 23°C durante 
sete dias. A exposição de PS foi avaliada pela marcação com anexina V diariamente, por 
citometria de fluxo. Cada ponto representa uma cepa de L. amazonensis. Os dados mostrados 
são referentes à mediana dos valores dentro de cada grupo. A imagem é representativa de dois 
ensaios independentes.
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8.4 Exposição de PS em formas amastigotas de L. amazonensis ¡solados de casos de LCD 

eLCL

O conceito de Mimetismo Apoptótico foi descrito inicialmente para formas amastigotas de 

L. amazonensis, em que os autores demonstraram que a exposição de PS é importante para 

modular a atividade leishmanicida do macrófago (De Freitas Balanco et aL, 2001). Dentro 

desse contexto, foi avaliada a exposição de PS na superfície das amastigotas de L. 

amazonensis obtidos de pacientes com forma cutánea localizada e cutánea difusa. Para isso, 

macrófagos de camundongos F1 (BALB/c X C57BL/6) foram infectados ín vitro com formas 

promastigotas em fase estacionária com a proporção de três parasitas para cada macrófago. A 

cada 24 horas de infecção, os macrófagos foram üsados e a exposição de PS na superfície das 

amastigotas purificadas foi determinada através de citometria de fluxo.

Nossos resultados demonstram que no tempo de 24 horas de infecção, as cepas isoladas de 

pacientes com LCD (BA 106, BA276, BA336, BA 700, BA 760) apresentam maior expressão 

de PS em formas amastigotas quando comparadas com as cepas isoladas de casos com LCL 

(BA69, BA73, BAl 15, BA 125, M2269 e LV 79) (Gráfico 2). Os pontos de 48, 72 e 96 horas 

foram analisados com as cepas representativas dos grupos LCD e LCL. A partir de 48 horas 

de infecção a exposição aumentou gradualmente para os dois grupos, permanecendo em 

níveis similares até 72 horas e tomando a aumentar em 96 horas. O gráfico 2 mostra a 

diferença entre as médias de intensidade de fluorescência dos parasitas marcados e não 

marcados para anexina V. Este número indica a quantidade de PS que está exposto na 

membrana externa do parasita, sendo os parasitas positivos para iodeto de propídio excluídos 

da análise.
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Tempo (horas)

Gráfico 2. Cinética de exposição de PS em amastigotas de L, amazonensis.
Macrófagos peritoneais de camundongos F1 foram infectados com L  amazonensis 
isolados de diferentes casos de LCL; BA69, BA73, BA115, BA 125, M2269, LV 79 
(□ ) e LCD: BA 106, BA 276, BA 336, BA 700, BA 760 (■). As amastigotas foram 
purificadas e a exposição de PS foi determinada por análise de citómetro de fluxo 
utilizando anexina V e lodeto de Propídio. A MFI representa a diferença da média de 
intensidade de fluorescência entre os parasitas marcados e nao marcados com Anexina 
V. Cada ponto representa urna cepa de L. amazonensis. Os dados mostrados são 
referentes à mediana dos valores dentro de cada grupo A figura é representativa de três 
ensaios independentes. Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis e o pós- teste de Dunn’s. 
<0.01

8.5 Caracterização da infecção de macrófagos in vitro com L. amazonensis isolados de 

casos de LCD e LCL

Em paralelo às análises de exposição de PS em amastigotas de LCD e LCL, nós 

avaliamos também a resposta macrofágica durante a infecção entre os grupos. Para isso, 

macrófagos peritoneais de camundongo F1 foram plaqueados e infectados por L. 

amazonensis isolados de diferentes casos de LCD (BA 276, BA336, BA700 e BA820) e LCL 

(BA 125, M2269 e LV79) com uma relação de infecção de três parasitas para cada macro fago. 

Após 5, 24, 48 e 72 horas, as células foram fixadas e coradas. A porcentagem de macrófagos 

infectados e o índice de infectividade foram determinados por microscopía óptica.
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Nossos resultados indicam que a porcentagem de macro fagos infectados foi similar entre 

os isolados de LCD e LCL no tempo inicial de 5 horas de infecção. Porém, após 24 horas, as 

cepas de LCD mantiveram a infecção, enquanto as cepas de LCL tiveram a infecção reduzida 

pela metade, mantendo este padrão 48 e 72 horas pós-infecção (Gráfico 3). Essa diferença foi 

estatisticamente significante no tempo de 72 horas.

Tempo (horas)

Gráfico 3. Porcentagem de macrófagos de camundongos F1 infectados com 
amazonensis. Macrófagos peritoneais foram infectados com L  amazonensis isolados 
de diferentes casos com LCL: cepas BA 125, M2269, LV 79 (□ ) e LCD: BA 276, 
BA 336, BA 700, BA 820 (■). A cada 24 horas após a infecção, as lamí nulas foram 
fixadas, coradas em Giemsa e a porcentagem de macrófagos infectados foi 
determinado após contagem cega de no mínimo 200 células. Cada ponto representa 
uma cepa de L. amazonensis. Os dados mostrados são referentes à média dos valores 
dentro de cada grupo. A imagem é representativa de três ensaios independentes. Foi 
utilizado 0  teste Kruskal-Wallis e o pós- teste de Dunn's. .p  < 0.05

Com relação ao índice de infectividade, nossos resultados mostraram que o perfil de 

proliferação das amastigotas difere entre os grupos LCD e LCL. No tempo inicial de infecção 

é observada a taxa de intemalização do parasita, já  que nesse tempo não ocorre multiplicação 

intramacrofágica. A intemalização de promastigotas de L. amazonensis obtidas de casos de 

LCL e LCD foram semelhantes no tempo de 5 horas. Contudo, a partir de 24 horas, o índice 

de infectividade de ama-LCL foi reduzido em comparação à taxa de intemalização no tempo
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de 5 horas, enquanto que para ama-LCD ocorreu urna tendência de aumento nos níveis de 

infecção ao longo da cinética. Assim, quando comparamos a taxa de intemalização em 5 

horas com o índice de infectividade no tempo de 72 horas, percebemos que houve um 

aumento estatisticamente significante {p < que 0,05) na quantidade de amastigotas 

intracelulares apenas no grupo infectado com cepas de LCD (Gráfico 4).
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Gráfico 4. índice de infectividade em macrófagos de camundongos F1 infectados com 
L  amazonensis. Macrófagos peritoneais foram infectados com L. amazonensis isolados de 
diferentes casos com LCL: cepas BA 125, M2269, LV 79 (□ ) e LCD: BA 276, BA 336, 
BA 700, BA 820 (■). A cada 24 horas após a infecção, as lamínulas foram fixadas, 
coradas em Giemsa e o índice de infectividade (porcentagem de macrófagos infectados x 
número de amastigotas por macrófago/100) foi determinado após contagem cega de no 
mínimo 200 células. Cada ponto representa urna cepa de L. amazonensis. Os dados 
mostrados são referentes à média dos valores dentro de cada grupo. A imagem é 
representativa de três ensaios independentes. Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis e o pós- 
teste de Dunn's. ♦ p  < 0.05

Para determinar se existe uma associação entre a exposição de PS em amastigotas de 

ambos os grupos estudados (LCD e LCL) no tempo inicial de 24 horas e a resposta 

macrofágica à infecção no tempo de 72 horas, representamos os valores em um diagrama de 

dispersão e utilizamos o coeficiente de correlação de Spearman ( r ).
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Como se pode observar no gráfico 5A, existe urna tendencia de correlação entre a 

exposição de PS e a porcentagem de macrófagos infectados. O coeficiente de correlação neste 

caso foi r = 0,756 com p = 0,066, sugerindo que o grau de correlação entre tais variáveis é 

forte, embora não seja significativa.

Entretanto, fazendo esta mesma análise com o índice de infecção, obtivemos r -  0,942 

com p “  0.016 , confirmando que existe uma correlação positiva entre esses parâmetros é 

verdadeira, ou seja, à medida em que aumenta os níveis de PS exposto na superfície das 

amastigotas, aumenta o número de parasita intracelular (Gráfico 5B).

Gráfico 5. Relação entre a porcentagem de macrófagos infectados e índice de infectividade 
com a exposição de PS. Cada ponto representa uma cepa de L  amazonensis de ambos os grupos, 
LCL ou LCD. Os dados mostrados no eixo X são referentes aos valores da exposição de PS no 
tempo de 24 horas e no eixo Y são referentes à porcentagem de macrófagos infectados (A) e ao 
índice de infectividade 72 horas pós-infecção (B), Para análise de associação entre os parâmetros de 
exposição de PS e índice de infectividade foram utilizamos o coeficiente de correlação de Spearman 
( r ) e o valor de p para validar a existência de correlação. Utilizamos uma curva quadrática 
polinomial para evidenciar a tendência da correlação. Valor de p < 0.05 foi considerado 
estatisticamente significativo.

A visualização por microscopía óptica da infecção entre os diferentes isolados de L. 

amazonensis de pacientes com forma LCD e LCL pode ser observada na figura 5. 

Comparando as figuras 5A (LCD-5h) e 5C (LCL-5h) é possível observar que não houve
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diferença nos grupos quanto à intemalização do parasita. Ao passo que as figuras 51B (LCD- 

72h) e 5D (LCL-72h) mostram claramente que tanto a porcentagem de macrófagos infectados 

quanto o número de amastigotas intracelulares foram maiores para o grupo infectado com os 

isolados de pacientes com LCD. Além disso, no tempo de 72 horas, existe uma diferença 

visível quanto ao tamanho dos vacúolos induzidos por cepas LCD em comparação às cepas 

LCL (análise morfométrica está em andamento).

Figura 5. Fotomicrografía de macrúfagos de camundongos F1 infectados com L. 
amazonensis. Imagem representativa de macrófagos peritoneais infectados após 5 e 
72 horas com isolados de L. amazonensis de pacientes com LCD (cepa BA 336) e 
LCL (cepa BA 125). As lamínulas foram fixadas e coradas em Giemsa. A imagem é 
representativa de três ensaios independentes. Objetiva 40X. Barra, lOjun.
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8.6 Avaliação da produção de TGF-Pi e óxido nítrico (NO) no sobrenadante de 

macrófagos infectados com L. amazonensis isolados de casos de LCD e LCL

Para avaliar se a infecção de isolados de L. amazonensis de LCD e LCL modulam 

distintamente a atividade inflamatória da célula hospedeira, quantificamos os níveis de 

produção de TGF-pi no sobrenadante de macrófagos peritoneais de camundongos 

Fl(BALB/c X C57BL/6) infectados. O TGF- pi total secretado foi avaliado após 24, 48, 72 e 

96 horas pós-infecção de macrófagos. Como observado no gráfico 6, não houve diferença 

entre os grupos LCD e LCL quanto à produção de TGF-pi no sobrenadante das culturas em 

nenhum dos pontos avaliados na cinética. Contudo quando comparamos a produção de TGF- 

Pi dentro dos grupos notamos que houve urna tendência de aumento gradativo para ambos ao 

longo da cinética.

Tempo (horas)

Gráfico 6. Produção de TGF-pi por macrófagos de camundongos F1 
infectados com L. amazonensis. Macrófagos peritoneais foram infectados com L. 
amazonensis isolados de diferentes casos com LCL: cepas BA 125, M2269, LV 79 
(□ ) e LCD: BA 276, BA 336, BA 700, BA 820 (■). Os macrófagos foram 
ativados com 100 ng/ml de LPS por um periodo de 20 horas antes de cada ponto 
experimental. O TGF-pi foi dosado por ELISA no sobrenadante da cultura. Cada 
ponto representa urna cepa de L. amazonensis. Os dados mostrados sao referentes à 
mediana dos valores dentro de cada grupo. A imagem é representativa de três 
ensaios independentes. Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis e o pós- teste de 
Dunn's.
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Uma das principais moléculas leishmanicida produzida por macrófagos é o óxido 

nítrico (NO). Para determinar se a infecção com os isolados de LCL e LCD induzem 

diferentes níveis da produção de óxido nítrico, macrófagos peritoneais de camundongos F1 

foram cultivados com formas promastigotas em fase estacionária das diferentes cepas de L. 

amazonensis. O sobrenadante das culturas foi obtido após 24, 48, 72 e 96 horas pós-infecção e 

a quantidade de NO foi medida através da reação de Griess. Como pode ser visto na gráfico 7, 

não houve diferença na capacidade de produção de NO entre os macrófagos infectados com 

isolados de pacientes com LCD e LCL. Porém quando comparamos a produção de NO dentro 

dos grupos observamos que tanto para os isolados de LCD quanto para os de LCL, houve urna 

redução após 48h que é mantida até o ponto de 96 horas.

Tempo (horas)

Gráfico 7. Produção de NO por macrófagos de camundongos F1 infectados 
com L. amazonensis. Macrófagos peritoneais foram infectados com L. 
amazonensis isolados de diferentes casos com LCL: cepas BA 125, M2269, LV 79 
(□ ) e LCD; BA 276, BA 336, BA 700, BA 820 (■). Os macrófagos foram ativados 
com 50 ng/ml de INF-y e 100 ng/ml de LPS por um período de 20 horas antes de 
cada ponto experimental. Após 24, 48, 72 e 96 horas de infecção a produção de 
NO na cultura de macrófagos foi quantificada pela Reaçao de Griess no 
sobrenadante. Cada ponto representa urna cepa de L. amazonensis. Os dados 
mostrados são referentes à mediana dos valores dentro de cada grupo. A imagem é 
representativa de três ensaios independentes. Foi utilizado Kruskal-Wallis e o pós- 
teste de Dunn's.
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A leishmaniose é uma doença parasitária com amplo espectro clínico. Porém, não existe 

uma associação direta entre as possíveis manifestações e as diferentes espécies de 

Leishmania. Assim, não é possível identificar o parasita a partir da clínica do hospedeiro, já 

que diferentes espécies de Leishmania podem causar doenças clinicamente similares e uma 

única espécie pode produzir um amplo espectro de manifestações clínicas. Nesse contexto, 

Leishmania amazonensis já  foi associada a todas as formas de leishmaniose tegumentar e 

eventualmente, à forma visceral (Barrai et a l, 1991). No presente estudo, a fenotipagem dos 

isolados de L. amazonensis confirmou que se trata de um mesmo agente etiológico para as 

formas LCD e LCL (tabela II). Apesar disso, não podemos descartar que exista uma sub- 

especiação para L. amazonensis. Nesse sentido, já  foi sugerido que para Leishmania 

braziliensis existe mais de três subespécies relacionadas à LCL e à Leishmaniose 

Mucocutânea (Walíon, 1987; Kahl et a l, 1990).

No Brasil, Leishmania amazonensis é a espécie majoritária associada á LCD, sendo a 

maioria dos casos clínicos relatados no Maranhão, local de onde foram isoladas as cepas 

utilizadas no nosso estudo (Costa, 1998). Com relação aos isolados de pacientes com LCL, 

foram utilizadas casos clínicos da Bahia, disponíveis em nosso banco de cepas de Leishmania 

(FIOCRUZ-BA). Ambos os grupos apresentaram aspectos clínicos, imunológicos, 

parasitológicos, anatomopatológicos e terapêuticos característicos das distintas manifestações 

clínicas, LCL e LCD (Convit et al, 1972; Guimarães et aL, 2005). Também foi incluída 

nesse estudo a cepa de L. amazonensis referência da Organização Mundial de Saúde e a cepa 

utilizada pelo grupo de Dr. Marcello Barcinski, já  caracterizada quanto à exposição de 

fosfatidilserina (PS), ambas isoladas de casos de LCL.

9 DISCUSSÃO
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A LCD é uma manifestação rara da leishmaniose, caracterizada pela presença de 

macrófagos intensamente parasitados e imunossupressão da resposta imune celular específica 

para antígeno de Leishmania. Na maioria dos casos os pacientes sao resistentes ao tratamento 

específico e apresentam inúmeras recidivas (Costa et al, 1992; Convit et a i, 1972). Os 

isolados de L. amazonensis aqui utilizados foram obtidos de pacientes na fase ativa da 

doença, apresentando os parâmetros clínicos e imunológicos da LCD estabelecidos por 

Convit (Tabela I) (Convit et al,\912). Os fatores determinantes da LCD permanecem sem 

esclarecimentos definitivos, podendo estar associados tanto a eventos imunológicos e 

genéticos do paciente quanto a fatores patogênicos relacionados ao parasita e ao vetor 

(Barral-netto et al., 1986; Liew, 1992; Carvalho et a i, 1994; Bomfim et ai, 1996). Nesta 

dissertação, buscamos avaliar a exposição de PS como um fator do parasita que poderia 

coDíribuir durante a interação paras iía-hospede iro como possíveí mecanismo 

imunossupressor da LCD.

A exposição e o reconhecimento de PS na superfície de amastigotas de L. amazonensis 

têm sido implicados na desativação de macrófagos, fenômeno que foi denominado de 

“Mimetismo Apoptótico” (De Freitas Balanço et a l  2001, Wanderley et al. 2005). Dentro 

desse contexto, nossa hipótese é que as cepas de L. amazonensis isoladas de pacientes com 

LCD modulariam positivamente a exposição de PS na superfície dos parasitas, favorecendo 

sua infecção e sobrevivência na célula hospedeira. Para testarmos nossa hipótese, 

comparamos a exposição de PS na superfície de isolados de L. amazonensis obtidos de 

pacientes com forma cutânea difüsa e cutânea localizada e a resposta deflagrada pela 

interação desses isolados com macrófagos peritoneais murinos.

Inicialmente investigamos se existia alguma diferença entre as cepas isoladas de casos 

com LCL e LCD com relação à exposição de PS na superfície das formas promastigotas. 

Apesar de não termos observado diferença na exposição de PS entre os diferentes isolados
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durante os sete dias de cultura, houve um discreto aumento para ambos os grupos, LCL e 

LCD, no último dia de análise (Figura 5). Essa observação sugere que a exposição de PS faz 

parte do processo de morte das promastigotas após alcançarem à diferenciação em formas 

estacionárias metacíclicas. Nesse sentido, van Zandbergen e colaboradores demonstraram que 

promastigotas apoptóticas de L. major, em um comportamento altruísta, permite a 

sobrevivência intracelular dos parasitas viáveis (van Zandbergen et al., 2006). O 

comportamento altruísta tem sido descrito como mecanismo de sobrevivência para várias 

outras populações de organismos unicelulares, como Dictyostelium discoideum (Kaiser, 

1986) e para o Bacillus subtilis (Kaiser, 1993).

Wanderley e colaboradores apontam o PS como a molécula responsável para este tipo de 

comportamento (Wanderley et a l, 2009). Os autores demonstraram que o reconhecimento 

das células PS^°  ̂pelos macrófagos estimula os processos de intemalização e inibe a atividade 

microbicida, facilitando a sobrevivência e a proliferação das formas PS"^^ no interior da 

célula. A importância deste mecanismo de cooperação entre as duas populações foi 

confirmada em modelo de infecção in vivo. Camundongos infectados com formas 

metacíclicas PŜ *̂  ̂ ou PS"̂ ® isoladamente não desenvolvem lesão ou apresentam lesões 

significativamente menores que aquelas infectadas com as duas formas do parasita 

(Wanderley et aL, 2009). Apesar de não termos observado diferença quanto à exposição de 

PS na superfície dos promastigotas de L. amazonensis isolados de pacientes com LCL e LCD, 

esse parece ser um mecanismo geral que constitui um fator de virulência importante no 

estabelecimento da infecção por esse parasita.

Os mecanismos pelos quais a exposição de PS favorece a infecção da Leishmania 

diferem entre as duas formas evolutivas do parasita. Enquanto que, em formas promastigotas 

esta exposição parece ser conseqüência da progressão na diferenciação do parasita, a 

exposição de PS em formas amastigotas é modulada pelo hospedeiro (Wanderley et ai.
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2006). Assim como para as formas promastigotas, a exposição de PS ñas formas amastigotas 

também representa um importante fator de virulência (De Freitas Balanco et al. 2001). 

Semelhante ao que ocorre durante o processo de morte celular por apoptose, formas 

amastigotas de L. amazonensis expõem PS na sua superfície, no contexto de “Mimetismo 

Apoptótico” (De Freitas Balanco et al, 2001).

A exposição de PS pode ser fundamental para o reconhecimento e fagocitose do parasita 

durante a interação com a célula hospedeira, uma vez que amastigotas podem expor PS na 

superfície sem evoluírem necessariamente para a morte por apoptose. Amastigotas de L. 

amazonensis purificadas de lesões de camundongos, mantidas em cultura axênica a 34°C, na 

ausência de células hospedeiras, morrem após alguns dias de cultura, apresentando 

fragmentação de DNA, característica do processo de morte por apoptose (Moreira & 

Barcinski, 2004). No entanto quando cultivadas na presença de macrófagos, estas amastigotas 

são altamente infectivas e sustentam a infecção por vários dias, não apresentando evidências 

de que estejam em processo de morte (Moreira & Barcinski, 2004).

Existem outros trabalhos na literatura demonstrando que a exposição de PS na superfície 

de células eucarióticas nem sempre está relacionada ao processo de morte celular. A 

exposição deste fosfolipídio é um fenômeno que antecede a degradação de DNA (Verhoven 

et al, 1995) que pode ser revertido antes do comprometimento da célula (Yang et al., 2002) e 

pode estar envolvido em processos de sinalização durante as interações celulares. Hemácias 

senescentes, por exemplo, podem expor PS na superfície por um longo período de tempo e 

esta exposição facilita a remoção destas células pelo sistema monocítico-fagocitário no baço 

(Connor et a/., 1994). Esses dados sugerem que o PS exposto na superfície das amastigotas de 

pacientes com LCD e LCL não está relacionado ao processo de morte, mas de fato ao 

mecanismo descrito como “Mimetismo Apoptótico”.
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Wanderley et al (2006) demonstraram que em modelos murines de infecção por L. 

amazonensis, a exposição de PS foi dependente do perfil genético de susceptibilidade 

(BALB/C) ou resistencia (C57BL/6), induzindo respectivamente alta ou baixa expressão de 

PS com conseqüências diferenciais para a resposta imune na eliminação do parasita. Este fato 

sugere que em camundongos BALB/c, a exposição de PS pode participar do desenvolvimento 

da doença mais severa quando comparados a camundongos C57BL/6 (Wanderley et 

a/.,2006). Tendo em vista a possibilidade da exposição de PS ser modulada por diferentes 

hospedeiros, em nossos ensaios de interação parasito-hospedeiro, utilizamos macrófagos 

peritoneais de camundongos F1 (cruzamento de BALB/c e C57BL/6) com a intenção de 

anular uma possível modulação diferencial da exposição de PS pelo hospedeiro.

Para determinarmos se existe diferença na exposição de PS entre as formas amastigotas 

dos isolados de L. amazonensis obtidos de pacientes com LCL e LCD, infectamos 

macrófagos peritoneais de camundongos F1 com os diferentes isolados. Nossos resultados 

demonstraram que no tempo de 24 horas pós-infecção, amastigotas de cepas isoladas de 

pacientes com LCD apresentaram maior positividade de exposição de PS quando comparadas 

com as cepas isoladas de casos de LCL (figura 6). A diferença encontrada para os valores de 

PS no tempo de 24 horas pós-infecção pode ser decorrente de uma modulação positiva na 

exposição deste fosfolipídio pelo hospedeiro do qual foram isolados e que possivelmente não 

é mantida durante a cinética de infecção in vitro.

A diferença na exposição de PS nos isolados de L. amazonensis de LCL e LCD observada 

no tempo de 24 horas refletiram na resposta macrofágica durante o curso da infecção tanto na 

porcentagem de macrófagos infectados (figura 7) bem como no índice de infectividade 

(figura 8). Apesar dos valores semelhantes na avaliação do tempo inicial de 5 horas, após 24 

horas se observa uma manutenção da infecção pelas cepas de LCD enquanto que ocorre uma 

redução nas cepas de LCL. Esta diferença no tempo de 72 horas foi diretamente relacionada à
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maior exposição de PS na superfície das ama-LCD no tempo de 24 horas em relação às ama- 

LCL (Figuras 9 e 10), Nossos dados sugerem que as conseqüências do reconhecimento de PS 

interferem no curso da infecção nos momentos tardios e que a maior exposição de PS nas 

cepas LCD possa estar associada a mecanismos de desativação do macrófago mediados por 

PS, que possibilitariam a manutenção da infecção e o crescimento intramacrofágico 

exacerbado. Nesse sentido, já  havia sido demonstrado que formas amastigotas de L. 

amazonensis são capazes de inibir a atividade microbicida de fagocitos através da exposição e 

do reconhecimento de PS na sua superfície, o que favorece a replicação do parasita (De 

Freitas Balanço et al., 2001).

Nossos resultados indicam que isolados de uma mesma espécie de Leishmania, 

proveniente de diferentes formas chnicas apresentam variações que determinam diferenças no 

curso da infecção. Akuffo e colaboradores (1987) demonstraram que culturas de células 

mononucleares de sangue periférico de pacientes, quando estimuladas com antígeno solúvel 

de Leishmania aethiopica (agente etiológico da LCL e da LCD na Etiópia) respondem menos 

ao antígeno de Leishmania obtido de paciente com LCD, nos testes de proliferação celular e 

produção de IFN-y, do que aos antígenos de Leishmania obtido de paciente com LCL 

(Akuffo et a l, 1987). Além disso, estudos anteriores do nosso grupo mostraram que cepas de 

L. amazonensis isoladas de diferentes formas clínicas promovem padrões diferentes de lesão 

no curso da infecção em camundongos BALB/c, sugerindo que devam existir diferenças sutis 

entre esses parasitas, não relacionadas com características e moléculas utilizadas para 

taxonomía, que sejam importantes na determinação do curso da infecção (Almeida et 

al. 1996). Embora esses trabalhos reforcem a participação de fatores associados ao parasita na 

Leishmaniose, não esclarecem quais são e como esses fatores atuariam na patogênese e 

imunorregulação de tal doença.
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Uma característica marcante das análises histológicas feitas em biópsias de pacientes com 

LCD é a presença de macrófagos amplamente vacuolizados (Bittencourt et a/., 1995). O 

tamanho dos vacúolos induzidos pelos isolados de pacientes com LCD no tempo de 72 horas 

foram consideravelmente maiores do que os induzidos pelos isolados de casos de LCL (figura 

11). Embora esta observação não tenha sido quantificada (análise morfométrica em 

andamento), ela é bastante interessante, tendo em vista a sua semelhança com a descrição 

histopatológica para as lesões dos pacientes com LCD e LCL dos quais foram isoladas as 

cepas utilizadas neste estudo.

Existem evidências de que amastigotas de L. mexicana secretam proteofosfoglicanas no 

interior do VP e estes compostos induzem a formação de grandes vacúolos nos macrófagos 

mesmo na ausência do parasita, sugerindo que possam contribuir para a formação dos 

vacúolos característicos desta espécie (Peters et a i, 1997). Por outro lado, Wanderley e 

colaboradores demonstraram que os grandes vacúolos formados durante a intemalização das 

formas amastigotas de L. amazonensis são conseqüência de um processo de macropinocitose 

induzido pelo parasita e são dependentes da exposição de PS (Wanderley et al., 2006). 

Embora os mecanismos pelos quais as espécies do complexo L. mexicana manipulam a 

formação de grandes vacúolos parasito foros ainda não estejam bem caracterizados, tem sido 

sugerido que a expansão do VP. pode proteger a L  amazonensis dos mecanismos 

microbicidas do hospedeiro, por diluir as enzimas proteolíticas presentes no VP (Sacks & 

Sher, 2002) e a fusão das vesículas macropinocíticas com o vacúolo podem ser um 

importante mecanismo de aquisição de nutrientes pelas amastigotas intracelulares. Se a 

indução e manutenção dos grandes vacúolos por isolados de L. amazonensis de pacientes com 

LCD está ou não relacionado à exposição de PS permanece a ser explorado.

O TGF-pi tem sido a principal citocina envolvida nos mecanismos de desativação 

macrofágica em resposta ao reconhecime
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nto de PS. A produção desta molécula tem sido observada em modelos de reconhecimento 

de células apoptóticas (Fadok et ai, 1998; Savill et ah, 2002) e lipossomos contendo PS 

(Hoffmann et aL, 2005; Otsuka et aL, 2007). Da mesma forma que o observado durante o 

reconhecimento de células apoptóticas, De Freitas Balanço e colaboradores (2001) 

demonstraram a produção de citocinas antiinflamatorias por macrófagos após o 

reconhecimento de PS na superfície de amastigotas de L. amazonensis. Os autores detectaram 

a produção de TGF-p após a fagocitose de formas amastigotas, processo que é inibido quando 

0 parasita é incubado previamente com Anexina-V. Posteriormente Wanderley et ai, (2006) 

demonstraram que a produção destas citocinas anti-inflamatórias é diretamente dependente da 

quantidade de PS exposto na superfície do parasita, comprovando a atividade funcional desta 

molécula.

Para determinarmos se o aumento da exposição de PS em isolados de L  amazonensis de 

pacientes com LCD se correlaciona com um mecanismo de inativação macrofágica via TGF- 

Pi, avaliamos a produção desta citocina no sobrenadante de macrófagos ativados com LPS e 

infectados com os diferentes isolados. Nossos resultados mostraram que houve um aumento 

gradual na produção de TGF-pi ao longo da infecção tanto para os macrófagos infectados 

com os isolados de pacientes com LCD, quanto para os infectados com os isolados de 

pacientes com LCL, não sendo observada diferenças entre os grupos (figura 12). Comparando 

os valores de PS expostos no tempo de 24 horas e a produção de TGF-p no tempo de 72 

horas, nossos resultados indicam que existe uma tendência de correlação positiva entre a 

exposição de PS nos isolados de L. amazonensis com a produção de TGF-p¡ (dados não 

mostrados). Sendo assim é possível que o aumento na produção de TGF- Pi ao longo da 

cinética no sobrenadante dos macrófagos infectados com os isolados de L. amazonensis de
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pacientes com LCD e LCL esteja associada ao aumento da exposição de PS na superfície das 

amastigotas.

Além de ser umas das principais citocinas envolvidas na resposta macrofágica deflagrada 

em reconhecimento ao PS, o TGF-pi está diretamente relacionado à regulação dos eventos 

que sucedem o reconhecimento deste fosfolipídio. Freire-de-Lima e colaboradores (2006) 

demonstraram que a indução da produção de mediadores antiinflamatórios por células 

apoptóticas é bloqueada na presença de macrófagos da linhagem RAW com receptor truncado 

para TGF-{3} (RAWTpiI). Por outro lado, A supressão de NO e a expressão de iNOS 

induzidos pelo reconhecimento de PS foi revertida em macrófagos RAWTpII (Freire-de- 

Lima et al., 2006). Estes resultados indicam o TGF-p como principal regulador da expressão 

de mediadores antiinflamatórios e concomitante inibição dos mediadores pró-inflamatórios 

induzidos em resposta ao reconhecimento de PS por macrófagos.

Embora nossas observações em relação ao aumento na produção de TGF-p em resposta a 

infecção pelos diferentes isolados de L. amazonensis estejam de acordo com dados da 

literatura, não esclarecem qual mecanismo seria responsável pelas diferenças encontradas no 

perfil da resposta macrofágica induzidos pelos isolados de LCD e os de LCL. Nossos 

resultados sugerem que devam existir outras moléculas atuando em conjunto com o TGF-p i, 

que não foram avaliadas neste estudo e que podem estar influenciando no curso da infecção. 

Nesse sentido tem se destacado o papel da IL-10 na imunomodulação da resposta do 

hospedeiro. Camundongos BALB/c knockout para IL-10 (IL-10 -/-) infectados com L. major 

controlam a progressão da doença, além de terem lesões e carga parasitária relativamente 

menores do que os camundongos selvagens (Kane et ¿7/.,2001). Em humanos, a produção 

desta citocina é correlacionada com a progressão da lesão em pacientes com LCL (Louzir et 

al. 1998) e LCD (Bomfim, et a l  1996). Além disso, a ÍL-10 também tem sido relacionada aos 

efeitos imunossupressores em resposta ao reconhecimento de PS na superfície de células
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apoptóticas (Voll et aL, 1997; Fadok et ai, 1998) e de L. amazonensis (De Freitas Balanço et 

al, 2001; Wanderley et aL, 2006). Nesse sentido, buscaremos futuramente investigar o perfil 

de citocinas deflagradas pela interação de L  amazonensis de casos com LCL e LCD e se 

existe uma correlação com a quantidade de PS exposto na superfície desses parasitas.

A produção de TGF-Pi está amplamente ligada à inibição da atividade microbicida de 

macrófagos e o óxido nítrico (NO) tem sido descrito como a principal molécula 

leishmanicida. Para determinarmos se o NO participa dos mecanismos leishmanicidas 

induzidos pelos isolados de L. amazonensis de pacientes com LCD e LCL, avaliamos a 

produção de NO no sobrenadante das culturas através da reação de Griess. Nossos resultados 

revelaram que não houve diferença na produção de NO entre os grupos LCD e LCL em 

nenbum dos pontos avaliados (figura 13). Entretanto, observamos que houve urna redução na 

produção de NO para ambos os grupos estudados ao longo da cinética, e que esta redução é 

inversamente proporcional a quantidade de TGF produzido e ao PS exposto na superfície das 

amastigotas. A infecção com amastigotas de L. amazonensis inibe a produção de NO por 

macrófagos ativados e esta inibição é dependente da ação de TGF-pi (Wanderley et al,

2006). Dentro desse contexto, nossos dados sugerem que a redução da produção de NO 

induzida pelos isolados de L. amazonensis de pacientes com LCD e LCL pode estar associada 

ao aumento da produção de TGF~pi.

Os mecanismos até aqui descritos para desativação macrofágica através do 

reconhecimento de PS não foram suficientes para explicar a maior permissividade à infecção 

com L. amazonensis de pacientes com LCD em relação aos isolados de casos com LCL. 

Nossos resultados sugerem que os isolados de pacientes com LCL sejam mais susceptíveis ao 

NO do que os isolados de pacientes com LCD, o que justificaria em parte a redução do 

número de parasitas observada neste grupo, mesmo com a concentração de NO produzida 

sendo similar ao do grupo LCD. Giudice e colaboradores (2007) demonstraram que a



69

resistência ao NO de isolados de L. amazonensis obtidos de pacientes com diferentes formas 

clínicas se correlaciona com a severidade da doença. Pacientes infectados com os isolados 

resistentes ao NO tiveram lesões significativamente maiores do que as dos pacientes 

infectados com os isolados susceptíveis ao NO. Além disso, os autores também 

demonstraram que macrófagos humanos infectados in vitro com amastigotas de isolados 

resistentes ao NO têm uma taxa de proliferação melhor que os isolados susceptíveis (Giudice 

et ai 2007). Entretanto, se a exposição de PS na superfície de L. amazonensis modula 

negativamente as vias de produção de NO na célula hospedeira ainda permanece em aberto.

Em conjunto nossos resultados demonstraram que os isolados de L. amazonensis de 

pacientes com LCD foram mais infectivos do que os isolados casos com LCL. Nossos dados 

sugerem o aumento na exposição o PS como um dos possíveis fatores patogênicos para LCD. 

No entanto é preciso aprofundar os mecanismos pelos quais o reconhecimento de PS na 

superfície dos isolados de L  amazonensis contribui para desativar a resposta macrofágica que 

favorece o estabelecimento e manutenção da infecção em pacientes com LCD.
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> Formas promastigotas de Leishmania amazonensis isoladas de casos de LCL e LCD não 

apresentam diferenças quanto à exposição de PS ao longo da curva de crescimento;

> Os isolados de Leishmania amazonensis diferem na sua capacidade de expor 

fosfatidilserina no interior de macrófagos murinos infectados, sendo que as formas 

isoladas de pacientes com LCD têm maior exposição do que as isoladas de pacientes com 

LCL;

> A diferença de exposição de PS pelas amastigotas de pacientes com LCD e LCL se 

correlaciona com a porcentagem de macrófagos infectados e o índice de infectividade;

> Valores similares na produção de TGF-pi e óxido nítrico entre os grupos sugere que 

outros mecanismos imunorregulatórios estejam relacionados com a resposta macrofágica 

induzida pelos isolados de pacientes com LCD e LCL;

> Em conjunto, nossos dados sugerem que o aumento na exposição de PS em isolados de L. 

amazonensis obtidos de pacientes com LCD representa um importante mecanismo de 

adaptação à sobrevivência e estabelecimento da infecção.

10 CONCLUSÃO
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