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RESUMO 

Leishmania são parasitos protozoários transmitidos em sua forma promastigota para 

hospedeiros vertebrados pelo inseto vetor durante o repasto sanguíneo. No hospedeiro 

mamífero, amastigotas replicam no interior de macrófagos e infectam células, levando à 

amplificação da infecção. Embora a transferência de amastigotas para células sadias seja um 

passo crucial na evolução da infecção, ainda não é completamente compreendida. Neste 

trabalho, infecções por L. amazonensis e L. guyanensis em macrófagos de BALB/c e C57BL/6 

foram comparadas e a morte celular do macrófago investigada. Como já sabido, infecções em 

camundongos levam a diferentes progressões da doença. L. amazonensis causa infecção crônica 

em ambas as linhagens murinas (ainda que menos grave em C57BL/6), enquanto que a infecção 

por L. guyanensis é controlada nessas linhagens. In vitro, a infecção em macrófagos por L. 

amazonensis é persistente, enquanto o crescimento de L. guyanensis é controlado pela célula 

hospedeira em ambas as linhagens. L. amazonensis induz in vitro apoptose em macrófagos tanto 

de C57BL/6 quanto de BALB/c, caracterizada pela exposição de fosfatidilserina (PS), clivagem 

internucleossômica do DNA, e consequente hipodiploidia. Nenhum destes sinais é observado 

em macrófagos infectados com L. guyanensis, que aparentemente morrem por necrose, como 

indicado pelo aumento de células positivas para iodeto de propídeo (PI), mas não para Anexina 

V. Apoptose de macrófagos induzida por L. amazonensis se dá pela ativação das caspases 3, 8 

e 9, em ambas as linhagens. Considerando estas duas espécies de Leishmania e as duas 

linhagens de camundongos, a apoptose de macrófagos induzida nos momentos iniciais de 

infecção está associada com uma infecção crônica, independente da sua gravidade. Macrófagos 

saudáveis foram observados fagocitando células infectadas com L. amazonensis, o que, até 

então, não tinha sido verificado, podendo ser uma forma de propagação da amastigota, levando 

à amplificação da infecção. 

Palavras chave: Leishmania amazonensis, L. guyanensis, morte celular, macrófago 

 

  



 

ABSTRACT 

Leishmania are protozoan parasites transmitted by the insect vector during blood meal to the 

vertebrate host as promastigotes. In the mammal host, amastigotes replicate inside macrophages 

and are transmitted to healthy cells, amplifying the infection. Although transfer of amastigotes 

from infected to healthy cells is a crucial step that may shape the outcome of the infection, it is 

not fully understood. In the present work, L. amazonensis and L. guyanensis infection in 

C57BL/6 and BALB/c macrophages were compared and macrophages death was investigated. 

As previously shown, infection of mice results in distinct outcomes: L. amazonensis causes a 

chronic infection in both strains of mice (although milder in C57BL/6), whereas L. guyanensis 

infection is controlled by the strains. In vitro, infection is persistent in L. amazonensis-infected 

macrophages whereas L. guyanensis growth is controlled by host cells from both strains of 

mice. L. amazonensis induces apoptosis of both C57BL/6 and BALB/c macrophages in vitro, 

characterized by phosphatidylserine (PS) exposure, DNA cleavage into nucleosomal size 

fragments, and consequent hypodiploidy. None of these signs were seen in macrophages 

infected with L. guyanensis, which seem to die through necrosis, as indicated by increased 

propidium iodide (PI)-, but not Annexin V-, positive cells. L. amazonensis-induced macrophage 

apoptosis was through activation of caspases-3, -8 and -9, in both strains of mice. Considering 

these two species of Leishmania and strains of mice, macrophage apoptosis, induced at the 

initial moments of infection, is associated with chronic infection, regardless of its severity. 

Healthy macrophages were observed phagocytizing L. amazonensis-infected cells, which had 

not been verified so far, and could be a way of amastigote spreading, leading to the 

amplification of infection. 

Key words: Leishmania amazonensis, L. guyanensis, cell death, murine macrophage  
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1- INTRODUÇÃO  

1.1 – Leishmaniose e Agentes Causadores 

Leishmaniose ainda é considerada uma das principais doenças negligenciadas, afetando 

principalmente regiões em desenvolvimento. Seu agente etiológico são os protozoários do 

gênero Leishmania e mais de 20 espécies do gênero foram associadas à doenças em seres 

humanos. Leishmaniose é um nome geral para um amplo espectro de doenças, que vão desde 

uma forma cutânea de cura espontânea, até uma forma visceral, letal se não tratada (DESJEUX, 

2004; SHARMA & SINGH, 2008).  

Considerando os vários tipos de leishmaniose, a doença é endêmica em 98 países, 

colocando em áreas de risco 310 milhões de pessoas (WHO, 2014; ALVAR et al., 2012). Há 

cerca de 600 mil novos casos registrados por ano pelo mundo, mas em apenas 33 dos 98 países 

é mandatório o registro do diagnóstico, tornando esse número uma subestimativa. Estima-se 

que por volta de 12 milhões de pessoas estejam infectadas em todo o mundo (WHO, 2015), 

com cerca de 1.3 milhão de novos casos estimados por ano. Levantamentos recentes pela 

Organização Mundial de Saúde (CROMPTON, 2013; ALVAR et al., 2012) estimam que entre 

20 mil e 40 mil pessoas morrem por ano pela forma visceral. Noventa por cento dos casos com 

a forma visceral são diagnosticados na India, Nepal, Bangladesh, Etiópia, Sudão, Sudão do Sul 

e Brasil (SHARMA & SINGH, 2008; CROMPTON, 2013). A maioria dos casos registrados da 

forma cutânea se concentra principalmente no Peru, Brasil, República Árabe, Síria e Tunísia. 

Apenas no Brasil foram registrados entre 1985 e 2005 uma média de mais de 28 mil novos 

casos por ano (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007). Não há medidas de controle realmente 

eficientes contra a leishmaniose, o que gera um grande impacto na saúde pública de diversos 

países. Isto é devido à alta incidência e distribuição geográfica, que vem aumentando desde 

1993, principalmente devido ao movimento de populações que expõe populações não imunes à 

transmissão.  

A leishmaniose pode ser classificada em quatro formas principais: cutânea, muco-

cutânea, cutânea-difusa e visceral (DESJEUX, 2004; WHO, 2010). A razão do amplo espectro 

apresentado é multifatorial, dependendo da espécie do parasito e grau da infecção, local da 

infecção primária, idade, sexo e resistência imunológica do hospedeiro, além de fatores 

genéticos tanto do parasito quanto do hospedeiro (ROGERS et al., 2002; BALDWIN et al., 

2003; LIPOLDOVÁ & DEMANT, 2006; SAKTHIANANDESWAREN et al., 2009). 
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A leishmaniose cutânea apresenta lesões exclusivamente na pele, frequentemente 

iniciando no ponto de inoculação dos parasitos infectantes. A lesão primária é geralmente única, 

mas pode se apresentar também com números elevados de lesões ocasionadas por vários fatores, 

como múltiplas picadas do(s) flebotomíneos(s), disseminação local ou a espécie do parasito. 

Há um notável polimorfismo das lesões, mas frequentemente configuram a clássica lesão com 

borda de moldura, isto é, ulceração com bordas elevadas, endurecidas e fundo com tecido de 

granulação grosseira. As lesões podem se apresentar de maneira bastante agressiva, deixando o 

indivíduo desfigurado e incapacitado com diversos problemas psicossociais (DESJEUX, 1996; 

ROGERS et al., 2002; GONTIJO & de CARVALHO, 2003; CROMPTON, 2013). As 

principais espécies associadas a esta forma são Leishmania mexicana e L. braziliensis, no Novo 

Mundo e Leishmania major, no Velho Mundo (DESJEUX, 1996; GONTIJO & de 

CARVALHO, 2003; SHARMA & SINGH, 2008; WHO, 2010). 

A manifestação clínica da leishmaniose muco-cutânea é quase em sua totalidade 

acometida na mucosa nasal, porém também podendo acometer a mucosa bucal, trato 

respiratório superior ou genital. Apresenta grandes riscos de deformidades consideráveis e 

permanentes. É uma condição de difícil tratamento, com prognóstico de cura limitado, pois não 

há resposta rápida ao tratamento. O acometimento mucoso pode surgir concomitante à lesão 

cutânea ainda sem cicatrizar ou até vários anos após sua cicatrização. As principais espécies 

responsáveis são L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis no Novo Mundo, e L. donovani, 

L. major e L. infantum no Velho Mundo (DESJEUX, 1996; GONTIJO & de CARVALHO, 

2003; SHARMA & SINGH, 2008; WHO, 2010). 

A forma cutânea difusa da leishmaniose apresenta lesões múltiplas, nodulares e 

infiltrações cutâneas bem semelhantes à hanseníase virchowiana. Apresentam-se espalhadas 

por todo tegumento, distante do sítio de inoculação, e geralmente não cicatrizam 

espontaneamente. O tratamento pode se mostrar eficiente no início, mas há frequente recaída e 

de o parasito se tornar resistente ao tratamento. As principais espécies associadas com esta 

doença são L. amazonensis e L. aethiopica, encontradas no Novo Mundo e Velho Mundo, 

respectivamente (DESJEUX, 1996; GONTIJO & de CARVALHO, 2003; SHARMA & 

SINGH, 2008; WHO, 2010). 

A leishmaniose visceral, considerada uma das formas mais severas, pode ser letal na 

maioria dos casos não tratados. Há muitos casos assintomáticos, mas o acompanhamento 

longitudinal demonstrou que alguns indivíduos eventualmente desenvolvem a doença clínica. 
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É caracterizada por febres irregulares, perda de peso, hepatomegalia, esplenomegalia e/ou linfo-

adenopatia e anemia. Após o tratamento, pode ressurgir de forma dérmica, denominada Calazar, 

que exige um tratamento longo e dispendioso. Seus causadores no Velho Mundo são L. 

donovani, L. infantum, enquanto no Novo Mundo a espécie L. chagasi (= L. infantun) é 

responsável por esta forma da doença (DESJEUX, 1996; SHARMA & SINGH, 2008; WHO, 

2010). 

Neste trabalho foram utilizadas duas espécies de Leishmania, L. amazonensis e L. 

guyanensis, ambas associadas à forma cutânea e encontradas nos países do Novo Mundo, entre 

eles o Brasil. 

A espécie Leishmania amazonensis, além de ser a principal espécie a induzir a forma 

cutânea difusa nas Américas, também apresenta casos que vão desde uma lesão cutânea simples 

e única, à forma anérgica e até à visceralização (BARRAL et al., 1991; ABREU-SILVA et al., 

2004). Essa espécie possui uma ampla distribuição geográfica no Brasil partindo da região 

amazônica, e vem se adaptando a florestas secundárias baixas (capoeiras), permitindo que sua 

distribuição atinja até o norte do Estado do Paraná. Seus principais reservatórios são roedores 

e marsupiais (GONTIJO & de CARVALHO, 2003). O flebotomíneo descrito como vetor 

primário, Lutzomyia flaviscutellata, e o vetor secundário, Lutzomyia olmeca, residem em níveis 

basais de florestas, habitando até cerca de um metro de altura nas árvores, possuem hábitos 

noturnos e pequena capacidade de voo (LAINSON et al., 1994; SHARMA & SINGH, 2008).  

Leishmania guyanensis é uma espécie responsável por lesões cutâneas em sua maioria, 

predominantemente com pequenas lesões ulceradas únicas ou múltiplas. As lesões localizadas 

podem acompanhar-se de linfo-adenopatia regional e linfangite nodular, enquanto as lesões 

múltiplas estão geralmente associadas com várias picadas dos flebótomos ou metástases 

linfáticas secundárias (ROMERO et al., 2001; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007). As lesões 

podem se desenvolver em lesões esporotricóides, com a pele íntegra e eritematose 

(GARNHAM, 1971; BAÑULS et al., 2011). O paciente geralmente se apresenta positivo para 

o teste de Montenegro (intradermorreação de Montenegro), e como há baixa sensibilidade nos 

testes sorológicos, alguns pacientes são persistentemente negativos (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2007). Essa espécie de Leishmania também pode causar a forma muco-cutânea da 

doença (NAIFF et al., 1988), considerada infrequente até recentemente (GUERRA et al., 2011). 

Foram descritos pacientes com a forma cutânea difusa (COUPPIÉ et al., 2004) e até mesmo 

assintomáticos (POEPPL et al., 2012). A espécie é encontrada na margem norte do Rio 
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Amazonas, em áreas de colonização recente e é associada a desdentados e marsupiais no ciclo 

silvestre. Seu principal vetor é Lutzomyia umbratilis, com vetores secundários Lu. anduzei e 

Lu. whitmani na Guiana e no Brasil, e Lu. ovallesi na Venezuela (LAINSON et al., 1994; 

GONTIJO & de CARVALHO, 2003; SHARMA & SINGH, 2008). 

 

1.2 – O ciclo de vida de Leishmania e infecção 

Leishmania é um gênero de protozoários pertencentes à ordem Kinetoplastida e família 

Trypanosomatidae. O ciclo de vida de Leishmania spp. é heteroxênico, alternando entre 

hospedeiros vertebrados e invertebrados. O hospedeiro vertebrado é infectado durante o repasto 

sanguíneo de fêmeas dos insetos vetores flebotomíneos (Psychodidae) pertencentes aos gêneros 

Lutzomyia e Psychodopygus (Novo Mundo) ou Phlebotomus (Velho Mundo) (CROMPTON, 

2013; DE SOUZA et al., 1996; VILELA et al., 2013). O vetor inocula formas promastigotas 

metacíclicas, forma infectante ao hospedeiro vertebrado que possui flagelo e corpo alongado 

(Fig. 1). Estas são internalizadas por fagócitos residentes no local e células do infiltrado 

inflamatório que rapidamente se acumulam, particularmente os neutrófilos (BELKAID et al., 

2000; POMPEU, et al., 1991; BEIL et al., 1992; PETERS et al., 2008; CECÍLIO et al., 2014).  

Diversos fatores de virulência, como a glicoproteína 63 (gp63) e o lipofosfoglicano 

(LPG), auxiliam a promastigota metacíclica a sobreviver e infectar células do hospedeiro 

vertebrado. Gp63, uma metaloprotease abundante da superfície da promastigota, é considerada 

um importante fator de virulência para L. major, L. mexicana, L. amazonensis e L. donovani. É 

capaz de auxiliar no escape da lise pelo sistema do complemento e estimula a opsonização por 

clivagem da proteína do complemento C3b em iC3b. Essa opsonização estimula uma aderência 

firme, via Mac-1 (CD18/CD11b ou CR3), assim como via CD35 (CR1), durante a fagocitose e 

é um dos mecanismos que os parasitos utilizam para infectar o macrófago (da SILVA et al., 

1989;  MOSSER et al., 1992;  ALEXANDER et al., 1999; KANE & MOSSER, 2000; 

HANDMAN & BULLEN, 2002; MCMAHON-PRATT & ALEXANDER, 2004; THIAKAKI 

et al., 2006; ISNARD et al., 2012). O LPG é uma molécula altamente glicosilada e fosforilada 

encontrada em abundância na superfície da Leishmania (ALEXANDER et al., 1999). Foi 

descrito que em L. donovani e L. major, é capaz de modular a resposta imune protetora 

(PROUDFOOT et al., 1996), inibir apoptose (DONOVAN et al., 2009), retardar maturação do 
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 Figura 1 – Ciclo de vida de Leishmania spp. Infecção do hospedeiro vertebrado por formas 

promastigotas metacíclicas do parasito durante o repasto sanguíneo; fagocitose de formas 

promastigotas por macrófagos; após formação do fagolisossomo ocorre diferenciação de 

promastigotas em amastigotas e multiplicação; liberação de amastigotas que podem ser 

fagocitadas por outras células do hospedeiro ou; ingestão de células infectadas pelo inseto vetor, 

levando à diferenciação de amastigotas em promastigotas; multiplicação e diferenciação de 

promastigotas durante a metaciclogênese.  
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 fagolisossomo (HOLM et al., 2001), todos mecanismos vantajosos para o parasito. Outra 

importante função associada ao LPG é a sua ligação em diversos receptores de macrófagos, 

como o receptor manose-fucose, associados à fagocitose (BLACKWELL et al., 1985).  

Após a interiorização dos parasitos pelos macrófagos, a fusão de lisossomos ao 

fagossomo, gerando um fagolisossomo de pH ácido, bem como a grande variação da 

temperatura entre o inseto vetor e o hospedeiro mamífero (ALCOLEA et al., 2010), propicia a 

diferenciação da forma promastigota em amastigota, forma redonda e de flagelo curto não 

exteriorizado, capaz de multiplicar por divisão binária (Fig. 1).  

A Leishmania multiplica-se dentro dos macrófagos até que os parasitos saem da célula, 

infectando novos macrófagos e, consequentemente, propagando a infecção no hospedeiro 

vertebrado (Fig. 1) (HANDMAN & BULLEN, 2002). Este é um passo de extrema importância 

para a manutenção e estabilização da infecção, apesar de escassa literatura sobre o tema.  

A infecção do vetor se dá durante o repasto sanguíneo em um animal infectado. O inseto 

ingere sangue contendo a forma amastigota livre ou dentro de células do hospedeiro. Ao 

alcançar a luz do intestino médio do flebotomíneo, o parasito sofre modificações morfológicas 

e bioquímicas em um processo denominado metaciclogênese. O primeiro estágio de 

diferenciação é em promastigota procíclica, forma flagelada e comprida. Esta forma é capaz de 

rápida multiplicação (Fig. 1) e é incapaz de infectar o hospedeiro vertebrado. Nesta fase, os 

parasitos começam a expressar novamente grandes quantidades de LPG e gp63. O LPG também 

possui função de auxiliar na adesão do parasito na parede do intestino do inseto enquanto ocorre 

multiplicação e diferenciação (ALEXANDER et al., 1999, SACKS, 2001; DOSTALOVA et 

al., 2012). Após a multiplicação, as formas procíclicas se soltam dos microvilos intestinais e 

migram para a colonização da válvula estomodeal onde se diferenciam em promastigotas 

metaciclícas, completando assim, o ciclo de vida de Leishmania spp. (WALTERS, 1993; 

SACKS, 2001; BATES, 2007). 

 

1.3 – Resposta imune à infecção por Leishmania  

Cerca de 20 espécies do gênero Leishmania foram relacionadas com as diversas formas 

de leishmaniose em seres humanos. A forma de desenvolvimento da doença depende não só da 

espécie, cepa do parasito e número de parasitos inoculados, mas também do genótipo, estado 
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nutricional e imunológico do hospedeiro, sítio anatômico da infecção, espécie do vetor e fatores 

ambientais e sociais (ROGERS et al., 2002; BALDWIN et al., 2003; LIPOLDOVÁ & 

DEMANT, 2006; SAKTHIANANDESWAREN et al., 2009). Esse amplo espectro da 

patogenia também é descrito em linhagens isogênicas de camundongos, que se mostraram 

modelos importantes para a caracterização da resposta imunológica do hospedeiro em infecções 

com as diversas espécies de Leishmania (LIPOLDOVÁ & DEMANT, 2006). 

O modelo mais estudado da doença é o da infecção por Leishmania major, em 

camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6. A primeira linhagem, assim como a SWR/J, 

é incapaz de controlar a infecção, desenvolvendo lesões progressivas e patologia sistêmica, que 

levam à morte do animal (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002). Por outro lado, em C57BL/6, 

e também nas linhagens C57BL/10, C3H e DBA/1, as lesões regridem após certo tempo e o 

animal é capaz de curar a infecção (ROGERS et al., 2002; SACKS & NOBEN-TRAUTH, 

2002).  

A dicotomia das respostas de linfócitos T helper TH1/ TH2, ditando 

resistência/suscetibilidade a infecções intracelulares foi primeiro descrita por SCOTT e 

colaboradores (1988) utilizando a infecção por L. major. A resistência a L. major das linhagens 

descritas acima foi associada a um direcionamento, via IL-12, para uma resposta de linfócitos 

T helper tipo 1 (TH1) produtora de interferon gama (IFN-), com a ativação de macrófagos e 

consequente eliminação dos parasitos pela explosão respiratória e pela produção de óxido 

nítrico (NO). A suscetibilidade de camundongos BALB/c e SWR/J está associada ao 

desenvolvimento de uma resposta TH2, direcionada, ao menos em parte, pelas citocinas IL-4 

e/ou IL-13 e/ou IL-10 (ALEXANDER & BRYSON, 2005; SACKS & NOBEN-TRAUTH, 

2002; McMAHON-PRATT & ALEXANDER, 2004). Contudo, dados posteriores mostraram 

que este modelo é simplista e ineficiente para explicar a complexidade na regulação de citocinas 

e os mecanismos da imunidade celular, não só da infecção com L. major, mas, especialmente, 

com as demais espécies de Leishmania (ALEXANDER & BROMBACHER, 2012; 

KEDZIERSKI & EVANS, 2014).  

Linfócitos TH17, caracterizados pela expressão de citocinas pró-inflamatórias como IL-

17 e IL-22, estão envolvidos com o desenvolvimento da lesão em animais suscetíveis a L. 

major, mediando a persistência da inflamação (LOPEZ KOSTKA et al., 2009; TACCHINI-

COTTIER et al., 2012). Linfócitos T reguladores (Tregs) também foram associados à 

incapacidade de cura durante a infecção por L. major em camundongos C57BL/6, reduzindo a 
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resposta TH1, apesar de sua presença também ter sido associada a uma maior resistência durante 

uma resposta secundária, promovendo um balanço entre resposta imune e persistência do 

parasito (BELKAID et al., 2002; SUFFIA et al., 2005). Ao mesmo tempo, Tregs em BALB/c 

foram associados ao controle da carga parasitária durante a infecção por L. major, mostrando 

que essa população de linfócitos modula tanto respostas TH1 quanto TH2 (ASEFFA et al., 2002; 

TACCHINI-COTTIER et al., 2012).  

Diferentemente da infecção por L. major, a maioria das linhagens murinas produzem 

infecções crônicas quando infectadas por L. amazonensis, incluindo C57BL/6 (JONES et al., 

2002). Não há linhagem que se demonstra totalmente resistente contra a infecção com esta 

espécie, apresentando uma cura clínica como ocorre na infecção por L. major. Vários fatores 

estão associados com as diferenças imunopatológicas entre as duas espécies de Leishmania.  

Para L. major e L. donovani, mas não para L. mexicana e L. amazonensis, o LPG foi 

considerado o ligante de iC3b, auxiliando na opsonização e consequente interiorização por 

macrófagos, indicando que as últimas espécies têm maneiras alternativas de invasão 

(McMAHON-PRATT & ALEXANDER, 2004; LAURENTI et al. 2004). Também foi 

observado que LPG de L. amazonensis participa na indução da liberação de NETs (neutrophil 

extracellular traps) por neutrófilos (GUIMARÃES-COSTA et al., 2009). Além disso, foi 

demonstrado que não há polarização da resposta TH2 levando à suscetibilidade, mas sim um 

balanço entre TH1 e TH2 (JI et al., 2002) com IFN- e TNF-, com pouca ou nenhuma IL-4 e 

IL-10 (JI et al., 2005). Camundongos C3H/HeJ são relativamente resistentes a L. amazonensis, 

porém, sem apresentarem um perfil de citocinas altamente polarizado para TH1 (QI et al., 2004).  

A persistência do parasito também está relacionada com a presença de IL-10, observada 

em infecções tanto com L. major, quanto com L. amazonensis (CECÍLIO et al., 2014). O perfil 

de resposta de C57BL/6 à L. amazonensis é independente de IL-4 e há produção de IL-10 

impedindo a ativação de macrófagos. Foi observado que animais deficientes em IL-4 ou 

tratados com anticorpos anti-IL-4 ainda desenvolviam lesões crônicas (JONES et al., 2000; 

JONES et al., 2002; JI et al., 2003), embora quando BALB/c deficientes em IL-10 sejam 

tratados com anticorpo anti-IL-4, haja um aumento na resistência e desenvolvimento de uma 

resposta TH1 (PADIGEL et al., 2003). Também foi demonstrado que IL-10 não influencia na 

resposta limitada TH1, indicando que há outros mecanismos de imunomodulação no curso da 

infecção (AFONSO & SCOTT, 1993; JONES et al., 2002; JI et al., 2003; McMAHON-PRATT 

& ALEXANDER, 2004).  
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Outra citocina que tem efeitos distintos entre as infecções por L. major e L. amazonensis 

é o IFN-. Durante a infecção por L. amazonensis, esta citocina, juntamente com TNF-, leva 

um aumento na proliferação de células primárias, e não contenção, das amastigotas, 

provavelmente por estimular o recrutamento e retenção de células no sítio de infecção. Com 

isto, a presença destas citocinas leva a um descontrole no sítio de infecção, acarretando na 

manifestação da doença. Foi demonstrado que L. amazonensis tolera o nível de IFN- 

produzido, e apenas na presença de altas dosagens da citocina o macrófago é ativado e o parasito 

sucumbe (QI et al., 2004). A presença de IFN-γ aparenta ser importante para o controle da 

infecção por L. amazonensis após 2 meses de infecção em C57BL/6, uma vez que animais IFN-

γ knockout (KO) apresentaram um controle inicial da lesão, mas após este período a lesão se 

mostrou maior do que em animais wild-type (WT) (PINHEIRO & ROSSI-BERGMANN, 

2007). 

Células dendríticas se mostraram essenciais para a ativação e diferenciação de linfócitos 

T CD4+ específicos para L. major. Contudo, também foi observado que amastigotas de L. 

amazonensis são capazes de inibir a maturação completa de células dendríticas, impedindo a 

apresentação de antígenos de maneira apropriada (PRINA et al., 2004). A interação de 

moléculas coestimuladoras presentes nas células dendríticas maduras com seus respectivos 

ligantes nos linfócitos (por exemplo, CD40-CD40L e/ou CD80-CTLA-4/CD28), associada às 

citocinas presentes no local de origem da célula dendrítica, pode levar a diferenciação de 

linfócitos TH1 produtores de IFN-, enquanto células dendríticas com deficiência em sua 

ativação, ou ainda não completamente maduras, podem induzir outras subpopulações de 

linfócitos (SOONG, 2008; XIN et al., 2008). 

Neutrófilos também parecem contribuir para os fenótipos de resistência e 

suscetibilidade durante a infecção por L. major. Em camundongos BALB/c infectados na pata, 

uma alta proporção do infiltrado inflamatório é constituída por neutrófilos que persistem por 

várias semanas. Todavia, na mesma infecção em camundongos C57BL/6, a presença de 

neutrófilos é passageira (BEIL et al., 1992). A persistência de neutrófilos pode contribuir para 

a polarização TH2 envolvida na suscetibilidade pela produção de TGF- no local (TACCHINI-

COTTIER et al., 2000; SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002). Enquanto a presença de 

neutrófilos está associada à suscetibilidade na infecção por L. major, dados demonstram que 

estas células seriam capazes de reduzir a carga parasitária de macrófagos de BALB/c infectados 

por L. amazonensis, pela produção de TNF-, elastase e fator de ativação de plaquetas (PAF) 
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(SOUSA et al., 2014), bem como pela liberação de NETs capazes de capturar e eliminar as 

formas promastigotas (GUIMARÃES-COSTA et al., 2009). A depleção de neutrófilos em 

BALB/c demonstra um aumento na lesão e na carga parasitária em infecção na orelha, com um 

aumento de IL-10 e IL-17 na lesão (CARMO et al., 2010). 

Linfócitos Treg também possuem funções opostas entre diferentes espécies de 

Leishmania. A presença de Treg em camundongos infectados com L. major está associada com 

a exacerbação da doença, enquanto que em infecções por L. amazonensis estas células estão 

relacionadas com a resolução da infecção (CECÍLIO et al., 2014). Corroborando a influência 

de IFN-γ na proliferação de parasitos, JI e colaboradores (2005) demonstraram que a presença 

de células Treg no local de infecção em C57BL/6 está associada com a contenção da lesão e uma 

redução da quantidade desta citocina. 

Muito pouco se sabe sobre a imunopatologia de L. guyanensis. Estudos imunológicos 

têm sido geralmente limitados a seres humanos, hamsters e primatas (McMAHON-PRATT & 

ALEXANDER, 2004). Ambas as linhagens BALB/c e C57BL/6 são resistentes a esta espécie. 

Camundongos BALB/c, altamente suscetíveis às infecções por L. major e L. amazonensis não 

desenvolvem lesão cutânea se infectados por L. guyanensis. Foi mostrado que os macrófagos 

infectados in vitro são capazes de eliminar os parasitos pela explosão respiratória de maneira 

independente de NO, induzindo uma morte semelhante à apoptose (SOUSA-FRANCO, 2006). 

Em infecções in vivo por L. guyanensis foi observado que camundongos das linhagens 

BALB/c e C57BL/6 apresentam pequeno inchaço na pata infectada (SOUSA-FRANCO et al., 

2006; MENDES, 2011), com lenta proliferação e posterior eliminação dos parasitos. Pouco se 

sabe da resposta adquirida de camundongos infectados com L. guyanensis. Foi demonstrado 

recentemente que animais IL-12AB-/- se apresentam completamente suscetível à infecção, e que 

MyD88 e TLR9 participam na indução de uma resposta protetora TH1 em C57BL/6 (IVES et 

al., 2014). A persistência da infecção por esta espécie em seres humanos foi relacionada à não 

responsividade de células T específicas a IL-12 (BOURREAU et al., 2001), e à presença 

intralesional de linfócitos Treg e células TCD8+ produtoras de IL-10 (BOURREAU et al. 2009; 

BOURREAU et al., 2007). 

Como descrito acima, vários estudos têm sido realizados visando compreender os 

mecanismos imunológicos que determinam a resistência/suscetibilidade às diversas espécies de 

Leishmania. Os modelos de infecção por L. major em camundongos BALB/c e C57BL/6 já não 
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são suficientes para explicar a imunopatologia da leishmaniose de uma maneira geral, 

mostrando a importância de estudos com outras espécies e analisando outros parâmetros. 

Mesmo que L. amazonensis e L. guyanensis, as duas espécies utilizadas neste trabalho, 

promovam principalmente lesões cutâneas, diferenças na resposta imunológica estão cada dia 

mais evidentes, mostrando adaptações específicas e singulares de cada espécie com seus 

hospedeiros vertebrados e invertebrados no ciclo selvagem. Estas adaptações acarretam 

diferenças moleculares no parasito que afetam os mecanismos de evasão do parasito e a resposta 

do hospedeiro. 

 

1.4 – Morte celular na resposta às infecções 

Por algum tempo, várias evidências têm mostrado que a morte celular tem papel 

fundamental na regulação da inflamação e que os diferentes tipos de morte celular produzem 

padrões moleculares que influenciam de diferentes maneiras o curso da inflamação. Estudos 

desses padrões moleculares levaram à descrição e à classificação de alguns tipos principais de 

morte celular, programadas ou não. Entre eles podemos citar apoptose, necrose, necroptose, 

piroptose e morte celular por autofagia (WALLACH et al., 2014; GALLUZZI et al., 2012).  

Apoptose é um fenômeno complexo e conservado ao longo da evolução, envolvendo 

proteínas, enzimas e controle da expressão gênica. Ocorre durante o desenvolvimento 

embrionário de metazoários, manutenção de homeostase por meio da eliminação de células 

desnecessárias ou que sofreram injúria ou anomalias, seleção do repertório de linfócitos, entres 

outros (BAEHRECKE, 2002; OPFERMAN & KORSMEYER, 2003; AMEISEN, 2004; 

MURO et al., 2006; GALLUZZI et al., 2012; WALLACH et al., 2014). 

Devido a sua importância na manutenção da homeostase do organismo, a apoptose é 

altamente regulada. O resultado da apoptose é uma morte geralmente silenciosa, que não 

estimula a resposta inflamatória, onde a célula passa por processos moleculares que culminam 

em rápida interiorização por fagócitos vizinhos e a morte sem o extravasamento do conteúdo 

intracelular (TRAMBAS & GRIFFITHS, 2003). Dentre as características desta morte 

programada, podemos citar a condensação da cromatina, degradação internucleossômica do 

DNA nuclear, redução do tamanho da célula, pouca ou nenhuma modificação ultraestrutural de 

organelas citoplasmáticas, exposição de fosfatidilserina (PS) no folheto externo da membrana 

celular, quebra da célula em corpos apoptóticos, entre outras (BOWEN, 1993; GALLUZZI et 
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al., 2012). A maioria destas características é resultado, direto ou indireto, da atividade de um 

grupo de enzimas da família de cisteína proteases denominadas caspases.  

O nome caspase é derivado do termo em inglês cysteinyl aspartate protease, e já foram 

descritas onze em seres humanos e dez em camundongos, apesar de nem todas estarem 

diretamente associadas à apoptose. As caspases são altamente conservadas ao longo da 

evolução, sendo descritas em hidras, nematódeos, insetos e mamíferos (HENGARTNER, 

2000). São encontradas como zimogênios (pró-caspases) no citoplasma da maioria das células 

saudáveis e, quando ativadas, são capazes de ativar ou inativar diversos substratos, incluindo 

outras pró-caspases, o que gera uma cascata de sinalização que irá culminar com a morte da 

célula (KUMAR, 2007; OPFERMAN & KORSMEYER, 2003; HENGARTNER, 2000) (Fig. 

2). 

Há duas vias principais de indução da apoptose: a extrínseca (ou mediada por receptor 

de morte ou tipo I) ou a intrínseca (ou mitocondrial ou tipo II). A primeira via é iniciada pela 

associação de moléculas a receptores da família do TNF, como Fas (CD95) se ligando ao FasL, 

que se torna capaz de ativar caspase 8 ao se ligar ao DISC (death-inducing signaling complex) 

via molécula adaptadora denominada FADD (figura 2). A caspase 8 produz uma cascata de 

ativação de outras pró-caspases 8, além de ativar as chamadas caspases efetoras (caspases 3, 6 

e 7), responsáveis por ativar enzimas e atuar diretamente em moléculas que resultarão na morte 

celular (HAIL JR et al., 2006; WESCHE-SOLDATO et al., 2007; KUMAR, 2007). 

A via mitocondrial (Fig. 2) pode ser iniciada pelas citocinas pró-inflamatórias IL-1, IL-

6 ou fatores exógenos, como esteróides, radiação, quimioterápicos, NO, ROIs ou Ca+2. Inicia-

se com a permeabilização da membrana mitocondrial, onde há liberação de citocromo c do 

espaço intermembrana da organela. Com a liberação de citocromo c no citosol, este se liga à 

Apaf-1 e caspase 9 formando o complexo denominado apoptossomo, capaz de ativar as 

caspases efetoras 3 e 7 (figura 2). A família de proteínas Bcl-2 está intimamente ligada a esta 

via: há proteínas anti-apoptóticas, que normalmente mantêm a integridade da membrana 

mitocondrial, e proteínas pró-apoptóticas que facilitam a permeabilidade da membrana e 

liberação do citocromo c (HAIL JR et al., 2006; WESCHE-SOLDATO et al., 2007). 

Diversos substratos já foram associados às caspases efetoras, especialmente a caspase 

3: proteínas presentes no citoesqueleto (por exemplo, foldrina), na membrana citoplasmática e 

na membrana nuclear (laminina nuclear), que levam ao colapso da célula e de seu núcleo 
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(NICHOLSON, 1999; HENGARTNER, 2000; CHOWDHURY et al., 2008). A caspase 3 (Fig. 

2) também foi associada com a ativação da CAD (caspase-activated DNAse), endonuclease 

responsável pela fragmentação do DNA da célula apoptótica (JÄNICKE et al., 1998). A 

cromatina apresenta-se com complexos octâmeros de histonas, responsáveis pelo enovelamento 

e proteção da dupla fita de DNA. Esta associação do DNA com as histonas forma os 

nucleossomos, que possuem um comprimento aproximado de 180 a 200 pares de base (pb). 

Protegidos, os nucleossomos não sofrem clivagem pela endonuclease, que cliva apenas as 

regiões internucleossômicas, gerando fragmentos de 200 pb e múltiplos de 200 pb que podem 

ser visualizados em géis de agarose, como um padrão do tipo “escada”, frequentemente 

utilizado para identificar a morte celular por apoptose. 

Outro processo que ocorre na apoptose é a exposição de PS, um fosfolipídio usualmente 

presente na camada interna da membrana citoplasmática. Com o estímulo apoptótico, a PS é 

exposta na camada externa e sua importância para a fagocitose da célula apoptótica já foi 

mostrada (KAGAN et al., 2002; HANAYAMA et al., 2002). Esta exposição ocorre de maneira 

dependente de ATP ainda no início do processo de morte celular programada, quando a 

membrana da célula ainda se apresenta intacta (VERMES et al., 1995). 

Em contrapartida, a necrose se caracteriza por ser uma morte passiva, causada por uma 

injúria à célula, resultando em perda da permeabilidade da membrana plasmática, culminando 

em lise celular com extravasamento do citoplasma. É, geralmente, associada a uma resposta 

inflamatória (CATELAS et al., 2005). A necrose não possui marcadores bioquímicos 

específicos e, além da perda da permeabilidade da membrana celular, uma eventual degradação 

de organelas ou aumento do volume celular só podem ser detectados com microscopia 

eletrônica (GALLUZZI et al., 2012). Entretanto, o conceito generalizado de morte celular 

acidental para necrose está sendo revisto, pois foi demonstrado que certos eventos, como a 

superprodução de ROS, a redução de ATP da célula ou a interrupção dos processos de morte 

apoptótica ou autofágica podem resultar em necrose (GOLDSTEIN & KROEMER, 2007; 

GALLUZZI et al., 2012). 

Alterações na regulação da apoptose, seja na sua inibição ou na sua indução, levam à 

diversos mecanismos patológicos. Aberrações na expressão de proteínas pró- ou anti-

apoptóticas sido bastante relacionadas com situações de imunodeficiência, autoimunidade e  

-  
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Figura 2 – Resumo dos principais eventos celulares da apoptose. O estímulo apoptótico pode 

se dar pela via extrínseca, por receptores de morte celular (i.e. CD95), ou pela via intrínseca, 

iniciada por dano no DNA, estresse celular, ou privação de fatores de crescimento. Em seguida, 

há ativação de diferentes cascatas iniciadoras (caspase 8 ou caspase 9, respectivamente). Estas 

caspases desencadeiam uma cascata de ativação de caspases efetoras (caspases 2, 3, 6 e 7) que 

ativam diferentes substratos para a efetivação da morte celular programada. A caspase 3 também 

é capaz de ativar mais caspases 8 e 9 pelo mecanismo de feedback. DISC: Death-Inducing 

Signalling Complex; FADD: Fas-Associated Death Domain; Cit c: citocromo c; Apaf-1: 

Apoptotic protease-activating factor - 1; CAD: caspase-activated DNAse; ICAD: inhibitor 

caspase-activated DNAse; 
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câncer (OPFERMAN & KORSMEYER, 2003). Outra importância atribuída à apoptose é em 

relação ao combate às infecções, exemplificado pela indução de apoptose em células infectadas 

por vírus e bactérias intracelulares por células NK e T citotóxicas CD8+ (SHI et al., 1992; 

HEUSEL et al., 1994). A morte celular programada, como a apoptose, é capaz de eliminar 

infecções ainda em estágios iniciais sem emitir sinais de alarme, bem como induzir células 

dendríticas a recolher corpos apoptóticos contendo microrganismos e apresentar antígenos via 

moléculas de MHC de classe I (ASHIDA et al., 2011). 

Todavia, também foi demonstrado que a regulação da apoptose tornou-se um 

mecanismo utilizado como forma de evadir o sistema imunológico em diversas patologias. Esta 

regulação pode ser tanto pela indução quanto pela inibição da morte celular, influenciando 

assim na resolução ou amplificação de diversas patogenias. A inibição da apoptose já foi 

descrita para infecções por diversas espécies de bactérias, dentre elas Chlamydophila 

pneumoniae (PALAND et al., 2006), Legionella pneumophila (ABU-ZANT et al., 2005) e 

Chlamydia pneumoniae (ZANDBERGEN et al., 2004), todas aumentando a longevidade das 

células hospedeiras, acarretando em um tempo maior para a replicação do microrganismo. 

ABU-ZANT e colaboradores (2005) observaram in vitro que, mesmo com altas produções de 

caspase 3 ao longo da infecção, células infectadas por Legionella pneumophila não executavam 

o processo apoptótico até o final do estágio de replicação da bactéria, momento em que a última 

se encontra preparada para escapar da célula hospedeira. Coxiella burnetti também foi 

implicada em impedir a morte do macrófago, sua célula hospedeira, por mecanismos que afetam 

o tempo de ativação das quinases Akt e Erk 1/2 (VOTH & HEINZEN, 2009). 

De forma similar, a inibição de apoptose já foi descrita em algumas infecções por 

protozoários (HEUSSLER et al., 2001). A inibição por Theileria parva demonstrou ser por 

meio da transformação de sua célula hospedeira, o linfócito T, em uma célula com 

características tumorais como, por exemplo, proliferação irrestrita e proteção contra apoptose. 

Esta transformação, aparentemente, é reversível, pois a célula é capaz de voltar ao normal e, 

consequentemente, morrer por apoptose após tratamento e eliminação do parasito (HEUSSLER 

et al., 1999; FICH et al., 1998). 

Espécies do gênero Leishmania também foram associadas com a inibição da morte 

celular programada. MOORE & MATLASHEWSKI (1994) demonstraram que infecções in 

vitro com L. donovani resultam em resistência do macrófago derivado de medula óssea 

infectado à morte programada, após a retirada de fatores de crescimento de culturas. L. major, 
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L. pifanoi e L. amazonensis são capazes de inibir apoptose induzida por camptotecina em 

macrófagos pela via de sinalização PI3K/Akt (RUHLAND et al., 2007). 

L. major também foi associada com o retardamento da apoptose de neutrófilos, 

reduzindo a expressão de Fas da membrana celular e aumentando a expressão das proteínas 

antiapoptóticas Bcl-2 e Bfl-1 (SARKAR et al., 2013). Esta inibição foi considerada pelos 

autores uma via de infecção do macrófago, que ao fagocitar o neutrófilo apoptótico contendo o 

parasito viável em seu interior, reduz a resposta inflamatória. Este atraso na morte dos 

neutrófilos ocorreria até o momento de chegada dos macrófagos no sítio de infecção, fenômeno 

intitulado pelos autores como “cavalo de tróia” (LASKAY et al., 2008; LASKAY et al., 2003; 

AGA et al., 2002).  

Indução de apoptose por agentes infecciosos também foi descrita, relacionando uma 

imunorregulação do hospedeiro pelo agente infeccioso, favorecendo seu estabelecimento. 

Associados à indução da morte celular programada, podemos citar o vírus de imunodeficiência 

adquirida (HIV), que induz apoptose em linfócitos infectados ou não com o vírus (GOUGEON, 

2003), os vírus de hepatite B (HBV) e hepatite C (HCV) e alguns herpes vírus (DOCKRELL, 

2001). Em infecções bacterianas, também já foi descrita a indução de apoptose in vitro em 

macrófagos por Shigella flexneri (ZYCHLINSKY et al., 1992), por Salmonella typhinurium 

(MONACK et al., 1996), por Helicobacter pylori (MENAKER et al., 2004) e por 

Mycobacterium tuberculosis em neutrófilos humanos (PERSKVIST et al., 2002) e macrófagos 

(ROJAS et al., 1997; LEE et al., 2006) infectados, bem como em infecções in vivo por Shigella 

dysenteriae (RAQIB et al., 2002). 

Em doenças causadas por protozoários, foi demonstrada a indução de apoptose por 

Trichomonas vaginalis em células RAW 264.7 e células mononucleares humanas in vitro 

(CHANG et al., 2006). O mesmo foi demonstrado para Tritrichomonas foetus em células 

epiteliais vaginais bovina (SINGH et al., 2004), sendo este evento de apoptose diretamente 

relacionando com a patogenia. HELMBY e colaboradores (2000) demonstraram um aumento 

significativo de linfócitos (B e T) e macrófagos no baço, morrendo por apoptose, durante a fase 

sanguínea em infecções por Plasmodium chabaudi chabaudi.  

Nos casos acima citados, os agentes infecciosos são diretamente beneficiados por este 

controle que pode ser visto como um bem-sucedido mecanismo de escape. Uma vez que tanto 

a indução, quanto a inibição de apoptose foram associados com o escape do parasito, não é de 
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se surpreender que hajam relatos em que o mesmo agente consiga regular a apoptose para os 

dois sentidos. Estes diferentes mecanismos são acionados em tempos de infecção ou células-

alvo distintas. Cryptosporidium parvum é capaz de proteger a célula infectada de estímulos pró-

apoptóticos fortes, assegurando uma sobrevivência maior enquanto se encontra dentro das 

mesmas (McCOLE et al., 2000), mas em tempos mais tardios da infecção induz um pequeno 

grau de apoptose, talvez com o objetivo de limitar uma resposta inflamatória do hospedeiro ou 

sair da célula hospedeira (McCOLE et al., 2000; OJCIUS et al., 1999). Da mesma forma, 

infecções com Toxoplasma gondii revelam que o parasito tem a capacidade de induzir apoptose 

de células T de placas de Peyer no momento da infecção peroral (LIESENFELD et al., 1997) e 

de inibir a morte de células hospedeiras (PAYNE et al., 2003). 

Já foi proposto que a persistência de Trypanosoma cruzi no hospedeiro, bem como a 

infecção crônica, está associada com respostas deficientes de células T. Foi descrito que 

macrófagos infectados por T. cruzi produz em altas quantidades de HSP65 (heat shock protein 

65), adquirindo uma maior proteção contra apoptose (SAKAI et al., 1999). Também há a 

descrição de que macrófagos infectados ingerem células apoptóticas, resultando em um 

aumento na proliferação dos parasitos devido a um aumento de TGF-. Essa citocina é capaz 

de inibir a produção de NO e induzir a biossíntese de poliaminas, como a putrescina, utilizada 

diretamente pelo parasito para a proliferação (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000). A presença de 

células apoptóticas, e sua consequente fagocitose, podem ser resultado de uma indução 

diferenciada de morte celular em linfócitos T pelo T. cruzi em diversos sítios do corpo do 

hospedeiro (NUNES et al., 1998; GUILLERMO et al., 2007; DosREIS & LOPES, 2009).  

A progressão ou declínio da doença depende de um fino balanço entre o parasito e o 

hospedeiro. A sobrevivência da célula hospedeira parece ser de extrema importância para a 

resposta imunológica e à amplificação/contenção da patogenia. Assim, este trabalho tem como 

objetivo estudar a morte celular em macrófagos murinos induzida nos momentos iniciais da 

infecção por Leishmania, verificando a ocorrência deste processo in vitro, comparando com 

diferentes espécies de Leishmania em diferentes linhagens de camundongos e com as diferentes 

manifestações clínicas.  
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2 – OBJETIVOS 

Este trabalho tem como objetivo verificar a ocorrência e o tipo de morte de macrófagos de 

camundongos C57BL/6 e BALB/c induzida pela infecção por L. amazonensis ou L. guyanensis 

in vitro, tentando correlacionar com a manifestação da doença: 

a) Aspectos morfológicos de macrófagos infectados; 

b) A presença da morte de células infectadas; 

c) Determinação do tipo de morte celular. Para tal serão utilizados os seguintes critérios 

para a classificação: 

i) perda e fragmentação de DNA 

ii) exposição de fosfatidilserina 

iii) ativação de caspase 3 

iv) ativação de caspases 8  e 9 
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3 – MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 – Animais 

Camundongos machos BALB/c e C57BL/6, com idade entre 6 e 12 semanas foram 

utilizados em todos os experimentos. Os animais foram adquiridos no Centro de Bioterismo 

(CeBio) daUFMG e mantidos no biotério do Departamento de Bioquímica e Imunologia da 

mesma instituição. Animais eram utilizados após vermifugação com ivermectina (Ivomec, 

Merial), onde era aplicada 1 mililitro (mL) para cada 500 mL de água. Os animais eram tratados 

por uma semana, após este tempo esperava-se uma semana para o uso experimental. 

Os estudos foram realizados de acordo com as leis brasileiras de experimentação animal. 

Os protocolos foram aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da UFMG 

(CEUA – 109/2012) e todos os esforços foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais. 

 

3.2 – Parasitos 

As cepas de Leishmania (Leishmania) amazonensis, código internacional 

IFLA/BR/67/PH8, e de Leishmania (Viannia) guyanensis, código internacional 

MHOM/BR/75/M4147, utilizadas neste trabalho foram fornecidas pela professora Dra. Maria 

Norma Melo, do Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciências Biológicas (ICB), 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), na forma de promastigotas.  

Cepas adicionais de L. (L.) amazonensis, código internacional MHOM/BR/1989/Ba199, 

e de L. (V.) guyanensis, código internacional MHOM/BR/70/M1176, foram utilizadas em 

resultados preliminares aqui apresentados (figura 12). 

 

3.3 – Obtenção de formas promastigotas de Leishmania 

O isolamento de formas amastigotas das espécies L. (L.) amazonensis foi feito a partir 

de lesões de camundongos BALB/c infectados experimentalmente na pata. Os camundongos 

eram sacrificados e as patas eram dissecadas para isolar fragmentos do tecido infectado. Este 

tecido era macerado e inoculado em meio de cultura RPMI acrescidos de 10% (v/v) de soro 

fetal bovino (SFB) (Cripion) estéril e inativado. O meio de cultura RPMI (Sigma) era dissolvido 
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em água bidestilada, tamponado com bicarbonato de sódio (NaHCO3) (2 g/L) e HEPES ([N-(2-

hidroxietil)piperazina-N'-(ácido 2-etanosulfônico)]) (5,96 g/L). Após adição do antibiótico 

gentamicina (50 mg/L), o pH era ajustado para 7,2 e o meio era esterilizado por filtração em 

filtros de 0,2 µm. O SFB era adicionado imediatamente antes do uso. 

A incubação dos fragmentos da lesão em RPMI com SFB era feita 25ºC (estufa BOD- 

REVCO) que permitia a diferenciação das formas amastigotas em promastigotas. A cultura era 

manipulada apenas com instrumentos estéreis em capela de fluxo laminar (VECO, Campinas, 

SP, Brasil ou Forma Scientific, Marietta, OH, E.U.A.) e observada periodicamente para 

determinar mudanças na morfologia e permitir o acompanhamento da cultura.  

De modo semelhante à metodologia acima descrita, formas amastigotas da espécie L. 

(V.) guyanensis foram isoladas a partir de lesões em hamster e cultivadas em o meio RPMI 

acrescido de 10% SFB. 

 

3.4 – Cultivo de parasitos  

Os parasitos eram cultivados sob forma promastigota in vitro em meio RPMI com 10% 

(v/v) SFB, em estufa a 25ºC. Eram inoculados 1,0 x 106 de parasitos por mL de meio de cultura. 

O cultivo era mantido por até 10 passagens, pois há descrição da perda de virulência do parasito 

após longos períodos em cultura (NOLAN & HERMAN, 1985). Após cerca de 5 dias, as formas 

promastigotas em cultivo alcançavam a fase estacionária e eram utilizados para a infecção nos 

experimentos.  

O acompanhamento da cultura era realizado por observação em microscópio invertido 

(Olympus, IMT, Tóquio, Japão) e a contagem dos parasitos era feita em câmara 

hemocitométrica de Neubauer (C.A. Hausser & Son, Filadélfia, PA, E.U.A.). A contagem era 

realizada em microscópio óptico (Olympus), em aumento de 400x, após uma diluição da cultura 

de 1:20 em isoton (0,05 M ácido cítrico, 0,12 M NaCl, 0,5% formaldeído, p/v, pH 7,2).  

 

3.5 – Criopreservação  
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Para criopreservação, utilizavam-se culturas entre o quarto e o sexto dia, quando cultura 

se encontrava em fase estacionária. Às culturas de formas promastigotas adicionava-se 10% 

(v/v) de glicerol PA estéril, gota a gota, sob agitação constante. Após 30 minutos de agitação, 

a cultura era dividida em alíquotas em tubos próprios para criopreservação de 1,8 mL (Nunclon-

Delta, Nunc, Dinamarca), movidas para o freezer - 20ºC e deixadas por 24 horas. Em seguida, 

eram transferidas para o freezer a -80 ºC (BioFreezer, Forma Scientific, Marietta, OH, E.U.A.) 

e mantidas por mais 24 horas. Após esse período, as amostras eram transferidas para N2 líquido. 

As amostras criopreservadas eram recuperadas por meio do rápido descongelamento a 37ºC e 

inoculação em meio de cultura, com manutenção em estufa a 25ºC. As culturas recuperadas só 

eram utilizadas em experimentos após dois repiques consecutivos para total recuperação dos 

parasitos. 

 

3.6 – Infecção de camundongos e acompanhamento da progressão da lesão 

Animais das linhagens BALB/c e C57BL/6 eram infectados s.c. na pata direita traseira 

com 1x106 promastigotas na fase estacionária (cerca do 5º dia de cultivo). Parasitos eram 

contados e a quantidade ajustada para um volume final de 20 µL de PBS estéril para cada 

animal. Os animais eram inoculados com PBS na pata esquerda como controle. Para 

acompanhar o tamanho da lesão, ambas as patas eram medidas semanalmente com paquímetro 

(Mitutoyo), e o resultado era a diferença da pata direita pela pata esquerda em milímetros. 

Animais com lesões demasiadamente grandes já necrosadas eram sacrificados para evitar 

sofrimento desnecessário. 

 

3.7 – Obtenção de macrófagos peritoneais murinos 

Para retirar macrófagos peritoneais, os camundongos eram inoculados, via i.p., com 2 

mL de tioglicolato (Gibco) a 3%. Após 3 a 4 dias, os animais eram sacrificados e injetados com 

5 mL de RPMI gelado e estéril na cavidade peritoneal. Realizava-se uma massagem abdominal 

e retirava, com auxílio da seringa, o RPMI contendo o pool das células que eram mantidas no 

gelo. As células eram centrifugadas a 100 x g por 10 minutos, lavadas com PBS gelado e 

centrifugadas novamente para serem ressuspendidas em RPMI com 10% de SFB. As células 

eram então contadas e o volume ajustado para serem plaqueadas direto no poço e incubadas por 
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2 horas em estufa a 37ºC com 5% CO2, para adesão de macrófagos à superfície. Após esse 

tempo, as células eram lavadas 2 vezes com RPMI à temperatura ambiente, para retirar células 

contaminantes não aderidas. Adicionava-se novo RPMI com 10% SFB e células retornavam à 

estufa até o momento de infecção, no dia seguinte. 

As células eram plaqueadas em câmaras de plástico com 8 poços sobre lâminas de vidro 

para microscópios (Lab-Tek, Nalge Nunc International, Naperville, IL, E.U.A.), placas de 96 

poços de fundo chato (Nalge Nunc International) ou placas de 6 poços (Nalge Nunc 

International) com 1 x 105, 5 x 104 ou 1 x 107 macrófagos, respectivamente. As células eram 

incubadas com RPMI adicionados de 10% SFB (v/v).  

 

3.8 – Infecção de macrófagos in vitro 

Para a infecção dos macrófagos peritoneais aderidos em placas e lâminas, utilizavam-se 

parasitos na forma promastigota durante a fase estacionária. Os parasitos eram contados em 

câmara hemocitométrica de Neubauer, como descrito acima, e seu número era ajustado para a 

proporção de 10 parasitos por célula (10:1). Os parasitos eram co-incubados por 4 horas a 34ºC 

na presença de 5% CO2 para permitir a infecção dos macrófagos. Após esse tempo, as placas 

eram lavadas duas vezes com RPMI em temperatura ambiente para remover parasitos não 

interiorizados, sendo considerado este momento o “tempo zero” de infecção. As células eram, 

então, mantidas por tempos variáveis a 34ºC na presença de 5% CO2. 

 

3.9 – Avaliação da taxa de infecção e multiplicação de parasitos no interior dos 

macrófagos 

A taxa de infecção, assim como a multiplicação e permanência de L. amazonensis e L. 

guyanensis no interior de macrófagos peritoneais de BALB/c, era avaliada pela contagem do 

número de macrófagos infectados e pelo número de parasitos no interior dessas células, após 

tempos variados de incubação. As contagens eram realizadas em microscópio óptico, em 

lâminas preparadas com a coloração de May-Grünwald/Giemsa (MGG). As células eram 

fixadas em metanol PA por 5 minutos e, em seguida, adicionava-se o corante May-Grünwald 

nas câmaras por 1 a 3 minutos. Logo após este intervalo, adicionava-se o mesmo volume de 

água destilada (pH 7,0) sem retirar o corante, a solução era retirada imediatamente. O corante 
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Giemsa, preparado na hora do uso pela adição de 2 gotas do corante por mililitro de água 

destilada (pH 7,0), era adicionado e incubado por 10 a 15 minutos. Destacando as câmaras de 

plástico da lâmina de vidro, as células eram lavadas com água corrente e as lâminas eram 

seladas. 

A porcentagem de macrófagos infectados era obtida a partir da contagem de 500 

macrófagos. Para a taxa de infecção, eram contados os parasitos presentes no interior de 200 

macrófagos dos mesmos campos, e o número de parasitos era dividido pelo número de 

macrófagos infectados, obtendo-se uma média do número de parasitos por célula. Para obtenção 

do índice de infecção, a porcentagem de macrófagos infectados era multiplicada pelo número 

médio de parasitos por macrófago. Os resultados estão apresentados como a média da 

porcentagem de duplicatas ± desvio padrão da média. 

 

3.10 – Análise de hipodiploidia em núcleos de macrófagos 

Células foram lisadas com tampão hipotônico contendo iodeto de propídeo (PI) (Sigma) 

e seu conteúdo nuclear era avaliado utilizando FACScan (BD Biosciences), de acordo com 

RICCARDI & NICOLETTI (2006). Brevemente, após diferentes períodos de infecção dos 

macrófagos com promastigotas o sobrenadante era recolhido e centrifugado a 100 x g por 10 

minutos para a recuperação de células não aderidas da placa. Células aderidas eram tratadas 

com tampão de lise (0,1% citrato de sódio, 0,1% Triton X-100, 50 g/mL de PI) e o lisado era 

adicionado às células recolhidas previamente do sobrenadante e incubado a 4oC por 

aproximadamente 18 horas. Ao menos 40.000 eventos eram coletados por amostra. Análise dos 

dados era conduzida utilizando o programa FlowJo (FlowJo, LCC/Tree Star). Primeiramente, 

era feito um gate por tamanho (Forward Scatter - FSC) x granulosidade (Side Scatter - SSC) 

delimitando a população de núcleos (Fig. 3A, painel da esquerda), do qual era feito outro gate 

para eliminar fluorescência muito baixa (Fig. 3A, painel da direita). 

 

3.11 – Extração de DNA genômico e análise em gel de agarose 

Após infecção em tempos variados, o sobrenadante era retirado e separado a fim de coletar 

células que por ventura já estivessem mortas e não aderidas. Células aderidas eram destacadas 

com rodinhos de borracha próprios para cultura celular (Sarstedt Inc., Nümbrecht, Alemanha) 
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e, juntamente com as células vindas do sobrenadante, eram lavadas 2 vezes com PBS e 

ressuspendidas com tampão de lise (40 mM EDTA pH8, 50 mM Tris pH 8, 1% Triton). Com a 

adição de RNAse (20 µg/mL), a solução era incubada por 1 hora a 37ºC e novamente incubadas 

por cerca de 2 horas a 56 oC, após a adição de Proteinase K (100 µg/mL). Após esse período de 

incubação, o sobrenadante era tratado com o mesmo volume de fenol:clorofórmio (1:1) (Sigma, 

Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) por 2 vezes, centrifugado a 15000 rpm, por 5 minutos, 

a 4ºC e, finalmente, tratado com clorofórmio: álcool isopropílico (24:1) (Sigma), antes de ser 

incubado a -20ºC por aproximadamente 18 horas com 0,25 M NaCl mais 2 vezes o volume de 

etanol PA. Após este intervalo, centrifugava-se o sobrenadante por 15 minutos, a 15000 rpm, a 

4ºC por duas vezes, com lavagem com etanol 70%. Finalmente, retirava-se o etanol e deixava 

o precipitado secar em temperatura ambiente para posterior ressupensão em T.E. (10 mM Tris-

HCl, pH 8,0; 10 mM EDTA, pH8,0). 

Para visualizar a fragmentação do DNA, as amostras em T.E. eram quantificadas 

(GeneQuant, Amersham, GE Healthcare Biosciences, E.U.A.) e adicionava-se tampão de 

amostra (Promega, Madison, WI, E.U.A.) às aliquotas a serem aplicadas. As amostras, a uma 

concentração final de 1 µg/µL, eram aplicadas em gel de agarose 1,8% e a corrida no gel se 

dava a uma voltagem constante de 90V. Os géis eram analisados em transluminador de UV 

(Stratagene, Cedar Creek, TX, E.U.A.), visualisados e documentados com câmera (Vilmer 

Loumart, França) e foto-documentador (Vídeo Graphic Printer UP-890MD, Sony, Japão).  

3.12 – Indução de fragmentação de DNA em L. amazonensis 

Para a indução de apoptose nos parasitos foi utilizado o protocolo previamente descrito 

por HOLZMULLER et al. (2002). Brevemente, os parasitos na forma promastigota durante a 

fase estacionária eram contados na câmera hemocitométrica de Neubauer, como descrito acima, 

e seu número era ajustado em alíquotas de 1x108 parasitos. Estas alíquotas eram centrifugadas 

para a troca de meio de cultura adicionado com NaNO2 (nitrito de sódio) nas concentrações de 

2,5 mM e 5,0 mM. Os parasitos eram incubados, então, por 4 horas. Após este intervalo, as 

células eram coletadas e realizava-se a extração de DNA genômico, como descrito 

anteriormente para macrófagos. 
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 Figura 3 – Gates representativos para análise de eventos em experimentos realizados por 

citometria de fluxo. A – Núcleos de macrófagos em experimentos de hipodiploidia. População 

de núcleos selecionada por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), eliminando artefatos e restos 

celulares (painel da esquerda). Em seguida, era feita seleção para a eliminação de elementos de 

baixa fluorescência (painel da direita). B – População de macrófagos íntegros para experimentos 

de permeabilidade celular e exposição de fosfatidilserina (PS). Seleção da população de 

macrófagos selecionados por FSC e SSC.  
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3.13 – Detecção da permeabilidade da membrana plasmática e da exposição de PS 

em macrófagos infectados 

A perda da integridade da membrana foi determinada pela marcação com iodeto de 

propídio (PI), enquanto a avaliação da exposição de PS foi acessada pela marcação com 

Anexina V-FITC (AnnV), que se liga especificamente a esse fosfolipídeo. Para o preparo das 

células para marcação com PI apenas ou juntamente com Anexina V-FITC foi adaptado o 

protocolo descrito por CATELAS et al., 2005.  

De maneira sucinta, células aderidas em placas de 6 poços, infectadas ou não com L. 

amazonensis, foram gentilmente removidas com rodinhos próprios para cultura celular, 

centrifugadas, lavadas com meio RPMI gelado duas vezes e mantidas em suspensão em tubos 

de 5 mL de polipropilenos (Sarstedt) a 34 ºC com 5% CO2, por cerca de 18 horas, para a 

recuperação de danos à membrana celular. A marcação com AnnV (BD Bioscience 

Pharmingen) foi realizada de acordo com o fabricante e a contra marcação foi realizada com PI 

(Promega). Brevemente, as células eram centrifugadas e lavadas duas vezes com PBS gelado e 

ressuspendidas com tampão de ligação (10 mM HEPES/NaOH pH 7.4, 140 mM NaCl and 2.5 

mM CaCl2) para uma concentração final de 1x106 células por mL. Dessa suspensão celular 

eram transferidos 100 µL (ou 1x105 células) para tubos menores, onde se adicionava 5 µL da 

Anexina – FITC (PharMingen) e 10 µL de solução estoque de PI (50 µg/mL) e incubava por 15 

minutos. Logo em seguida, 400 µL do tampão de ligação eram adicionados em cada tubo, e 

eram analisados no citômetro de fluxo (FACScan) imediatamente, para evitar perda de 

fluorescência. As amostras permaneciam protegidas da luz em todas as etapas após a incubação 

com Anexina V- FITC. Ao menos 10,000 eventos eram salvos em cada amostra. Análises foram 

realizadas pelo software FlowJo (TreeStar). Gate representativo da seleção da população de 

macrófagos pode ser visualizado na Fig. 3B.  

 

3.14 – Análise por Western Blotting 

Os macrófagos aderidos, infectados ou não, eram coletados das placas de cultura com o 

auxílio de rodinhos de borracha próprios para cultura celular (Sarstedt Inc.) lavados com PBS 

e os extratos celulares eram obtidos por homogeinização com tampão de lise [1% (v/v) Triton 
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X-100, 100 mM/L Tris/HCl, pH 8.0, 10% (v/v) glicerol, 5 mM/L EDTA, 200 mM/L NaCl, 1 

mM/L ditiotreitol, 1 mM/L fluoreto sufonil fenilmetil, 25 mM/L NaF, 2.5 g/mL leupeptina, 5 

g/mL aprotinina, e 1 mM/L ortovanadato de sódio] e centrifugação a 13,000 rpm por 10 minutos 

a 4 oC. As amostras eram conservadas a -20oC até o momento de uso. A quantificação de 

proteína era determinada pelo ensaio do reagente de Bradford (Bio-Rad). Os extratos (20 µg) 

eram separados em géis de 12,5% por SDS-PAGE e transferidos para membranas de 

nitrocelulose (Bio-Rad), no gelo, a 100V por 90 minutos, e lavadas com água destilada. As 

membranas eram bloqueadas por 2 horas a 4oC com TBS contendo 5% (w/v) de leite desnatado 

e 0,1% Tween-20, lavadas com TBS contendo 0,1% Tween-20 (TBST) e incubadas por 

aproximadamente 18 horas a 4oC com o anticorpo anti caspase-3 (#9695, Cell Signalling), em 

diluição de 1:1000. A membrana era lavada com TBST e incubada com anticorpo anti-coelho 

conjugado com peroxidase (1:3000) (#7074, Cell Signalling). As membranas eram então 

lavadas com tampão de bloqueio, seguidas por lavagens com TBST e, por fim, com TBS, todas 

por 3 vezes por 5 minutos. As bandas imunorreativas eram visualizadas utilizando o sistema de 

detecção ECL, como descrito pelo fabricante (GE Healthcare). O anticorpo anti--actina era 

utilizado como controle endógeno, na diluição de 1:5000 (A5316, Sigma Chemicals), com 

anticorpo o secundário anti-camundongo conjugado com peroxidase 1:3000 (sc-2005, Santa 

Cruz Biotechnology), diluição final. 

 

3.15 – Detecção de ativação de Caspase 8 e 9  

A ativação das caspases 8 e 9 foram detectadas utilizando Caspase-Glo® 8 Assay e 

Caspase-Glo® 9 Assay (Promega), respectivamente, de acordo com o fabricante. 

Rapidamente, as células eram cultivadas em placas de 96 poços e infectadas como 

descrito anteriormente. Após tempos de infecção fixos, o reagente preparado previamente era 

adicionado às amostras e homogeneizados gentilmente. O reagente causa a lise celular e, com 

a clivagem do substrato presente na solução pelas caspases ativas, emite um sinal luminescente. 

Após incubação por uma hora em temperatura ambiente, os sobrenadantes eram transferidos 

para placas de 96 poços específicos para o luminômetro (Nalgene Nunc) para a avaliação da 

luminescência utilizando o luminômetro (Packard - Luminocount). O sinal gerado é 

proporcional à quantidade de atividade de caspase presente e os resultados são expresso em 

Unidade Relativa de Luz (R.L.U.) 
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3.16 – Análises Estatísticas 

Os resultados são apresentados como média ± DP ou EPM, conforme descrito. Cada dois 

grupos foram analisados por teste t de Student. Valores de P < 0,05 foram considerados 

significantes. As análises foram realizadas utilizando GraphPrism 5.0 software para Windows 

(GraphPad).  

 



42 

 

4 – RESULTADOS  

4.1 – Curso de infecção in vivo e in vitro com formas promastigotas de L. amazonensis 

ou L. guyanensis  

Há muito, estudos experimentais e epidemiológicos têm mostrado que diferentes espécies 

de Leishmania causam diferentes formas de doença. Essas diferenças são facilmente 

demonstradas nos modelos murinos de infecção, particularmente nas linhagens de 

camundongos C57BL/6 e BALB/c. Aqui, foram comparadas estas linhagens para as duas 

espécies de Leishmania utilizadas neste trabalho, L. amazonensis e L. guyanensis, quanto à 

infecção in vivo, na pata, com acompanhamento semanal da lesão (Fig. 4A e B) e in vitro em 

macrófagos peritoneais (Fig. 4C-H).  

Como esperado, camundongos BALB/c são completamente suscetíveis a L. amazonensis, 

com uma lesão crescente com o tempo. Incapazes de controlar a infecção, esses animais têm 

que ser sacrificados na 10ª semana de infecção (Fig. 4A) devido ao tamanho das lesões 

necrosantes. Camundongos C57BL/6 são menos suscetíveis à infecção, iniciando com uma 

lesão comparável à do BALB/c, mas capazes de conter o crescimento da lesão (Fig. 4A). Já está 

bem descrito que C57BL/6 não são completamente capazes de controlar a infecção por L. 

amazonensis, levando a uma infecção crônica. Por outro lado, tanto BALB/c quanto C57BL/6 

são capazes de controlar a infecção por L. guyanensis, embora com um curso de infecção 

diferente entre as linhagens (Fig. 4B). Camundongos BALB/c apresentam edema discreto a 

partir da 5ª semana, que regride até uma ausência completa de lesão mensurável na 20ª semana, 

enquanto que animais C57BL/6 não apresentaram qualquer lesão no mesmo período.  

A infecção in vitro segue um padrão coerente com a infecção in vivo. Na proporção de 

10:1 parasitos:célula, macrófagos peritoneais de ambas as linhagens apresentam uma 

porcentagem de infecção em torno de 80% quando infectados com L. amazonensis, que se 

mantém constante até o período observado de 96 horas de infecção (Fig. 4C). O número de 

parasitos, no entanto, aumenta de uma média de 5-6 parasitos após 24 h, para cerca de 9 após 

96 h em macrófagos de BALB/c, mas se mantém estável em macrófagos de C57BL/6 (Fig. 4E). 

Em contrapartida, nas mesmas condições, a infecção com L. guyanensis se apresenta com 

porcentagem e média de parasitos similares à infecção por L. amazonensis no tempo de 24 h 

mas com uma redução para 30-40% de células infectadas (Fig. 4D) e 3 a 4 parasitos por célula 

(Fig. 4F) em ambas as linhagens em 48 h, que persistem até 96 h. O índice de infecção (Fig. 4G  
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e H) permite uma aproximação do número total de parasitos na infecção. 

Imagens das infecções em diferentes tempos (Fig. 5A e B) também demonstram que as 

infecções são bastante distintas por L. amazonensis e L. guyanensis. Amastigotas (setas pretas) 

da primeira espécie ocupam vacúolos amplos (Fig. 5A), ausentes na infecção por L. guyanensis 

(Fig. 5B). Foram detectadas, com frequência, células em processo de morte celular com núcleos 

condensados (setas verdes), característicos de apoptose, particularmente na infecção com L. 

amazonensis, e restos celulares (setas amarelas), que lembram necrose, contendo amastigotas, 

principalmente na infecção por L. guyanensis. Em alguns campos analisados na infecção por L. 

amazonensis foi possível observar o que aparentam ser células apoptóticas recém fagocitadas, 

ou aderidas a macrófagos viáveis (setas vermelhas). Em contrapartida, na infecção por L. 

guyanensis, particularmente a partir de 48 horas, era frequente observar amastigotas livres 

(setas pretas). 

 

 

 

  

Figura 4 – Progressão da lesão em camundongos infectados com L. amazonensis ou L. 

guyanensis e infecção in vitro de macrófagos peritoneais. 1x10
6
 promastigotas em fase 

estacionária de cultivo de L. amazonensis (A) e L. guyanensis (B) foram utilizados para a 

infecção das patas traseiras de camundongos BALB/c (círculos abertos) e C57BL/6 (círculos 

fechados). A progressão da lesão foi medida semanalmente e a espessura da lesão é expressa 

pela diferença da pata infectada com a pata não infectada. Barras representam média  EPM 

(erro padrão da média) de 5 animais. Diferenças significantes indicadas entre os grupos, com P 

< 0,05, está representada por *. Em infecções in vitro, os macrófagos eram infectados com L. 

amazonensis (C, E e G) ou L. guyanensis (D, F e H), como descrito em Material e Métodos. 

Células infectadas foram contadas e as porcentagens eram obtidas (C e D), juntamente com o 

número médio de parasitos por macrófago infectado (E e F). Índice de infecção (G e H) foi 

obtido multiplicando a porcentagem de células infectadas por número de parasitos por célula. 

Barras representam média ± DP (desvio padrão) de três a seis experimentos independentes, 

dependendo do tempo de infecção. As diferenças estatísticas significantes entre valores do 

mesmo grupo comparadas ao ponto de 24h (P < 0,05) são representados por #. 
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 4.2 – Infecção in vitro com L. guyanensis, mas não com L. amazonensis, causa perda 

da integridade da membrana plasmática tanto em macrófagos de BALB/c, quanto de 

C57BL/6 

Para confirmar se essas espécies de Leishmania causam a morte da célula hospedeira in 

vitro, macrófagos infectados foram incubados com iodeto de propídio (PI) e a permeabilidade 

dessas células era avaliada por citometria de fluxo (Fig. 6). A integridade da membrana celular, 

tanto de macrófagos de BALB/c, quanto de C57BL/6, infectados com cada uma das espécies 

apresenta padrões distintos à medida que a infecção progride. L. guyanensis claramente causa 

perda da integridade da membrana, induzindo uma morte significante das células já com 24 h 

de infecção, culminando com a maioria das células de BALB/c permeáveis com 72 h e já com 

48 h de infecção em macrófagos de C57BL/6. Contudo, esse perfil não é observado na infecção 

com L. amazonensis. Apesar de células infectadas por L. amazonensis também apresentarem 

perda de integridade da membrana celular com 24 h de infecção em macrófagos de C57BL/6, 

esta espécie parece impedir que a célula hospedeira perca a integridade da membrana em 

macrófagos de ambas as linhagens murinas no tempo de 72 h, cujos valores ficam ainda 

menores do que de células não infectadas. 

O próximo passo foi investigar outros aspectos da morte celular das infecções por L. 

amazonensis e L. guyanensis. Inicialmente, foram utilizadas três características que auxiliam 

na identificação de morte programada por apoptose: a perda de DNA nuclear, degradação do 

DNA em padrão “escada” e a exposição de PS. 

  

Figura 5 – Infecção in vitro de macrófagos por L. amazonensis e L. guyanensis. Macrófagos 

peritoneais de BALB/c (esquerda) ou C57BL/6 (direita) eram infectados com L. amazonensis 

(A) ou L. guyanensis (B). Após tempos indicados no canto esquerdo, as células eram coradas e 

analisadas. Imagens capturadas com 48 horas de infecção, em aumento de 1000x. Setas pretas 

– amastigotas; setas verdes – estruturas apoptóticas (núcleos condensados ou remanescentes de 

corpos apoptóticos); setas amarelas – estruturas remanescentes de células lisadas; setas 

vermelhas – estruturas remanescentes de células apoptóticas aparentemente fagocitadas. 
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Figura 6 – Morte de macrófagos infectados in vitro com L. amazonensis ou L. guyanensis. 

Avaliação da internalização de PI (PI+) de células não infectadas (N.I.), infectadas com L. 

amazonensis, ou com L. guyanensis. O painel superior apresenta dados obtidos com a infecção 

de macrófagos peritoneais de BALB/c e o painel inferior de C57BL/6. Os valores representam 

porcentagem de células PI positivas na cultura ao longo dos tempos descritos. Barras 

representam média  EPM de pelo menos quatro experimentos. As diferenças significantes 

indicadas entre os grupos, com P < 0,05, está representada por *. 
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4.3 – Infecção in vitro por L. amazonensis, mas não por L. guyanensis, causa perda e 

fragmentação do DNA do núcleo da célula hospedeira 

A eventual perda do DNA nuclear de macrófagos infectados foi avaliada por marcação 

dos núcleos com PI e quantificação por citometria de fluxo. Essa avaliação é baseada no 

princípio que células apoptóticas têm seu DNA parcialmente degradados devido a ativação da 

endonucleases CAD, acarretando na liberação de pequenos fragmentos do núcleo para o 

citoplasma, levando à hipodiploidia da célula. Consequentemente, a marcação dos ácidos 

nucleicos com PI emite fluorescência proporcional ao conteúdo nuclear de DNA (RICCARDI 

& NICOLETTI, 2006). A figura 7 mostra a porcentagem de núcleos hipodiplóides de 

macrófagos após infecção com Leishmania. Surpreendentemente, foi observado que L. 

guyanensis induz uma perda de DNA pequena em ambas as linhagens murinas, enquanto L. 

amazonensis induz uma perda substancial, um sinal de que as células infectadas com L. 

amazonensis deveriam realmente estar morrendo por apoptose, como observado por 

microscopia óptica. Como nesse experimento apenas os núcleos de macrófagos são 

selecionados por tamanho para a citometria, fica claro que a apoptose ocorre nas células 

hospedeiras e não no parasito. Histogramas da quantificação de fluorescência de um 

experimento representativo estão mostrados na figura 7A, com a porcentagem de células 

hipodiplóides na figura 7B. 

A clivagem de DNA dada pela ação da CAD, que ocorre durante a morte por apoptose, 

apresenta o chamado “padrão escada”, pois gera fragmentos de 180-200 pares de base (bp) e 

múltiplos, correspondente ao tamanho dos nucleossomos. Por outro lado, o DNA de células 

necróticas se apresenta como um rastro, uma vez que a quebra ocorre de maneira aleatória, sem 

qualquer forma de padrão ou organização. Para confirmar se o DNA de macrófagos infectados 

estava sendo fragmentado com esse padrão, este foi extraído para e analisado por eletroforese 

em gel de agarose. 

Corroborando com os resultados de hipodiploidia, é possível observar a degradação 

internucleossômica em macrófagos infectados com L. amazonensis em ambas as linhagens de 

camundongos (Fig. 8 A e C). L. guyanensis não induz fragmentação de DNA em “escada” nas 

células hospedeiras de BALB/c ou C57BL/6 (Fig. 8B e D), apesar de ser visível um leve rastro 

em amostras de macrófagos de BALB/c infectados (Fig. 8B). A fragmentação induzida por L. 

amazonensis pode ser observada em tempos iniciais como 6 horas de infecção, como observado 

em BALB/c (Fig. 8A) que se estende até as 72 h (Fig. 8A e C). De fato, resultados obtidos pelo  
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Figura 7 – Perda de DNA nuclear de células de BALB/c ou C57BL/6 infectadas com L. 

amazonensis ou L. guyanensis. Histogramas de fluorescência de macrófagos peritoneais de 

camundongos BALB/c (A, painel superior) ou C57BL/6 (A, painel inferior) infectados com 

L. amazonensis ou L. guyanensis. Após os intervalos indicados as células eram lisadas com 

tampão hipotônico contendo PI e os núcleos de células de culturas infectadas eram 

comparados os com núcleos de células de culturas não infectadas (N.I.). (B) Porcentagem de 

células com núcleos hipodiplóides. Experimento representativo, em duplicata. Barras 

verticais representam média  EP (erro padrão). 
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ensaio TUNEL demonstram que a fragmentação de DNA já pode ser observada com apenas 3 

horas de contato do parasito com o macrófago (DAMATA, 2007).  

Para confirmar a origem do DNA fragmentado e determinar se o “padrão escada” 

observado poderia ser do parasito, promastigotas em fase estacionária de L. amazonensis foram 

incubadas com diferentes doses de NaNO2 que induz morte celular apoptótica em L. 

amazonensis, como já descrito (HOLZMULLER et al., 2002). Embora o DNA de Leishmania 

tenha sido fragmentado, particularmente na dose de 5 mM de NaNO2, este se apresentou com 

um padrão em rastro, bem distinto do observado em células infectadas (Fig. 8E). As duas bandas 

observadas nas canaletas podem ser minicírculos pertencentes ao kDNA dos parasitos 

(SAVILL & HIGGS, 1999; ZANGGER et al., 2002). Este resultado indica que os fragmentos 

típicos de apoptose de 200 pb ou múltiplos observados anteriormente são provenientes do DNA 

do macrófago, corroborando com os resultados da hipodiploidia avaliada por citometria de 

fluxo. 

 

4.4 – Infecção in vitro com L. amazonensis, mas não com L. guyanensis, causa 

exposição de fosfatidilserina (PS) em macrófagos. 

Uma característica chave das células em apoptose é a exposição de PS no folheto externo 

da membrana plasmática que, em células viáveis, está presente predominantemente no folheto 

interno. Seu deslocamento para o folheto externo está associado a sinais para a fagocitose da 

célula apoptótica e é detectada já em momentos iniciais da indução da morte programada 

(MADERNA & GODSON, 2003; MARTIN et al., 1995). Para detectar a exposição de PS em 

macrófagos, as células, infectadas ou não, foram marcadas com o ligante específico Anexina 

V-FITC, e contra-marcação com PI para determinar integridade da membrana celular. Em 

concordância com os resultados anteriores, um número substancial de macrófagos infectados 

com L. amazonensis sofre apoptose, tanto os de BALB/c quanto os de C57BL/6 (Fig. 9). É 

curioso que durante os tempos de 24 h e 48 h, cerca de o dobro de macrófagos de C57BL/6 

expõem PS quando comparados ao BALB/c. Quase nenhuma célula infectada com L. 

guyanensis expõe PS além do observado no controle não infectado, mostrando que a 

permeabilidade detectada em macrófagos infectados (como anteriormente mostrado na figura 

6) não é por morte apoptótica. 
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Figura 8 – Fragmentação de DNA observada em gel de agarose. Macrófagos de camundongos 

BALB/c (A e B) ou C57BL/6 (C e D) eram infectados com L. amazonensis (A e C) ou L. 

guyanensis (B e D). DNA era extraído após tempos indicados na parte superior de cada gel. 

Promastigotas em fase estacionária de L. amazonensis (E), após indução de fragmentação de 

DNA com NaNO
2
 nas concentrações indicadas (2,5 mM e 5,0 mM), ou não, o DNA era extraído 

para análise. Gél de 1.8% agarose. P – Padrão de peso molecular 100pb base (bp); N.I.- não 

infectado; La – L. amazonensis; Lg – L. guyanensis; C – controle de fragmentação.  Experimentos 

representativos.  
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Na figura 9A mostramos um experimento representativo apresentado em dot plots, onde 

é possível observar as alterações de tamanho e granulosidade nas populações infectadas ao 

longo do tempo, que também corroboram as outras análises da morte celular. A redução do 

tamanho e o aumento da granulosidade podem indicar encolhimento da célula e condensação 

da cromatina, respectivamente (CATELAS et al. 2005). A figura 9A apresenta as populações 

selecionadas delimitadas pelos gates utilizados para a análise de marcação com AnnV e PI. 

Nesses gates é visível uma população mais homogênea nas células não infectadas, quando 

comparadas às infecções por ambas espécies de Leishmania. A infecção gera uma redução do 

tamanho das células (FSC) e um aumento em sua granulosidade (SSC) dependentes de tempo. 

Essas mudanças já podem ser indicativas de morte celular. Com o aumento do tempo de cultura, 

tanto FSC como SSC reduzem, o que pode refletir a presença de corpos apoptóticos. A redução 

de FSC, porém, também pode caracterizar células que sofreram danos mecânicos, núcleos 

isolados ou células necróticas (CATELAS et al., 2005). 

Na figura 9B podemos acompanhar as alterações na expressão de PS na membrana e o 

aumento da permeabilidade ao PI. Os macrófagos de ambas as linhagens infectados com L. 

amazonensis apresentam uma “migração” da população de células viáveis (duplo negativas, 

quadrante inferior esquerdo) para células apoptóticas (AnnV positivas, PI negativas, quadrante 

inferior direito). Em contrapartida, a infecção com L. guyanensis acarreta em uma “migração” 

de células viáveis diretamente para a população de células consideradas necróticas ou em 

necrose secundária (duplo positivas, quandrante superior direito). Os dados apresentados na 

figura 9C mostram apenas as células AnnV positivas/PI negativas uma vez que células duplo 

positivas podem representar células não só em fase tardia de apoptose (denominadas necrose 

secundária), mas também células que sofreram danos maiores à membrana celular (VERMES 

et al., 2000; SUSKA et al., 2005). 

Para verificar se a exposição de PS em células infectadas com L. amazonensis ocorreria 

em infecções de menores proporções parasitos:macrófago, mais próximos de uma infecção 

natural, os macrófagos de BALB/c também foram incubados na proporção de 2:1. A figura 10A 

mostra as populações de macrófagos nas diferentes proporções de parasitos:macrófago, em 

relação ao tamanho e granulosidade. Pode-se observar o aumento da granulosidade das células, 

observada anteriormente (Fig. 9B), que acompanha a quantidade de parasitos infectantes. 
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Figura 9 – Exposição de fosfatidilserina em macrófagos após infecção com L. amazonensis 

ou L. guyanensis. Os macrófagos de BALB/c (painéis superiores) e C57BL/6 (painéis inferiores) 

eram infectados, ou não, com L. amazonensis ou L. guyanensis e marcados com Anexina V-FITC 

(AnnV) e iodeto de propídeo (PI) nos tempos acima indicados. A – Dot plots de experimentos 

representativos indicando as populações de macrófagos. B – Quantificação de PI e AnnV, com 

representação dos macrófagos não infectados (N.I.), infectados com L. amazonensis, ou com L. 

guyanensis. C- Porcentagem das células em momentos iniciais de apoptose (AnnV positivas/PI 

negativas). As barras representam média  E.P.M. de 04 experimentos independentes. As 

diferenças significantes indicadas entre os grupos, com P < 0,05, estão representadas por *. 
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Como mostrado na figura 10B, a infecção com número reduzido de parasitos também 

acarreta no aumento de células AnnV positivas/PI negativas. Infecção com 2:1 

parasitos:macrófago mostra um aumento progressivo, embora discreto e reduzido, de células 

apoptóticas, iniciando nesse experimento representativo com aproximadamente 6,5% das 

células AnnV positivas/ PI negativas em 24 h, e finalizando com um cerca de 27% em 72 h. 

Em células não infectadas se observa cerca de 10% e 10,5% nos tempos de 24 h e 72 h, 

respectivamente. As porcentagens observadas nos tempos 24 h e 72 h em células infectadas 

com a proporção 10:1 foram de aproximadamente 20,5% e 48%, respectivamente. Pode-se 

observar também que, além de um aumento de células em fase inicial de apoptose (AnnV+/PI), 

não há um aumento de células mortas por necrose (AnnV-/PI+), quando comparados com 

valores obtidos no controle (N.I.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 10 – Exposição de PS e permeabilidade a PI em infecção de macrófagos de 

camundongos BALB/c com L. amazonensis em diferentes proporções. A – Tamanho e 

granulosidade de macrófagos de camundongos BALB/c após infecção com L. amazonensis. B – 

Exposição de PS e permeabilidade ao PI. Macrófagos eram infectados, ou não, com L. 

amazonensis em diferentes proporções parasito:macrófago (2:1 e 10:1). Após os intervalos 

indicados, as células eram coletadas e marcadas com Anexina V-FITC (AnnV) e iodeto de 

propídeo (PI) e imediatamente analisadas por citometria de fluxo, como descrito em Material e 

Métodos. Experimento representativo.  
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4.5 – Ativação de caspases -3, -8 e -9 por células apoptóticas infectadas com L. 

amazonensis 

A fragmentação de DNA observada em macrófagos infectados com L. amazonensis 

sugerem que a ativação da CAD pela caspase 3. Assim, a fim de verificar a ativação de caspase 

3, extratos proteicos de macrófagos de ambas as linhagens  de camundongos infectados, ou não, 

com L. amazonensis foram analisados por western blot. A visualização (fig. 11A), bem como a 

semi-quantificação por densitometria (fig. 11B), indicam claramente a ativação da caspase em 

macrófagos já com 4 horas de infecção, a qual permanece detectável por pelo menos 18 h ou 

24 h em BALB/c e C57BL/6, respectivamente. 

Para melhor elucidar a cascata de ativação da apoptose, também foi avaliada a ativação 

das caspases 8 (fig. 11C) e 9 (fig. 11D), que ativam a caspase 3 (fig. 2). A ativação de ambas 

foi observada em macrófagos infectados com L. amazonensis nas duas linhagens murinas. Nos 

períodos avaliados, o pico de ativação de ambas caspases é em torno de 14 h – 18 h de infecção. 

Por fim, resultados preliminares, apresentados na figura 12, sugerem que a ativação de 

caspase 8 ocorre não apenas na infecção pela cepa de L. amazonensis utilizada ao longo deste 

trabalho (PH8), mas também por uma segunda cepa de L. amazonensis (Ba199) testada. A cepa 

Ba199 aparenta seguir uma cinética similar à dos parasitos da cepa PH8, apesar de apresentarem 

uma ativação menor. Foi também observado que a ativação de caspase 8 aparenta ser específica 

para L. amazonensis, uma vez que não foi observada a ativação desta durante a infecção pela 

cepa de L. guyanensis utilizada ao longo deste trabalho (M4147) ou com uma segunda cepa 

(M1176) (Fig. 12).  
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Figura 11 – Detecção de ativação de caspases 3, 8 e 9 em macrófagos de camundongos 

BALB/c ou C57BL/6 após infecção com L. amazonensis. Macrófagos eram infectados com L. 

amazonensis, ou não (N.I.). Após os tempos indicados de infecção as células eram lisadas para a 

detecção de caspases. A – Detecção de caspase 3 por western blot. (-actina foi utilizada para 

quantificação), e B – Padronização das amostras por densitometria. C – Detecção de caspase 8 

ativada, em D – Detecção de caspase 9 por luminometria. Gráficos à esquerda representam 

macrófagos de BALB/c e à direita, C57BL/6. RLU – Unidade Relativa de Luz. Experimentos 

representativos.  
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Figura 12 – Detecção de ativação de caspase 8 em macrófagos de camundongos BALB/c ou 

C57BL/6 após a infecção com diferentes cepas de L. amazonensis e L. guyanensis. 

Macrófagos de BALB/c (painel superior) ou C57BL/6 (painel inferior) eram infectados, ou não, 

com L. amazonensis de duas cepas distintas (PH8 ou Ba199), ou com as cepas M4147 ou M1176 

de L. guyanensis. Dados preliminares representando a razão entre RLU de infectado por não 

infectado de dois experimentos independentes, em duplicata, combinados. 
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5 – DISCUSSÃO  

Neste trabalho foram apresentadas evidências de que L. amazonensis, mas não L. 

guyanensis, induz a apoptose clássica em macrófagos de camundongos BALB/c e C57BL/6, e 

que macrófagos fagocitam células infectadas com L. amazonensis. Além disso, levanta-se a 

hipótese de que a fagocitose das células infectadas apoptóticas pode auxiliar na propagação de 

parasitos pelo tecido, contribuindo para o fenótipo patogênico. 

Apesar dos modelos murinos serem bastante utilizados para compreender a resposta 

imunológica contra Leishmania e serem capazes de reproduzir sintomas apresentados nos seres 

humanos, nem todas as espécies de Leishmania sobrevivem e multiplicam dentro de 

macrófagos murinos. L. guyanensis é uma delas (SOUSA-FRANCO et al., 2006; Figs 4 D, F e 

H). De fato, além de não causar doença, já foi demonstrado que macrófagos murinos são 

capazes de eliminar parasitos desta espécie por intermédio de ROS produzidos por explosão 

respiratória induzida pela infecção (SOUSA-FRANCO et al., 2006). Aqui, foi demonstrado que 

a infecção por L. guyanensis causa necrose da célula hospedeira, com cerca de 40 a 50% dos 

macrófago9s apresentando permeabilidade da membrana celular já às 24 h, e alcançando cerca 

de 70% em 72 h (Fig. 6 e 9D). Conjuntamente, o índice de infecção reduz com o tempo (Fig. 

4H).  

Ao contrário do observado na infecção murina por L. guyanensis, a L. amazonensis é 

capaz de sobreviver, multiplicar e estabelecer a infecção in vivo (Fig. 4A) e in vitro (Figs. 4C, 

E e G). A porcentagem de macrófagos infectados in vitro em ambas as linhagens se mantém 

estável ao longo das 96 h observadas (Fig. 4C), com um índice de infecção maior em 

macrófagos de BALB/c do que em C57BL/6 (Fig. 4E e G). Quase não foram observados 

parasitos livres na infecção in vitro com L. amazonensis, como observado durante a infecção 

por L. guyanensis, mas é comum observar células com morfologia apoptótica carregando 

parasitos (Fig. 5A).  

A morte por apoptose foi confirmada com análises bioquímicas (Fig.7 a 11) e, apesar 

da alta taxa de células apoptóticas observadas, a permeabilidade da membrana celular mantem-

se reduzida (Fig. 6). Estes dados sugerem que as células apoptóticas são fagocitadas pelos 

macrófagos vizinhos antes de ocorrer a perda da integridade da membrana, acelerando a 

propagação das formas amastigotas para células saudáveis. Por outro lado, é interessante 

especular que a morte por necrose da célula hospedeira pode não ser um modo eficiente para a 
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propagação do parasito para outras células, e, eventualmente, as amastigotas de L. guyanensis 

livres dos macrófagos (como indicadas na Fig. 5B em ambas as linhagens) podem morrer 

quando fora das células hospedeiras. 

A morte de células infectadas por L. guyanensis evidenciada por um número maior de 

células permeáveis ao PI (Fig. 6), a observação de pouca ou nenhuma célula infectada expondo 

PS (Fig. 9), juntamente com a ausência da fragmentação de DNA (Figs. 7 e 8), mostram que a 

morte celular observada na Fig. 6 é necrótica e não apoptótica. É possível que a morte de 

macrófagos evidenciada possa ser resultado da explosão respiratória que ocorre nos macrófagos 

infectados, como já mostrado anteriormente (SOUSA-FRANCO et al., 2006), reduzindo não 

apenas os parasitos, como também algumas células infectadas. A perda da integridade da 

membrana plasmática poderia acarretar a liberação de substâncias intracelulares, que podem 

ser reconhecidas como alarminas e iniciar uma resposta da própria imunidade inata (TAYLOR 

et al., 2008). Isto poderia explicar como, com o passar do tempo, são observados menos 

parasitos dentro das células e uma porcentagem menor de células infectadas, como observado 

no início da infecção in vitro de macrófagos de BALB/c e C57BL/6 (Fig. 4B, D, F e H e Fig. 

5; SOUSA-FRANCO et al., 2006). 

Os indícios de apoptose nas células infectadas com L. amazonensis aqui apresentados 

incluem exposição de PS (Fig. 9 e 10), perda de DNA (Fig. 7) clivado em fragmentos do 

tamanho de nucleossomos (Fig. 8) e ativação de caspases (Fig. 11). Células expondo PS foram 

observadas 24 h após a infecção, e seu número aumenta com o tempo e proporção de 

parasitos:macrófago utilizados na infecção (Fig. 9 e 10). É interessante que a exposição de PS 

aumenta com o tempo, sendo maior em 72 h nas duas linhagens, quando a hipodiploidia já não 

é detectada (Fig. 7). Uma explicação para essa aparente contradição é que às 72 h os núcleos 

dos macrófagos estão bastante degradados e mais estruturas com conteúdo nuclear reduzidos 

são desconsiderados, logo menos eventos se inserem nos gates (Fig. 3A). Como PS é medido 

em células inteiras, a exclusão de corpos apoptóticos expondo PS pode ser minimizada em 

comparação à metodologia anterior. Isto é corroborado pela visualização de fragmentação de 

DNA com 72 h (Fig. 8A e C).  

Foi observado que células infectadas com L. amazonensis inicialmente induzem morte 

celular apenas em macrófagos de C57BL/6 (Fig. 5, painel inferior). Contudo, nos tempos de 48 

e 72 h ocorre uma inversão e, aparentemente, o parasito é capaz de proteger os macrófagos da 

morte celular por necrose (fig. 6) de ambas as linhagens de camundongos. Já foi demonstrado 
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que L. amazonensis é capaz de inibir a apoptose de células, após o tratamento com indutores de 

apoptose (RUHLAND et al., 2007). A sobrevivência e morte da célula hospedeira se mostra, 

assim, um equilíbrio delicado manipulado por essa espécie, uma vez que a sobrevivência da 

célula hospedeira é essencial para a sobrevivência do parasito e um descontrole pode reduzir as 

chances de uma infecção bem sucedida. Assim, L. amazonensis seria capaz de proteger células 

induzidas por estresse da morte celular, mas induzi-la em células saudáveis. Este mecanismo já 

foi sugerido por GETTI et al. (2008), que mostraram que infecções in vitro por L. aethiopica, 

L. tropica e L. major induzem apoptose em macrófagos humanos, com exposição de PS, 

permeabilização mitocondrial e ativação de caspase. 

A hipótese mais considerada para a liberação dos parasitos é o rompimento passivo da 

célula causada por uma superpopulação de amastigotas (FARAH et al., 1975; LIPOLDOVÁ & 

DEMANT, 2006; KAYE & SCOTT, 2011). RITTIG & BOGDAN (2000) descreveram também 

a liberação de amastigotas de L. major por um mecanismo similar à exocitose, com os vacúolos 

migrando para a periferia da célula hospedeira, liberando, com o tempo, os parasitos. As células 

hospedeiras, apesar de uma aparência mais fragilizada, não se rompiam. Recentemente, foi 

demonstrado que amastigotas de L. amazonensis podem ser transferidas de células infectadas 

para células vizinhas por extrusão do parasito (REAL et al., 2014). Embora a apoptose não 

tenha sido demonstrada nas células hospedeiras, alguns aspectos desse tipo de morte celular 

foram observados, como extrusão de parasitos liberados dentro de estruturas zeióticas contendo 

LAMP (lysosome-associated membrane protein) capazes de serem capturadas por macrófagos 

vizinhos, permitindo a propagação das amastigotas (REAL et al., 2014). Nossos resultados 

corroboram a suposição desses autores de que a apoptose das células infectadas deve ocorrer 

para que haja a transferência das amastigotas de célula infectadas para célula não infectadas. 

Esses dados também sustentam a hipótese da fagocitose entre macrófagos ser dependente da 

exposição de PS. Todavia, fagocitose de macrófagos infectados por macrófagos sadios ainda 

não havia sido demonstrada. As imagens obtidas de material fixado da infecção por L. 

amazonensis mostram macrófagos que parecem fagocitar as células infectadas em apoptose 

(Fig. 5A). Os resultados aqui obtidos mostrando apoptose em macrófagos infectados com L. 

amazonensis também estão de acordo com PROBST e colaboradores (2012), que descrevem 

um aumento na expressão de genes apoptóticos em macrófagos em resposta a infecção por L. 

amazonensis.  

A velocidade de exposição de PS em macrófagos de C57BL/6 é maior que em 

macrófagos de BALB/c (Fig 9), que aparenta ser o contrário do raciocínio que apoptose 
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contribui para progressões mais patogênicas. Contudo, outros sinais de apoptose como 

hipodiploidia, fragmentação de DNA e ativação de caspase não diferem consideravelmente 

entre as linhagens murinas, e de fato, em 72h a exposição de PS são comparáveis entre as 

linhagens. Também pode-se considerar que uma resposta inflamatória diferente entre as duas 

linhagens de camundongos contribua para fenótipos mais resistentes. Além do mais, e não 

menos importante, outros fatores como a resposta de células T, bem descrita como componente 

chave da progressão da doença, agem para conferir resistência ou suscetibilidade. Assim, é 

possível que in vivo a cinética de exposição de PS, um dos sinais iniciais de apoptose, não seja 

um fator preponderante em determinar uma diferença marcante que afete o grau de 

suscetibilidade a L. amazonensis observado nas duas linhagens de camundongos.  

A fragmentação típica em escada observada nos macrófagos infectados com L. 

amazonensis indicam a ativação da endonuclease CAD por caspase 3. Os resultados 

apresentados na figura 11A confirmam essa ativação, tanto para BALB/c, quanto para 

C57BL/6. A ativação da caspase 3 pode se dar por três vias de iniciação da apoptose: 

diretamente pela ação de granzima B, pela caspase 8 (ativada pela via extrínseca) ou pela 

caspase 9 (ativada pela via intrínseca ou pela caspase 8) (SIEGEL, 2006; TAYLOR et al., 

2008). A apoptose induzida pela infecção com L. amazonensis tem ativação tanto de caspase 8 

quanto caspase 9 (fig. 11C e D, respectivamente), demonstrando a participação das duas vias 

na apoptose induzida pela infecção de macrófagos murinos com L. amazonensis.  

A ativação de caspase 3 e a fragmentação de DNA são observadas com 4 h e 6 h, 

respectivamente (Figs. 11 A e 8 A). Pela intensidade de ambas, é provável que a ativação de 

caspase 3 e, consequentemente, a fragmentação de DNA, se inicie em momentos ainda mais 

precoces da infecção. Contudo, não foi observada a ativação das caspase 8 e/ou 9 antes de 14 h 

de infecção. Apesar da hierarquia canônica de ativação da cascata de caspases seguir a ordem 

das caspases 8 e 9 ativando a caspase 3, foi demonstrado recentemente que a ativação inicial de 

caspase 3 pode realizar um feedback pela caspase 8, aumentando a cascata de ativação 

(FERREIRA et al., 2012). É possível, então, que a ativação inicial da caspase 8, não detectada 

pela técnica de luminescência, pode se tornar mais mensurável após o feedback pela caspase 3. 

Também é possível assumir que essa discrepância pode ser devido a diferenças na sensibilidade 

dos métodos utilizados (western blot versus quantificação de luminescência). 

A apoptose também foi descrita in vitro em macrófagos murinos infectados com L. 

donovani ou L. infantum (DESCHACHT et al., 2012) e in vivo em macrófagos caninos 
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infectados com L. chagasi (VERÇOSA et al., 2012). Todas as espécies de Leishmania, tanto 

do Novo Mundo (L. amazonensis, L. chagasii), quanto do Velho Mundo (L. aethiopica, L. 

tropica, L. donovan e L. major), que foram demonstradas causar apoptose em células 

hospedeiras pertencem ao subgênero Leishmania. L. guyanensis, que não foi observado induzir 

apoptose, pertence ao subgênero Viannia. Outras espécies do subgênero devem ser investigadas 

na capacidade de induzir apoptose para verificar se essa habilidade seria um aspecto específico 

para o subgênero Leishmania.  

Durante a infecção por L. amazonensis, camundongos BALB/c apresentam uma mistura 

das respostas TH1 e TH2 (JI et al., 2002), enquanto os C57BL/6 possuem uma resposta mais 

voltada para TH1 (SOONG et al., 1997), mas que não está associada à proteção contra a infecção 

(VANLOUBBEECK et al., 2004). Foi demonstrado que amastigotas de L. amazonensis são 

capazes de internalizar e degradar moléculas de MHC de classe II das células hospedeiras (DE 

SOUZA LEÃO et al., 1995) e a infecção, tanto com promastigotas, quanto com amastigotas, é 

capaz de impedir ou retardar a maturação de células dendríticas infectadas (PRINA et al., 2004), 

resultando na produção reduzida de IL-12 (XIN et al., 2008). Esses fatores levam à uma menor 

ativação de macrófagos e células dendríticas que a observada em infecções por L. major ou L. 

braziliensis (SOONG, 2012). Uma provável consequência disto é a incapacidade dos linfócitos 

T CD4+ se diferenciarem em células efetoras, se tornando anérgicos, tanto em camundongos 

BALB/c (PINHEIRO et al., 2004), quanto em C3HeB/FeJ (RAMER et al., 2006). 

Adicionalmente, foi demonstrado que há um rápido e provisório acúmulo de células Treg na 

primeira semana de infecção com L. amazonensis, com a produção de TGF-β no local, sendo 

capaz de restringir a infecção neste período (JI et al., 2005). Recentemente, também foi 

observada a importância da indução de apoptose em linfócitos T CD4+ no baço durante a 

infecção por L. major (PEREIRA-MANFRO et al., 2014). Ao inibir a morte dessas células, via 

inibição de caspase 8, houve um aumento tanto na resposta TH1 (aumento de IFN-), quanto de 

TH2 (detectado pelo aumento de IL-4), o que levou a um melhor controle da infecção pelos 

camundongos. 

A fagocitose de células apoptóticas por macrófagos pode acarretar no aumento de 

substâncias como TGF-β1, prostaglandina E2 (PGE2) e fator de ativação de plaquetas (PAF), 

e reduzir a produção de citocinas anti-inflamatórias como IL-1β, IL-8 e TNF-α (FADOK et al., 

1998). Estudos anteriores mostram que promastigotas apoptóticas de L. major (van 

ZANDBERGEN et al., 2006) e L. amazonensis (WANDERLEY et al., 2009) auxiliam na 
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sobrevivência de parasitos viáveis, silenciando mecanismos efetores de fagócitos. A fagocitose 

de promastigotas apoptóticas tanto de L. major (van ZANDBERGEN et al., 2006) quanto de L. 

amazonensis (WANDERLEY et al., 2009) induz a produção de TGF- (BARRAL-NETTO et 

al., 1992; van ZANDBERGEN et al., 2006; WANDERLEY et al., 2009) e IL-10 (BALANÇO 

et al., 2001), ambas citocinas que inibem óxido nítrico (NO) (BARRAL-NETO et al., 1992). 

Promastigotas apoptóticas de L. major também inibem TNF- (van ZANDBERGEN et al., 

2006), citocina pró-inflamatória que estimula a produção de NO. FRANÇA-COSTA et al. 

(2012) demonstraram que L. amazonensis isolada de pacientes com leishmaniose difusa é 

associada com a presença de parasitos expondo PS. 

Da mesma forma, foi demonstrado que a fagocitose de neutrófilos apoptóticos por 

macrófagos de BALB/c (RIBEIRO-GOMES et al., 2004) ou humanos (AFONSO et al., 2008) 

infectados com L. amazonensis induzem um aumento da carga parasitária dependente da 

produção de TGF-1 e PGE2. É provável que a indução da apoptose em macrófagos por L. 

amazonensis também possa resultar na secreção de substâncias anti-inflamatórias, contribuindo 

para a permanência e multiplicação da forma amastigota na célula hospedeira e, 

consequentemente, auxiliando na determinação do curso da infecção. Infecções de L. 

amazonensis em camundongos C57BL/6 mostram, nas primeiras semanas, um aumento no 

recrutamento de macrófagos imaturos, incapazes de eliminar o parasito, facilitando o 

estabelecimento da infecção (SOONG et al., 1996; SOONG et al., 1997; GUERRA et al., 

2010). Uma razão para esta migração poderia ser a liberação de fatores quimiotáticos por 

células apoptóticas capaz de recrutar monócitos e macrófagos primários (LAUBER et al., 

2003).  

AFONSO et al. (2008) também demonstram que a ingestão de neutrófilos necróticos é 

capaz de reduzir a carga parasitária de células infectadas com L. amazonensis, com a produção 

de TNF-α, citocina capaz de ativar a produção de superóxido. A importância de espécies 

reativas do oxigênio para a eliminação de L. guyanensis por macrófagos in vitro já foi 

demonstrada (SOUSA-FRANCO et al., 2006) e a presença de macrófagos necróticos poderia 

explicar a redução da carga parasitária observada neste trabalho.  

A necrose está geralmente associada a respostas pró-inflamatórias (LABBÉ & SALEH, 

2008), porém sabe-se, atualmente, que a interação com células necróticas também pode gerar 

efeitos anti-inflamatórios similares à interação com células apoptóticas (KRYSKO et al., 2006), 

muitas vezes devido à presença de PS na célula necrótica (HIRT & LEIST, 2003). FADOK et 
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al. (2001) demonstraram que neutrófilos necróticos, mas não células T Jurkat, estimulam a 

produção de MIP-2 (macrophage-inflammatory protein 2), IL-8, TNF-α e IL-10. Este trabalho 

também mostra que a separação de neutrófilos lisados em frações de membrana e solúvel geram 

respostas inflamatórias diferentes, com a fração de membrana destas células agindo como 

células apoptóticas. Demostram, ainda, que a resposta inflamatória depende das substâncias 

apresentadas aos macrófagos, como as proteases, ácidos nucléicos e ATP, para definir o perfil 

de produção de citocinas pelos macrófagos. Estes dados podem ser uma razão pela qual a 

infecção por L. guyanensis, que induzem necrose nos macrófagos, um evento pró-inflamatório, 

não causa doença em camundongos BALB/c ou C57BL/6, e em seres humanos causa uma 

doença mais restrita que L. amazonensis. 

Por outro lado, também já foi demonstrado que a fagocitose de células apoptóticas pode 

ser pró-inflamatória, dependendo do micro-ambiente que a infecção ocorre. Apoptose de 

células via FasL é capaz de recrutar neutrófilos para o tecido e foi associada à rejeição de 

enxertos (HOHLBAUM et al., 2001) e suscetibilidade de camundongos infectados com L. 

major (RIBEIRO-GOMES et al., 2005). Foi demonstrado que a ativação de caspase 3 em 

células apoptóticas promove a secreção de fatores quimiotáticos, recrutando macrófagos 

primários e monócitos, assegurando a eliminação das células apoptóticas e evitando a necrose 

secundária (LAUBER et al., 2003). Inicialmente, há poucos macrófagos presentes no local de 

infecção e essa característica de natureza pró-inflamatória poderia ser um mecanismo para atrair 

mais fagócitos para eliminar uma grande quantidade de células apoptóticas antes da perda da 

integridade da membrana, que poderia induzir uma resposta inflamatória de proporções 

maiores. Corroborando com essa suposição foi demonstrado que células dendríticas que 

ingerem neutrófilos apoptóticos infectados com a bactéria Citrobacter rodentium secretam 

TGF-, IL-6 e IL-23, levando a diferenciação de células pró-inflamatórias TH17. Essa bactéria 

induz uma grande quantidade de células apoptóticas, e o bloqueio da apoptose causada durante 

a infecção reduz significativamente o número de TH17. Em contrapartida, quando fagocitam 

neutrófilos apoptóticos não infectados há a produção de TGF- e IL-10, o que leva à indução 

de células Treg, supressoras da resposta imune (TORCHINSKY et al., 2009).  

Concluindo, mostramos que L. amazonensis, capaz de induzir apoptose em macrófagos 

BALB/c e C57BL/6 in vitro nos primeiros momentos de infecção, causa doença e infecção 

persistente nesses hospedeiros. Ao mesmo tempo, L guyanensis, que não induz apoptose, é 

basicamente inofensiva para as duas linhagens in vivo e a infecção in vitro é reduzida. Essas 
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associações, juntamente com outros trabalhos da literatura, reforçam que a apoptose interfere 

no desenvolvimento das infecções. A indução de apoptose pode ser mais um mecanismo de 

evasão do parasito, em uma possível tentativa de reduzir a resposta local e/ou induzir uma maior 

migração de fagócitos para o local de infecção.  
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6 – CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS 

Com os dados apresentados, pode-se observar diferenças claras entre as infecções por 

L. amazonensis e L. guyanensis em macrófagos peritoneais de camundongos das linhagens 

BALB/c e C57BL/6 e a relação do tipo de morte celular induzida com a progressão da doença. 

Macrófagos infectados por L. amazonensis morrem por apoptose, confirmado pela perda 

parcial do conteúdo nuclear (hipodiploidia), fragmentação de DNA em padrão escada, 

exposição de PS no folheto externo da membrana plasmática e ativação das caspases 3, 8 e 9. 

Foi observado também que os corpos apoptóticos apresentam parasitos e são fagocitados por 

células vizinhas. 

Em contrapartida, células infectadas por L. guyanensis morrem por necrose, onde é 

observado um aumento da permeabilidade da membrana celular, e detecta-se células rompidas 

e parasitos livres. Não foi observado fragmentação de DNA em padrão escada, exposição de 

PS ou ativação de caspase. 

Como perspectivas para melhor compreender a relação da apoptose com o 

desenvolvimento da patologia durante a infecção por L. amazonensis, espera-se: 

- Analisar as citocinas e outras moléculas secretadas pelas células infectadas, para 

melhor entender o microambiente da infecção; 

- Determinar a se o mesmo ocorre quando a infecção se dá também com amastigotas, 

mostrando se este fenômeno é ocorre apenas no primeiro contato com o hospedeiro, ou se ocorre 

durante a propagação e perpetuação da infecção. 

- Detecção da apoptose em testes in vivo. 
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8 – ANEXO I – TRABALHO PUBLICADO 
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