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Papel da migração celular e de mediadores inflamatórios na infecção 

experimental por Leishmania sp 

 

RESUMO 

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), doença causada por protozoários do gênero 

Leishmania, é endêmica no Brasil e no Estado do Paraná. A LTA é uma doença que preocupa 

principalmente pelo desenvolvimento de lesões mutilantes na mucosa nasal, bucal e faríngea. 

Uma vez dentro dos macrófagos os antígenos processados e apresentados às células T, na 

dependência da espécie de Leishmania e da suscetibilidade do hospedeiro, determinarão uma 

resposta do tipo Th1 ou Th2, que resultará na produção de determinadas citocinas. O objetivo 

deste trabalho foi investigar in vivo, após a inoculação de Leishmania (Leishmania) 

amazonensis e Leishmania (Viannia) braziliensis em camundongos BALB/c, a participação de 

imunomoduladores no recrutamento de leucócitos e estabelecer uma relação entre a migração 

celular e a produção de mediadores inflamatórios frente à infecção por duas espécies distintas 

de Leishmania sp. Observou-se que a infecção por L. (L.) amazonensis estimulou com maior 

intensidade a migração de células em relação à infecção por L. (V.) braziliensis, com 

predomínio de neutrófilos, seguido de macrófagos nos grupos infectados com L. (L.) 

amazonensis, e predomínio de eosinófilos nos grupos infectados com L. (V.) braziliensis. Além 

disso, foi verificado que após a inoculação de L. (L.) amazonensis a PGE2 interferiu 

significativamente com os níveis de óxido nítrico TNF-α e IL-12. Observamos que 

possivelmente a PGE2 atuou como um regulador importante da resposta imune na fase inicial 

da infecção por Leishmania, induzindo a produção de óxido nítrico e IL-12, e regulando 

negativamente a migração celular, num processo cujo mecanismo pode estar interligado com a 

produção de TNF-α. 

Palavras-chave: Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) braziliensis, 

Mediadores inflamatórios e Migração celular.  
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Role of cell migration and of inflammatory mediators in experimental 

infection by Leishmania sp 

 

ABSTRACT 

American Cutaneous Leishmaniasis (ACL), a disease caused by protozoa of the genus 

Leishmania, is endemic in Brazil and the State of Paraná. The ACL is a disease that mainly 

concern by the development of crippling injuries in the nasal mucosa, oral cavity and 

pharynx. Once inside the macrophage antigens processed and presented to T cells, depending 

on the species of Leishmania and host susceptibility, require a response from Th1 or Th2, 

resulting in the production of certain cytokines. The objective of this study was investigate in 

vivo, after inoculation of Leishmania (Leishmania) amazonensis and  Leishmania (Viannia) 

braziliensis in BALB/c mice, the involvement of immunomodulators in the recruitment of 

leukocytes and establish a relationship between cell migration and production of mediators 

inflammatory front infection by two distinct species of Leishmania sp. It was observed that 

infection caused by L. (L.) amazonensis stimulated more the migration of cells in relation to 

infection by L. (V.) braziliensis, with a predominance of neutrophils followed by 

macrophages in the groups infected with L. (L.) amazonensis, and eosinophils in the groups 

infected with L. (V.) braziliensis. Furthermore, it was found that after inoculation of L. (L.) 

amazonensis PGE2 interfered significantly with the levels of nitric oxide TNF-α and IL-12. 

We found that PGE2 possibly served as an important regulator of immune response in the 

initial phase of Leishmania infection, inducing the production of nitric oxide and IL-12 and 

negatively regulates cell migration, a process whose mechanism may be linked to the 

production of TNF-α. 

 

Keywords: Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) braziliensis, 

inflammatory mediators and cell migration. 
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CAPÍTULO I 

 

1. DESCRIÇÃO DO PROBLEMA DE PESQUISA 

A leishmaniose tegumentar americana (LTA), causada por protozoários do gênero 

Leishmania é doença endêmica em vários Estados do Brasil, com número crescente de 

notificações nos últimos anos 
(1)

. No ano de 2008, 19.542 novos casos de LTA foram 

notificados, sendo 625 na região Sul e 540 no Estado do Paraná, onde a região Norte/Noroeste 

tem apresentado número crescente de notificações 
(2)(3)

. A LTA constitui um problema de 

saúde pública, não somente pela alta incidência e ampla distribuição geográfica, mas também 

pela possibilidade das lesões assumirem formas destrutivas, desfigurantes e incapacitantes, 

com grande repercussão no campo psicossocial do indivíduo 
(1)

, além do tratamento ser 

dispendioso para o Estado. Badolato et al. (4) e Rodriguez-Soza et al. (5) relataram que as 

lesões produzidas por Leishmania são caracterizadas, na fase inicial da infecção, pelo 

recrutamento de neutrófilos, eosinófilos e monócitos sanguíneos, através da expressão de 

receptores de quimiocinas CC, como o CCR1 e o CCR2, por estas células. Sabe-se também 

que enquanto a saliva do inseto transmissor (flebotomíneo) aumenta a quimiotaxia de 

macrófagos de camundongos 
(6)

, a lipofosfoglicana (LPG), principal componente de superfície 

da Leishmania, reduz a migração celular, enfatizando a propriedade desta molécula de 

prejudicar a resposta de fagócitos 
(7)

. Em experimentos in vivo, usando modelos de “air pouch”, 

foi observado que a injeção de Leishmania major e Leishmania donovani, leva a um rápido e 

transitório acúmulo de leucócitos 
(8)

. Nesse mesmo estudo os autores verificaram uma secreção 

aumentada de fator de necrose tumoral (TNF-α) e IL-1β após inoculação de L.major quando 

comparada com a inoculação de L. donovani. Estudos vem sendo realizados com o intuito de 

analisar a participação de moléculas de quimiocinas e integrinas no recrutamento de monócitos 

durante a inflamação em resposta a infecção por Leishmania 
(9)(10)

.  

Na fase inicial da infecção por Leishmania, como nas infecções em geral, existe uma 

complexa rede de imunomoduladores, tais como IL-8, IFN-γ, TNF-α, NO, IL-12, IL-4 e PGE2 

que podem atuar em conjunto ou separadamente no recrutamento celular e no direcionamento 

da resposta imunológica, seja ela Th1 ou Th2. Nesta fase, mediadores inflamatórios possuem 

papel importante no controle ou na progressão da doença. Os mecanismos que controlam a 

migração leucocitária para o reconhecimento e processamento do antígeno durante a infecção 
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ainda são indefinidos 
(11)

. Compreender melhor como funciona a complexa relação entre 

liberação de mediadores inflamatórios, recrutamento celular e espécie de Leishmania são 

fundamentais para esclarecer como ocorre o direcionamento da resposta inflamatória e, quem 

sabe, buscar alternativas para o tratamento da doença. 

2. HISTÓRICO  

A LTA é uma doença que acompanha o homem desde a antiguidade, existindo relatos 

e descrições encontrados na literatura desde o séc. I d.C. 
(12)(13)

. No Brasil, a natureza 

leishmaniótica das lesões cutâneas e nasofaríngeas, só foi confirmada, pela primeira vez, em 

1909, por Lindenberg, que encontrou formas de Leishmania idênticas a Leishmania tropica, 

leishmaniose do Velho Mundo, em lesões cutâneas de indivíduos que trabalhavam nas matas 

do interior do Estado de São Paulo 
(14)

. Em 1922, demonstrou-se pela primeira vez o papel do 

flebotomíneo na transmissão da LTA. Gaspar Vianna, por considerar o parasito diferente da L. 

tropica, o denominou de L. braziliensis, considerado o agente etiológico da "úlcera de Bauru", 

"ferida brava" ou "nariz de tapir" 
(15)

. 

No Brasil, até a década de setenta, todos os casos de LTA eram atribuídos a L. 

braziliensis. Com o aprimoramento das técnicas de análise e a intensificação dos estudos 

ecológicos e epidemiológicos, outras espécies foram descritas, sendo registradas até o 

momento seis espécies causadoras da LTA 
(12)(15)(16)(17)

. Entre estas, as mais importantes são a 

Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) guyanensis e a Leishmania 

(Viannia) braziliensis, sendo que a L.(V.) braziliensis é a que ocupa a maior área geográfica 

(18)
. 

Em 1993 a Organização Mundial de Saúde, considerou as leishmanioses como a 2ª 

doença, causada por protozoários de importância na saúde pública. A LTA é doença endêmica 

em todos os Estados do Brasil com número crescente de notificações nos últimos anos 
(1)

. No 

Estado do Paraná, esta dermatose também é endêmica, atingindo proporções epidêmicas em 

quase todos seus municípios, especialmente das regiões Norte/Noroeste 
(2)

. No Paraná as 

espécies freqüentemente encontradas nas lesões de pacientes são em sua maioria L. (Viannia) 

braziliensis e, em poucos casos L. (Leishmania) amazonensis.  
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3. LEISHMANIOSE 

A LTA é uma doença infecciosa, não contagiosa, causada por protozoários do gênero 

Leishmania, que acomete pele e mucosas; é primariamente uma infecção zoonótica, afetando 

outros animais além do homem, o qual podem estar envolvido secundariamente. O modo de 

transmissão habitual é através da picada de insetos que pode pertencer a várias espécies de 

flebotomíneos, de diferentes gêneros (Psychodopygus, Lutzomya). Os parasitos, do gênero 

Leishmania, são dimórficos, tendo a forma promastigota, extracelular, encontrada no inseto 

transmissor, convertendo-se em amastigota, forma intracelular, no macrófago. Promastigostas 

flagelados são inoculados no sítio da infecção através da picada do flebótomo e são englobados 

por células mononucleares perdendo seu flagelo e se transformando em amastigostas. As 

amastigotas sobrevivem e se replicam dentro dos fagolisossomos, podendo eventualmente 

causar manifestações clínicas da leishmaniose, como a formação de úlceras cutâneas até 

doenças viscerais potencialmente fatais. A LTA inclui a leishmaniose cutânea e leishmaniose 

mucosa.  Na apresentação cutânea da LTA, as lesões de pele podem caracterizar a forma 

localizada (única ou múltipla), a forma disseminada (lesões muito numerosas em várias áreas 

do corpo) e a forma difusa. Na maioria das vezes a doença apresenta-se como uma lesão 

ulcerada única. A apresentação mucosa da LTA é na maioria das vezes secundária às lesões 

cutâneas, surgindo geralmente, meses ou anos após a resolução das lesões de pele. Às vezes, 

porém, não se identifica a porta de entrada supondo-se que as lesões sejam originadas de 

infecção subclínica 
(17)

.  

Os macrófagos possuem mecanismos antimicrobianos e por isso alguns organismos 

intracelulares necessitam evadir-se para sobreviver. Durante a leishmaniose interações 

microbicidas entre parasita e células de defesa ocorrem em dois estágios. Primeiro, durante a 

fagocitose inicial de promastigotas o macrófago apresenta uma resposta oxidativa estimulada 

pelo evento fagocítico. Segundo, uma vez que a infecção pelas amastigotas foi estabelecida, a 

quiescência dos macrófagos pode ser ativada para potencialmente destruir a Leishmania 

intracelular 
(19)

. O interesse dos imunologistas em desvendar a susceptibilidade e/ou resistência 

a leishmaniose, estão nos estudos de infecção de macrófagos, infecção de L. major em 

camundongos resistentes e susceptíveis a infecção, definição de funções protetoras e não 

protetoras (citocinas, células Natural Killer, linfócitos Th1 e Th2, linfócitos B e certos 

antígenos) e capacidade de persistência no hospedeiro após a cura clínica. Para isto é 

extremamente importante conhecer os eventos que ocorrem inicialmente à infecção por 
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Leishmania, o recrutamento inicial de células para o sítio de inoculação do parasito e os 

mediadores inflamatórios envolvidos neste processo. 

4. RECRUTAMENTO CELULAR  

A resposta inicial, que tem início com a inoculação do parasito no sítio de infecção, 

pode direcionar a resposta imune local gerando diferentes formas clínicas da doença. A 

inflamação aguda pode ter destinos programados, incluindo progressão para fibrose crônica 

dos tecidos ou para a completa resolução da doença 
(20)

. Do ponto de vista imunopatogênico, a 

Leishmania ao ser introduzida na pele, pela picada do inseto, é rapidamente fagocitada pelos 

macrófagos através da interação com receptores CR3 e de glicoproteínas e açúcares, tais como 

a GP63 e o LPG, que estão presentes na membrana do parasito. Uma vez dentro dos 

macrófagos os antígenos processados e apresentados às células T, na dependência da espécie 

de Leishmania e da suscetibilidade do hospedeiro, determinarão uma resposta do tipo Th1 ou 

Th2. Portanto, um perfil de citocinas tipo Th1, como IL-2, IFN-γ, IL-12, estará presente em 

quantidades suficientes para regular a resposta imunológica, ativar os macrófagos e controlar a 

infecção ainda na pele. Todavia, se quantidades excessivas de citocinas tipo Th2 são 

produzidas, tais como IL-4 e IL-10, haverá uma menor ativação macrofágica e 

conseqüentemente aparecerão as formas clínicas da doença 
(21)

. 

Os neutrófilos são uma das primeiras células do sistema imunológico natural inato a 

infiltrar o tecido, seguindo um gradiente quimioatático, dos capilares periféricos para os 

tecidos, num processo denominado diapedesis. Estas substâncias quimiotáticas consistem em 

mediadores lipídicos endógenos, como os leucotrienos, e mediadores protéicos, incluindo as 

quimiocinas e citocinas 
(22)

. Em locais de infecção os macrófagos que encontram 

microorganismos produzem citocinas que ativam as células endoteliais das vênulas a 

produzirem moléculas de adesão (selectinas, integrinas) e quimiocinas. Os neutrófilos, 

monócitos e linfócitos sanguíneos utilizam essencialmente os mesmos mecanismos para migrar 

para os locais de infecção. Os fagócitos têm importante papel na defesa inicial, e seu 

recrutamento para o tecido infectado pode ser um evento crucial no controle de infecções como 

as leishmanioses 
(23)

.  

Estudos experimentais demonstraram que a infecção por Leishmania aumenta a 

sobrevida de polimorfonucleares (PMN), inibindo a apoptose espontânea. A atração inicial de 

PMN para o sítio de infecção pode estar associada com o desenvolvimento de doença 
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promovida por resposta Th2 em camundongos susceptíveis a L. major 
(24)

. O mecanismo do 

recrutamento inicial de PMN para o sítio de infecção não é bem compreendido. Tem sido 

demonstrado que promastigotas de Leishmania liberam fatores quimiotáticos solúveis que 

atraem PMN humanos, mas não células natural killer (NK) ou macrófagos. Além do mais, foi 

demonstrado que o contato com Leishmania induz a liberação de IL-8 por PMN, mas inibe a 

capacidade de PMN em produzir a quimiocina IP-10 (molécula associada com a atração e 

ativação de Ly Th1)
(25)

. As células NK têm papel importante na defesa do organismo contra a 

infecção por Leishmania. Na fase inicial da infecção, a ativação dessas células com a produção 

de IFN-y, promove o efeito protetor da resposta Th1 mediada por imunidade celular 
(26)

. 

O recrutamento celular na fase inicial da infecção por Leshmania é crucial no 

direcionamento da resposta imunológica do hospedeiro. Nesta fase, mediadores pró-

inflamatórios possuem papel essencial no controle ou na progressão da doença. No entanto, 

existem poucos estudos mostrando a participação de tais imunomoduladores na fase inicial da 

infecção por Leishmania.  

5. MEDIADORES INFLAMATÓRIOS: 

As citocinas para desempenharem suas funções dependem da ligação com receptores 

específicos na membrana celular. Normalmente, há a necessidade da ação de mais de uma 

citocina para o desenvolvimento de uma resposta imune, indicando que elas atuam em 

conjunto, formando uma rede complexa, na qual a produção de uma citocina influenciará a 

produção ou a resposta de outras.  

A resolução da inflamação é acompanhada pela atividade de mediadores predominates 

no exsudato. Inicialmente, mediadores, como as prostaglandinas e leucotrienos são gerados, 

ativando e amplificando sinais cardinais da inflamação 
(28)

. Células T exercem atividade anti-

leishmania através da produção de linfocinas como o TNFα e IFNγ 
(29)(30)(31)(32)

. Em modelos 

de infecção experimental, a incapacidade de controlar a doença correlaciona-se com defeitos na 

produção de INF-γ pelas células T e na falha em ativar macrófagos para destruir amastigostas 

intracelulares através de TNF-α, reativos do oxigênio (ROI) e óxido nítrico (NO)
(33)

. Em 

resposta ao sinal iniciado pela ativação destes fatores, células infectadas produzem moléculas 

microbicidas, como os intermediários reativos de oxigênio (ROI) e óxido nítrico (NO) 
(34)

.  
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O principal mecanismo de morte para as leishmânias, como também para outros 

parasitas intracelulares, depende da indução da óxido nítrico sintase induzível (iNOS) com a 

consequente produção de óxido nítrico. Muitos estudos têm mostrado que citocinas da resposta 

Th1 (IFN-γ, TNF-α, IL-18) induzem a expressão de NOS 
(35)(36)

. Contrariamente, citocinas Th2 

(IL-14, IL-13 e IL-10) diminuem a atividade leishmanicida de macrófagos humanos e de 

camundongos devido à baixa regulação da expressão de NOS 
(37)

.  

Estes dados revelam a importância dos mediadores pró-inflamatórios no 

direcionamento do tipo de resposta celular frente à leishmaniose. Será abordado o papel de 

alguns dos mais importantes mediadores pró-inflamatórios e sua função na reposta a infecção 

por Leishmania. 

5.1 Fator de necrose tumoral (TNF-α). O fator de necrose tumoral faz parte do grupo das 

citocinas que estimulam a reação de fase aguda. O TNF-α causa a morte apoptótica da célula e 

ainda relaciona-se com a inflamação, proliferação e diferenciação celular, sendo que seu papel 

mais importante é a regulação das células envolvidas na fase inicial do processo inflamatório. 

O TNF-α é produzido por diferentes células da linhagem monocítica/macrofágica, em resposta 

a determinados estímulos tóxico-infecciosos, induzindo a ativação e a estimulação celular, 

modulando mediadores inflamatórios, enzimas, proteínas de fase aguda, e ainda outras 

citocinas como as interleucinas IL-1, IL-6 e IL-8 
(38)

. Uma vez liberado nos tecidos ou na 

circulação, o TNF-α age sobre os neutrófilos aumentando à atividade fagocítica, a 

citotoxicidade e a produção do ânion superóxido e de H2O2, além de estimular a degranulação 

e a aderência dessas células ao endotélio 
(38)

. Ativa a fosfolipase A2 e desencadeia a produção 

de fator ativador de plaquetas (PAF), aumenta a síntese de catecolaminas, induz a febre e a 

expressão de antígenos de superfície das células endoteliais 
(39)

.  

O locus gênico do fator de necrose tumoral, incluindo os genes que codificam o TNF-α 

e TNF-β, vem sendo associado com inúmeras doenças, incluindo malária e leishmaniose. Foi 

demonstrado que o TNF-α pode mediar proteção inicial em modelos experimentais murinos 

como leihmaniose cutânea 
(32)

. Liew & Millott (40), mostraram que a atividade leishmanicida 

do TNF-α está diretamente relacionada com os níveis de nitrato (NO2
-
) no sobrenadante de 

culturas de macrófagos murinos incubados com Leishmania major. Neste mesmo estudo, 

relataram que o TNF-α, na presença de LPS, induz atividade leishmanicida de macrófagos e a 

produção de NO. Em macrófagos murinos, a atividade da NOS é induzida pelo 

lipopolissacarídeo (LPS), ou por citocinas como IFN-γ e TNF-α. O fator de necrose tumoral-α 
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tem mostrado ser o maior modulador da produção de NO por macrófagos infectados com T. 

cruzi 
(41)

. 

5.2 Interleucina 8 (IL-8). A interleucina 8 é produzida por uma enorme variedade de células 

(monócitos, linfócitos, células do endotélio ou epitélio, fibroblastos) em resposta a diferentes 

estímulos como o lipopolissacarídeo de bacilos gram-negativos e outras citocinas (TNF-α , 

IL1-β). A IL-8 é um potente quimiotático e ativador de neutrófilos. A infecção de monócitos 

humanos in vitro com L. major, na primeira hora de infecção, mostra grande produção de 

fatores quimiotáticos por monócitos e PMN, principalmente de IL-8 e MCAF (fator ativador 

quimiotático de monócito). A ativação seletiva de monócitos pela produção de quimiocinas 

sugere mecanismos de recrutamento celular durante o primeiro estágio de infecção pelo 

parasito 
(4)

. 

Peruhype-Magalhães et al. (42) mostraram aumento nos níveis plasmáticos de IL-8 em 

pacientes com leishmaniose visceral ativa, mostrando que a migração de diferentes 

subpopulações de leucócitos no desenvolvimento da resposta inflamatória na doença ativa pode 

ser devido à produção desta quimiocina. A IL-8, além de ser quimiotática para neutrófilos e 

participar da ativação de outras citocinas, ela também tem sido associada com a função anti-

apoptótica de neutrófilos induzida pela Leishmania. A indução de apoptose tanto na resposta 

imune inata como na adaptativa parece ser uma maneira de escape da defesa antimicrobiana do 

hospedeiro. Patógenos como Escherichia coli 
(43)

 e Cândida albicans 
(44)

 encontraram uma 

forma de induzir a apoptose de PMN. Em contraste, a inibição da apoptose de neutrófilos por 

patógenos intracelulares como o Toxoplasma 
(45)

 e a Theileria 
(46)

 podem conferir um “ninho”, 

uma maneira de driblar o sistema mediado por células e prolongar sua vida. A produção 

aumentada de IL-8 durante a fase inicial da infecção por Leishmania pode ser um dos 

mecanismos de ação usado pelo protozoário para inibir a apoptose espontânea de PMN. Os 

mecanismos moleculares que inibem o processo de apoptose ainda não é bem conhecido, no 

entanto vem sendo demonstrado que a L. major pode, após ser fagocitada por PMN, sobreviver 

intracelularmente nestas células 
(47)

, e que a IL-8 tem um papel importante nesta função 
(48)

. 

5.3 Reativos do Oxigênio (ROS). Durante a respiração mitocondrial, várias espécies reativas 

do oxigênio (ROS), principalmente o ânion superóxido (O2
-
), são formadas 

(49)
. Baixas 

concentrações de ROS estão geralmente presentes nas células e parecem estar implicadas em 

processos fisiológicos. Contudo, a superprodução de intermediários tóxicos do oxigênio pode 

danificar proteínas, lipídios e DNA, os quais eventualmente estão ligados com a morte 
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programada de células ou necrose celular 
(50)(51)

. Estudos têm demonstrado que a estimulação 

por ligantes em células não fagocíticas resulta no aumento intracelular de espécies reativas do 

oxigênio (ROS). Este fenômeno vem sendo observado em uma grande variedade de células e é 

estimulado por diversos ligantes, incluindo citocinas 
(52)(53)

. Nas células fagocitárias, a proteína 

GTP-ligante Rac2 parece ter um papel importante na função como oxidase 
(54)

. Similarmente, o 

requerimento de GTPases, incluindo Ras e Rac1, tem sido mostrado pela geração de ROS 

seguido pela estimulação por citocinas e fatores de crescimento 
(55)

. Os reativos de oxigênio 

podem participar de alguns aspectos da morte celular programada. Neste sentido, está sendo 

observada que a estimulação com o ligante Fas resulta em apoptose através da geração de O2
-  

(56)
.  

Promastigotas de Leishmania são sensíveis a morte quando expostas ao superóxido 

(O2
-
), e ao radical hidroxil (-OH) gerado a partir do peróxido de hidrogênio (H2O2) 

(57)(58)
. Dois 

importantes oxidantes derivados de macrófagos têm sido identificados como moléculas 

essenciais no controle da infecção por Leishmania. Durante o primeiro estágio da infecção é 

produzido superóxido (O2
-
) como parte do produto respiratório de macrófagos humanos e 

murinos em resposta a fagocitose 
(59)(60)

. O segundo oxidante anti-leishmania produzido por 

macrófagos em resposta ao TNF-α e IFN-γ é o NO, comentado anteriormente, mais efetivo 

contra amastigotas intracelulares. A produção de O2
-
 é catalisada por NADPH oxidase, através 

da transferência de elétron do NADPH para a molécula de oxigênio. Macrófagos contendo 

amastigotas intracelulares de L. donovani possuem respostas antimicrobianas danificadas, 

assim como a sinalização e expressão de marcadores na superfície celular 
(61)

. Isto pode ser 

explicado, em parte, pela ineficiente mobilização de Ca
+2

 e a danificação da fosforilação da 

proteína quinase C (PKC), eventos essenciais para ativação da NADPH oxidades e da 

fagocitose 
(62)

. Isto pode explicar a baixa produção de reativo de oxigênio em células 

infectadas, uma vez que, foi visto que a produção de O2
- 

depende da ativação da NAPH 

oxidase. A superóxido dismutase (SOD) é responsável por transformar O2
- 
em H2O2 e O2, e a 

catalase e a glutationa peroxidase é responsável pela conversão de H2O2 em água e oxigênio 

molecular 
(63)

. Paramchuk et al. (64), relataram que a superexpressão de SOD em parasitas, 

como a L. chagasi, confere reforço na proteção contra a geração de radicais livres do oxigênio.  

5.4 Óxido nítrico (NO). O óxido nítrico é um radical livre sintetizado endogenamente por 

vários tipos celulares. Apresenta um amplo espectro de ações fisiológicas entre as quais, ação 

parácrina no relaxamento da musculatura lisa, atividade neurotransmissora em vários sistemas 
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e envolvimento no processo inflamatório 
(65)(66)

. O NO é sintetizado pela conversão de L-

arginina em L-citrulina pela ação da enzima óxido nítrico sintase (NOS) 
(67)

. O iNOS , forma 

induzível, é a molécula que relacionada com o processo inflamatório 
(68)

. 

O NO gerado pela ativação de macrófagos murinos, é citotático ou citotóxico para uma 

variedade de patógenos, incluindo Leishmania major 
(69)

. A supressão da produção de NO 

durante a infecção por parasitas é comumente encontrada 
(70)

. O NO regula a resposta 

inflamatória e age como molécula efetora da citotoxidade de macrófagos invadidos por 

parasitas. Ao mesmo tempo, se produzido em excesso pode ser citotóxico não apenas para os 

parasitos invasores, mas pode atacar também células normais do próprio organismo. O balanço 

entre NO e citocinas é crucial na determinação do efeito do NO na defesa do organismo, pois a 

indução da expressão de iNOS é preferencialmente induzida por citocinas pró-inflamatórias. 

Os parasitos, em indivíduos resistentes, induzem a produção de citocinas, como IFN-γ, TNF-α 

e IL-1β, e os produtos de patógenos como os glicofosfatidilinositol (GPI), podem estimular a 

expressão de iNOS em células infectadas 
(71)

. Estes achados sugerem que o NO é parte integral 

da cascata de sinalização pela IL-12 e essencial para as funções da IL-12 na resposta imune 

inata. A rápida produção de NO, em resposta aos parasitos, pode capacitar a célula NK a 

responder a IL-12 e IFN-α/β levando a liberação de INF-γ e a citotoxicidade 
(70)

. Assreuy et al. 

(34), mostraram que a geração de NO por macrófagos murinos é essencial na morte da L. 

major. Os autores também mostraram que o tratamento com superóxido dismutase (SOD) e 

catalase proporcionou aumento nos níveis de NO2
-
, e aumento na tendência de morte de L. 

major. Existe diferença qualitativa entre macrófagos murinos e humanos, no entanto, os 

resultados obtidos mostraram claramente o envolvimento do NO na atividade citotóxica de 

macrófagos frente à infecção parasitária. 

5.5 Leucotrineos (LTs). Os leucotrienos pertencem a classe dos eicosanóides, derivados do 

metabolismo do ácido araquidônico pela ação da 5-lipoxigenase e outras enzimas. Possui 

várias atividades pró-inflamatórias, incluindo aumento da migração celular e broncoconstrição 

(28)
. Estes compostos foram assim chamados por terem sido identificados em leucócitos e por 

possuírem um grupamento trieno na sua estrutura. São formados a partir de um hidroperóxido 

(5-HPETE) o qual é transformado em LTA4 com a formação de um grupamento epóxido 

(oxigênio ligando os carbonos 5 e 6). Este é instável e pode sofrer hidrólise enzimática gerando 

o LTB4 ou então receber um resíduo de glutationa gerando o leucotrieno C4 (LTC4). 
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Ford-Hutchinson et al. (72), demonstraram que o LTB4 tem capacidade quimiotática 

para neutrófilos. Além da atividade quimiotática, o LTB4 também propicia aumento no número 

de polimorfonucleares em tecidos por inibir a apoptose 
(73)

. O LTB4 estimula várias funções de 

leucócitos, incluindo aderência, fagocitose 
(74)

, secreção de espécies reativas de oxigênio e 

liberação de enzimas lisosomais 
(75)

. A síntese de quimiocinas precisa de algumas horas para 

ser iniciada (devido à ativação transcripcional), já o LTB4 pode ser formado dentro de 

segundos a minutos após a ativação celular 
(76)

, pois as enzimas necessárias para sua síntese são 

expressas constitutivamente. Os trabalhos realizados por Goodarzi et al. (77) e Tager et al. (78) 

mostram claramente que o LTB4 está envolvido no recrutamento inicial tanto de células que 

participam da resposta imunológica inata como da adaptativa in vivo.  

In vitro, microorganismos são capazes de induzir a síntese de LTs pelos macrófagos e 

PMNs 
(79)(80)(74)

. O LTB4 exógeno aumenta a fagocitose/morte de bactérias por fagócitos in 

vitro. Considerando que o LTB4 promove a migração de leucócitos, fagocitose e secreção de 

oxidantes e óxido nítrico 
(81)(82)

 seria esperado que facilitasse a eliminação dos patógenos. A 

adição de LTB4 aumenta a capacidade microbicida de macrófagos em modelos de infecção por 

T. cruzi 
(83)(81)

. Em outro trabalho, Wirth & Kierszenbaum (84) relataram que tanto LTB4 

quanto LTC4 aumentam a fagocitose e a morte de Trypanossoma cruzi de macrófagos 

peritoneais. A morte de Toxoplasma gondii por monócitos humanos mediada por IFN-γ 

mostra-se dependente da biosíntese de leucotrienos 
(85)

. Além do mais, Talvani et al. (81) 

mostraram que durante a infecção com T. cruzi, o LTB4 é capaz de promover a liberação de 

NO e morte do parasito. Serezani et al. (86) mostraram que após infecção com Leishmania 

amazonensis, macrófagos de camundongos resistentes produziam altos níveis de LTB4, quando 

comparado com a produção por macrófagos de camundongos susceptíveis e o efeito era 

mediado pelo aumento da expressão de iNOS e a geração de NO. Assim os LTs poderiam ser 

mediadores relevantes no controle da infecção por Leishmania e poderiam ser clinicamente 

importantes como metas para a terapia com imunomoduladores. 

5.6 Prostaglandinas (PGE). As prostaglandinas (assim como os leucotrienos) têm sua síntese 

desencadeada por estímulos nas membranas celulares, que podem ser de natureza fisiológica, 

farmacológica ou patológica. Elas são mediadores e possuem uma série de efeitos fisiológicos. 

São sintetizadas a partir do ácido araquidônico por ação de enzimas como a ciclooxigenase 

(COX), o citocromo P-450, peroxidases, etc. A via pela qual o ácido araquidônico é 

metabolizado a eicosanóides depende do tecido, do estímulo, da presença de indutores ou 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Ácido_araquidônico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ciclooxigenase
http://pt.wikipedia.org/wiki/Citocromo
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inibidores endógenos e farmacológicos, entre outros. Este derivado do ácido araquidônico tem 

sido descrito como um regulador negativo, capaz de inibir várias atividades de macrófagos, 

incluindo a citotoxicidade de células tumorais, fator de inibição da resposta para migração 

celular, expressão do TNF-α, IL-1, lipoproteína lípase 
(87)(88)

.  

Guimarães et al. (89), investigando o papel da IL-4 e da PGE2 na infecção por L. 

amazonensis em camundongos BALB/c, observaram que estes mediadores são fatores de 

susceptibilidade à infecção por esta espécie de Leishmania. Mostraram também que o 

tratamento com indometacina, um inibidor da síntese de PGE2, diminuía o tamanho das lesões 

e a carga parasitária de camundongos BALB/c IL-4 (+/+) quando comparado com o grupo 

controle. Em estudo in vitro, Soares et al. (90) mostraram produção mais elevada de PGE2 por 

células T, em camundongos (BALB/c) susceptíveis a infecção por L. major, quando comparada 

com os níveis produzidos por camundongos resistentes (CBA), sugerindo que a produção 

aumentada de tal molécula por camundongos BALB/c é, em parte, responsável pelo 

desenvolvimento de resposta Th2 nestes animais. O exato papel da PGE2 na leishmaniose 

ainda não está esclarecido, no entanto, ela parece ter papel fundamental na susceptibilidade a 

infecção por L. major 
(91)

. Estes achados podem indicar que a PGE2 tem a capacidade de 

estimular diretamente ou indiretamente a produção de citocinas antiinflamatórias, contribuindo 

para a desativação de macrófagos e a disseminação parasitária.  

Os mediadores inflamatórios citados fazem parte de um grupo de agentes 

imunomoduladores que atuam durante a fase inicial da resposta inflamatória durante a infecção 

por Leishmania. É importante salientar que eles atuam em conjunto, e que o entendimento de 

sua função individual pode auxiliar na compreensão da complexa relação entre eles e da 

susceptibilidade e ou resistência do hospedeiro frente a infecção com as várias espécies de 

Leishmania.  

6. OBJETIVOS: 

6.1 Objetivo principal:  

Pretendemos verificar se in vivo, pela inoculação de L. (Leishmania) amazonensis e L. 

(Viannia) braziliensis, ocorre modulação do recrutamento celular durante a fase inicial de 

infecção em camundongos BALB/c, e ainda, verificar a produção de imunomoduladores 

como: TNF-α, PGE2 e NO2, para tentar estabelecer uma correlação espécie-específica de 

Leishmania com a secreção de mediadores. 
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6.2 Objetivos específicos: 

Estabelecer relação entre a migração celular e: 

a) a produção de TNF-α, NO e PGE2; 

b) a infecção experimental por Leishmania (Viannia) braziliensis; 

c) e a infecção experimental por Leishmania (Leishmania) amazonensis. 
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CELL MIGRATION INDUCED BY Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania 

(Leishmania) major and Leishmania (Viannia) braziliensis INTO THE PERITONEAL 

CAVITY OF BALB/C MICE 

 

 

ABSTRACT: In american cutaneous leishmaniasis, the initial phase of infection is 

characterized by recruitment of neutrophils and monocytes. The migration of these cells in 

response to Leishmania, in the peritoneum of animals, remain undefined. The objective of this 

study was investigate the cell migration to the peritoneum of BALB/c mice after infection by 

Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) braziliensis and Leishmania 

(Leishmania) major. To do this, Leishmania spp were intraperitoneally inoculated in five 

groups with six animals and the cell migration was investigated 0, 3, 6, 12, 24 e 48 hours after 

infection. Differential cell counts were done with the staining kit, showed a percentage of 

polymorphonuclears, which was higher than that mononuclears in three species studied. The 

total cell count showed peak migration for L. (L.) amazonensis and L. (L.) major at six hours, 

and for L. (V.) braziliensis at 12 hours. These results suggest that factors liberated from 

different types of cells are probably acting in the attraction of PMNs, with the peak migration 

probably being dependent on the species of the Leishmania inoculated and on the host. 

 

KEY WORDS: BALB/c mice, Leishmania spp., American cutaneous leishmaniasis. 
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INTRODUCTION 

In the initial phase of infection, american cutaneous leishmaniasis (ACL) lesions are 

characterized by the recruitment of blood neutrophils and monocytes (1). Leucoytes play an 

important role in host defense, and their recruitment to infected tissue might be a crucial event 

in the control of infections such as leishmaniasis. Peters et al. (2) reported that neutrophilis are 

rapidly recruited to sites of sand fly bite, where they fagocytose L. major parasites. While the 

saliva of the transmitter insect increases mouse macrophage chemotaxis (3, 4), 

lipophosphoglycan (LPG), the principal component of the surface of Leishmania, reduces, 

highlighting the capacity of this molecule to prejudice phagocyte responses (5). Chen et al. (6) 

reported that neutrophils may play an important role in the development of resistance to T. 

cruzi infection in BALB/c mice, yet neutrophil depletion reduces the degree of infection by T. 

cruzi in C57BL/6 mice, possibly through modulating the Th1/Th2 dichotomy in different 
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directions. In other studies (7, 8) showed that neutrophils may contribute to the 

immunopathology in experimental cerebral malaria. These examples show the paradox and 

complexity of the roles for neutrophils in the infections. 

It is well known that the polymorphonuclears (PMNs) are the first line of defense against 

infections and have a lifetime prolonged of approximately 6 to 10 hours in the blood stream, 

after which they undergo spontaneous apoptosis (9). According to Aga et al. (10), these cells 

have their survival time increased by the inhibition of apoptosis induced by Leishmania 

parasite, predisposing them to serve as hosts to the parasites in the initial phase of infection. 

Lima et al. (11) have already reported that neutrophils have a leishmanicidal activity by 

holding back the spread of the parasite at the beginning of the infection. However, the precise 

immunoregulatory role of PMNs infected with Leishmania is not completely understood. 

These findings document in vitro migration, however, in in vivo migration, in an air pouch 

model, the injection of L. major and L. donovani led to a rapid and transient accumulation of 

leucocytes (12). Althougt it seems ideal to use polymorphornuclear and mononuclear infiltrate 

in the lesional skin to examine the role of these cells, it is almost impossible to obtain enough 

cells from the local tissues for this purpose (13), then we propose to use in vivo migration of 

these cells in response to Leishmania spp in the peritoneum of mice.  

The objective of this study was therefore to study the in vivo migration of polymorphonuclear 

and monocyte cells to the peritoneum of BALB/c mice in response the infection by L. (L.) 

amazonensis, L. (V.) braziliensis and L. (L.) major.  

The procedures followed the regulations established by the Brazilian College of Animal 

Experimentation (Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) and the study was 

approved by the Ethics Committee for Animal Experimentation of Universidade Estadual de 

Maringá. The results were analyzed by a non-parametric ANOVA using the Bonferroni test 
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for multiple comparisons and t-tests, with Welch correction, for dual comparisons. “p” values 

below 0.05 were considered significant.  

In the current study stationary-phase promastigotes (2x10
6
 parasites in 0,1 mL of  PBS) of L. 

(L.) amazonenis  (MHOM/BR/1989/166MJO), L. (V.) braziliensis 

(MHOM/BR/1987/M11272) and L. (L.) major (LV39) were intraperitoneally inoculated in six 

BALB/c mice (7 to 12 weeks old) per experimental group. At different times after 

intraperitoneal inoculation [0 (control), 3, 6, 12, 24, and 48 h], the animals were lethally 

anesthetized [80 mg/Kg of Ketamine plus 16 mg/Kg of Xylazine (14)], and the peritoneal 

contents were washed with a total of 5 mL of Hank’s solution to collect leukocytes of the 

exudates. Two experiments were performed in different days.  

The viability of the cells obtained from the peritoneal exudate was verified by trypan blue 

exclusion (0.1%) and showed that the mean for the different times was 96%. Cellular 

differentiation between polymorphonuclear and mononuclear cells was performed 

microscopically in the smears on lamina stained with the Panotico staining kit (Laborclin, 

Paraná, Brazil).The percentage of polymorphonuclears that migrated to the peritoneum of the 

mice was greater than that of the mononuclears for the different Leishmania species and for 

the different times. For L. (L.) major was no statistical difference when compared with the 

control group after 3, 6 and 24 hours of infection. Statistical difference was observed to L. (L.) 

amazonensis in the times of 6, 12 and 24 hours. Already with L. (V.) braziliensis was 

observed statistical difference after 12 hours of infection. However, there was no significant 

difference among the three species of Leishmania evaluated (Table 1).  
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Table 1: Percentage of polymorphonuclears that migrated to the peritoneum of BALB/c mice 

intraperitoneally inoculated with L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis and L. (L.) major at 

different times after intraperitoneal inoculation. 

 Polymorphonuclears (%; means) 

 0 h 3 h 6 h 12 h 24 h 48 h 

L.(L.) amazonensis 82.56.72 91.51.06* 86.53.9** 86.53.18* 81.53.89** 64.07.78 

L. (V.) braziliensis 78.09.19 89.51.06 88.53.2 86.08.49* 78.011.3 84.54.46 

L. (L.) major 73.09.9 79.59.55 88.05.0* 85.00.0 82.53.89* 82.56.01 

The values are means  SEM and are representative of two separate experiments with six mice per group (each 
time period). *p <0.05 and **p <0,01 compared to control group (0h); (ANOVA followed by Bonferroni’s t 

test).  

 

Recruited cells were counted directly with Turk solution in a Neubauer chamber. A peak in 

cell migration into the peritoneal cavity of the mice inoculated with L. (L.) amazonensis and 

L. (L.) major was observed at 6 hours after inoculation, and at 12 hours after inoculation with 

L. (V.) braziliensis. When the time periods of 3, 6, 12, 24 and 48 hours were compared among 

the three Leishmania species, no statistically significant differences were found. When the 

controls (0 hour) were compared with the different time periods for L. (L.) amazonensis, 

statistical differences were observed for the times of 6 hours (39x10
6
 células/mL), 12 hours 

(11x10
6
 células/mL) and 24 hours (14x10

6
 células/mL); for L. (V.) braziliensis, statistical 

differences were observed for the time period of 12 hours (18x10
6
 células/mL); and for L. (L.) 

major, statistical differences were observed for the time periods of 3 hours (12x10
6
 

células/mL), 6 hours (12x10
6
 células/mL) and 24 hours (5,4x10

6
 células/mL) (Table 2). 
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Table 2: Number of cells that migrated to the peritoneum of BALB/c mice intraperitoneally 

inoculated with L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis and L. (L.) major at different times  v 

after intraperitoneal inoculation. 

Parasite 

Total cells (x 10
6
;  means) 

0 h 3 h 6 h 12 h 24 h 48 h 

L. (L.) amazonensis 9.10.07 3.80.78 3921.9* 114.1*
 

146.01*
 

120.71
 

L. (V.) braziliensis 9.80.03
 

1.80.05 6.80.08 180.46* 1.10.04 8.40.29
 

L. (L.) major 3.20.14 125.44* 127.78* 4.11.13 5.42.8* 151.34 

The values are means  SEM and are representative of two separate experiments with six mice per group (each 
time period). *p <0.05 compared to control group (0h); (ANOVA followed by Bonferroni’s t test).  

 

In the present study, the greater number of PMNs, compared to mononuclears, at the 

beginning of the infection is in agreement with the results obtained in vitro (15) using a 

chemotactic assay of human leucocytes. They are also in agreement with the results from the 

in vivo air pouch model obtained by Matte and Olivier (12), from the paw inoculation of 

animals (11) and into draining lymph nodes (16), in which it was reported that the PMNs had 

been found in large numbers in infiltrates in the lesion sites after inoculation with L. (L.) 

major in BALB/c mice. 

The migration peaks could be related to the liberation of inflammatory factors at the site of 

infection, and direct the type of immune response from the host, as well the cellular diversity 

and accumulation may be associated to the pattern of expression of the chemokine genes (12). 

In the same way, Romani et al. (17) reported that the production of IL-10 or IL-12 by 

neutrophils in mice with candidiasis is associated to the development of a Th1 or Th2 

response, respectively. The immune response to leishmaniasis can result in a polarization of a 

subpopulation of T lymphocytes, which leads to a different cell phenotype and results in 

immune protection or exacerbation of the disease (18). Furthermore, Tacchini-Cottier et al. 

(19) reported that the influx of neutrophils in the first 24 hours modifies the response of T 

cells, via production of IL-4, and the susceptibility to infection by L. major, developing a Th2 
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response. In addition, van Zandbergen et al. (15) demonstrated that Leishmania promastigotes 

induce the migration of PMNs by the liberation of Leishmania chemotactic factor (LCF), and 

that the co-incubation of Leishmania with PMNs inhibit the CXC chemokine interferon 

gamma-inducible protein 10 (IP-10), suggesting that Leishmania inhibits the activity of Th1 

or NK cells and, consequently, interferes with the development of the protective immune 

response. 

Matte and Olivier (12) reported that the inflammatory events of the leishmaniasis that occur at 

the inoculation site could reflect and direct the type of species-specific pathogenesis that will 

be developed later. Tacchini-Cottier et al. (19) suggested that the initial accumulation and 

persistence of PMNs could be linked to the possible immunoregulatory role of these cells, or 

even better, to the development of the Th2 response that is characteristic of mice suscept ible 

to L. major. Furthermore, in resistant mice (C57BL/6), the percentage of neutrophils infected 

with L. major fell from 60% to less than 10%, 72 hours after infection, predisposing the mice 

to the development of the Th1 response. In the present study the peak at 6 hours coincided 

with that obtained by Matte and Olivier (12) in the air pouch model, after inoculation with L. 

(L.) major.  It was therefore assumed that the largest PMN peak (at 6 hours) in BALB/c mice 

susceptible to L. (L.) major and L. (L.) amazonensis, corresponds to the shorter Leishmania 

retention time of the cells. Conversely, in this lineage of mice, which are resistant to L. (V.) 

braziliensis, the peak at 12 hours corresponds to the longer Leishmania retention time by the 

PMNs. 

In conclusion, compared with others, these results suggest that factors liberated by different 

types of cells are acting in the attraction of cells, mainly polymorphonuclears, to the 

peritoneal exudate of BALB/c mice in the initial phase of infection, predisposing the animals 

to either susceptibility or resistence to the infection. The migration of a large number of cells 

to the site of infection, which occurs at 6 hours for L. (L.) amazonensis and L. (L.) major and 
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at 12 hours for L. (V.) braziliensis, suggests that the liberation of these factors is greater at 

these times and that they depend on the species of the parasite involved and on the immune 

response of the host. 
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DISTINTOS PADRÕES DE RECRUTAMENTO CELULAR E DE PRODUÇÃO DE 

MEDIADORES INFLAMATÓRIOS NA FASE INICIAL DE INFECÇÃO POR L. (L.) 

amazonensis E L. (V.) braziliensis 

 

RESUMO: Neste estudo foi investigada a habilidade de Leishmania (Leishmania) 

amazonensis e de Leishmania (Viannia) braziliensis, espécies causadoras de leishmaniose 

tegumentar americana, em recrutar leucócitos para a cavidade peritoneal de camundongos 

BALB/c, também foram estudados os mediadores imunes e inflamatórios envolvidos na fase 

inicial de infecção por estas espécies. Para isso foi utilizado o modelo de infecção 

intraperitoneal para analisar a migração celular, bem como a produção de óxido nítrico, TNF-

α, IL-12 em grupos de animais tratados e não tradados com indometacina, droga que inibi a 

produção de PGE2. Observou-se que a infecção por L. (L.) amazonensis estimulou com maior 

intensidade a migração de células em relação à infecção por L. (V.) braziliensis, com 

predomínio de neutrófilos, seguido de macrófagos nos grupos infectados com L. (L.) 

amazonensis, e predomínio de eosinófilos nos grupos infectados com L. (V.) braziliensis. 

Além disso, foi verificado que após a inoculação de L. (L.) amazonensis a PGE2 interferiu 

significativamente com os níveis de óxido nítrico, TNF-α e IL-12. Observamos que a PGE2 

atuou como um regulador importante da resposta imune na fase inicial da infecção por 

Leishmania, induzindo a produção de óxido nítrico e IL-12, e regulando negativamente a 

migração celular, num processo cujo mecanismo pode estar interligado com a produção de 

TNF-α.  

 

Palavras chave: TNF-α, PGE2, IL-12, óxido nítrico e Leishmania. 

 

INTRODUÇÃO 

As leishmanioses, tradicionalmente, são separadas em dois grupos, leishmaniose do 

velho mundo e do novo mundo. Estas categorias se referem à região geográfica onde a doença 

é adquirida. Leishmaniose do “velho mundo” se refere à doença causada por espécies 

encontradas no Mediterrâneo, Oriente Médio e África, como Leishmania major e Leishmania 

tropica. Já a doença no “Novo Mundo” se refere à infecção por espécies encontradas no 

México, América Central e América do Sul, como Leishmania mexicana, Leishmania 

braziliensis e Leishmania amazonensis. A virulência, patogenicidade e manifestações clínicas 

dependem da espécie infectante (David & Craft, 2009). 

Inúmeros estudos mostram que na infecção por Leishmania a suscetibilidade e a 

resistência são determinadas pela distinta expressão de células do tipo Th1 ou Th2. No caso 

de estimulação de células Th1, as principais citocinas produzidas (IL-2, IL-12, INF- e TNF-

α) irão promover a ativação de macrófagos e, consequentemente, a eliminação do parasito. Já 

no caso de estimulação do tipo Th2, serão produzidas citocinas (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) 

que inibirão a ativação de macrófagos, contribuindo para a sobrevivência do parasito (Sacks 

et al., 2002; Heinzel et al., 1989; Scott et al., 1991). Nos últimos 30 anos foram estabelecidos 
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modelos de infecção experimental em camundongos, especialmente com L. major, que têm 

sido amplamente utilizados para estudar os tipos celulares, citocinas, cascatas de transdução 

de sinais e mecanismos leishmanicidas necessários para o controle do parasito, bem como 

para o controle ou resolução da doença (Liew, et al., 1993; Solbach et al., 2000). No entanto, 

existem diferenças significativas quanto à resposta das diferentes linhagens de camundongos 

às distintas espécies de Leishmania. Assim, camundongos BALB/c são susceptíveis a 

infecção por L. major e Leishmania (Leishmania) amazonensis (Xin et al., 2007), mas 

resistentes à infecção por L. (Viannia) braziliensis, uma das principais espécies envolvidas na 

leishmaniose cutânea na América do Sul (Rocha et al., 2007). Além disso, os mecanismos 

que controlam a migração leucocitária para o reconhecimento e processamento do antígeno 

durante a infecção por Leishmania ainda são indefinidos (Leon & Ardavín, 2008; John & 

Hanter, 2008), e pouco se conhece da resposta inflamatória inicial frente à infecção por L. 

(V.) braziliensis (Rocha et al., 2007) e L. (L.) amazonensis (Guimarães et al., 2006; Xin et al., 

2007), agentes etiológicos da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) no Brasil. 

Sabe-se que após a inoculação de promastigotas de Leishmania no hospedeiro pelo 

inseto vetor infectado, o estabelecimento da infecção envolve a fagocitose e o parasitismo de 

macrófagos e neutrófilos (Peters et al, 2008; Laskay et al., 2008). Os neutrófilos compõem a 

primeira linha de defesa contra infecções, com capacidade fagocítica que lhes confere a 

capacidade para eliminar muitos parasitos, expressando e secretando quimiocinas e citocinas 

que podem influenciar o microambiente no sítio da infecção e, subsequentemente, a resposta 

imune à infecção por Leishmania (Scapini et al., 2000). Recentes estudos mostram que os 

neutrófilos são recrutados para o sítio de infecção precocemente após a infecção. Nestes sítios 

os macrófagos podem ingerir neutrófilos apoptóticos infectados com Leishmania, facilitando 

o seu transporte para novos macrófagos, células hospedeiras finais, onde estes parasitas se 

multiplicam nos vacúolos parasitóforos (Charmoy et al., 2010; Peters et al, 2006). Este seria 

um mecanismo de invasão silenciosa, conforme o modelo “Trojan horse” proposto por van 

Zandbergen et al., 2007. Na verdade, estudos visualizando a interação in vivo entre neutrófilos 

e macrófagos revelaram que neutrófilos contendo Leishmania não são diretamente 

fagocitados por macrófagos, mas que os neutrófilos liberam os parasitos, que 

subsequentemente invadem os macrófagos (van Zandbergen et al., 2004; Peters et al., 2008). 

Estes dados mostram a complexidade das interações entre Leishmania e células hospedeira, de 

modo que o curso da infecção dependerá tanto das características imunogenéticas associadas à 

resposta de células T, como a antigenicidade da espécie de Leishmania infectante. 
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No presente estudo foi investigada a habilidade de Leishmania (Leishmania) 

amazonensis e de Leishmania (Viannia) braziliensis em recrutar leucócitos para a cavidade 

peritoneal de camundongos BALB/c, com o objetivo de estudar os possíveis mediadores 

imunes e inflamatórios envolvidos na fase inicial de infecção por estas espécies. Embora 

pareça ideal a análise do infiltrado de neutrófilos e macrófagos na pele lesionada, sítio de 

infecção para Leishmania, para o estudo da produção de citocinas, é quase impossível obter 

células em quantidades suficientes neste tecido. Por outro lado, a produção de citocinas por 

células do exsudato peritoneal pode refletir a resposta de mediadores inflamatórios liberados 

na corrente sangüínea, o que torna interessante o estudo desta população de células (Chen et 

al., 2005; Monteiro et al., 2007). 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Animais. Camundongos BALB/c fêmeas, com 7 a 12 semanas de idade foram obtidos do 

biotério central da Universidade Estadual de Maringá. O uso dos animais obedeceu as 

normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), e o 

protocolo de experimentação foi analisado e aprovado pelo Comitê de Ética na 

Experimentação Animal da Universidade Estadual de Maringá (no parecer de número 

078/2008). 

Materiais. Lipopolissacarídeo (LPS; Salmonella entérica serotype typhimurium; Sigma, 

Steinheim-Germany). Indometacina (Sigma, Steinheim-Germany). 

Cultura de parasitas. Promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis 

(MHOM/BR/1989/166MJO) e Leishmania (Viannia) braziliensis 

(MHOM/BR/1987/M11272) foram cultivadas em meio 199 (Gibco Laboratories


, Grand 

Island, USA) e suplementadas com 1% de L-glutamina, 1% urina humana e 10% de soro 

bovino fetal para cada 100 mL de meio 199 até fase exponencial de crescimento. 

Infecção e Obtenção do exsudato peritoneal.  

Os parasitos foram lavados três vezes em PBS e uma suspensão contendo 2 x 10
8 

parasitas/mL de cada espécie foi preparada e a infecção foi realizada com a inoculação 

intraperitoneal de 0,1 mL, em uma única dose. Foram constituídos seis grupos com 4 animais 

por grupo: grupo 1 - infecção com L. (L.) amazonensis; grupo 2 - infecção com L. (V.) 

braziliensis; grupo 3 e 4 - tratados com indomentacina (5mg/Kg) e infectados após 30 

minutos com L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis, respectivamente; grupo 5 - tratados 

apenas com indometacina; grupo 6 - tratados apenas com LPS (5g/mL). 
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Antes da inoculação dos parasitos e após 3, 6, 12 e 24 h, os animais foram sacrificados em 

câmara de CO2 e 4 mL de solução de Hanks estéril foram injetados na cavidade peritoneal 

para a obtenção do exsudato. O exsudato peritoneal foi usado para a contagem de células 

(total e diferencial) e para a determinação de óxido nítrico, TNF-α e IL-12. 

Contagem de leucócitos. O exsudato peritoneal foi usado para a determinação do número 

total de células por meio da contagem direta em câmara de Neubauer. A contagem 

diferencial das células foi realizada pela preparação de lâminas de vidro contendo esfregaços 

preparados a partir do exsudato, que foram coradas pelo kit de coloração hematológica 

Panótico (Laborclin, Curitiba, Brasil) e examinadas ao microscópio óptico comum 

(Olympus, Tokyo-Japan) para a contagem diferencial. As amostras de exsudato peritoneal 

foram centrifugadas a 250g por 10 minutos para remover as células e o sobrenadante foi 

armazenado a -70°C até o uso. 

Determinação da produção de nitritos. Os níveis de óxido nítrico foram estimados pela 

determinação da concentração de nitritos no sobrenadante das amostras de exsudato 

peritoneal, pelo método de Griess descrito previamente (Hall & Titus, 1995). Os resultados 

foram expressos em μM, a partir de uma curva padrão com concentrações conhecidas de 

nitrito de sódio (NaNO2) em solução de Hanks. 

Determinação dos níveis de TNF-α e de IL-12. As concentrações de TNF-α e IL-12 no 

exsudato peritoneal foram determinadas empregando-se a técnica de ELISA de captura, 

utilizando pares de anticorpos da R&D System (Minneapolis-USA). A técnica foi 

desenvolvida de acordo com os protocolos fornecidos pelo fabricante, com pequenas 

modificações. Resumidamente, microplacas de 96 orifícios (Nunc-MaxiSorp) foram 

sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti-citocina e incubadas por 18 horas, a 4ºC. Os 

sítios inespecíficos foram bloqueados com leite em pó desnatado (Molico) dissolvido em 

PBS-Tween (0,5 mL de tween-20 por litro) por 2 horas, a 37ºC. Em seguida, as amostras 

foram adicionadas e incubadas por 2-3 horas, a 37ºC. Anticorpos policlonais anti-citocina 

biotinilados, usados como anticorpos de detecção, foram adicionados e incubados por 2 

horas. Finalmente, as placas foram incubadas com a solução contendo estreptoavidina-HRP 

(HorseRadish Peroxidase) na diluição de 1:200 em PBS-Tween, por 1 hora a 37ºC. A reação 

final foi desenvolvida com a adição de TMB-TetraMetilBenzidina (TMB SINGLE 

SOLUTION CHROMOGEN FOR ELISA). A reação enzimática foi bloqueada com H2SO4 

2N. A leitura foi feita em leitor de microplacas em comprimento de onda de 492 nm. As 

concentrações das citocinas foram determinadas com referência a uma curva padrão obtida 

com a citocina murina recombinante (R&D System) e os resultados expressos em pg/mL. 
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Análise Estatística. Os dados obtidos foram apresentados como média dos valores, 
+ 

desvio 

padrão, de 4 animais avaliados em cada grupo de experimento. Os resultados finais foram 

analisados pelo teste não paramétrico ANOVA utilizando o teste “t”, com correção de 

Welch, para duas comparações. Foi considerado significativo valores de “p” menores que 

0,05. Para estas análises foi utilizado o “software” Prisma 3. 

 

RESULTADOS 

Para estudar a capacidade de L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis em estimular a 

migração celular para a cavidade peritoneal, camundongos foram inoculados ip com 2 x 10
7
 

parasitas e após 3, 6, 12 e 24 h o exsudato peritoneal foi obtido. Também foram obtidas 

amostras antes da inoculação dos parasitos. Observou-se que 6 h após inoculação de L. (L.) 

amazonensis ocorreu um aumento no número de leucócitos na cavidade peritoneal (2800 

células/mL + 194) que, neste mesmo tempo, foi significativamente inferior (366 células/mL 

+ 371) nos animais inoculados com L. (V.) braziliensis (p<0,005). Curiosamente nos animais 

inoculados com L. (V.) braziliensis o número de total de leucócitos atingiu um máximo 

somente após 12h (1383 leucócitos/mL + 498), quando o número de células no exsudato 

peritoneal dos animais inoculados L. (L.) amazonensis (1034 células/mL + 310) começava a 

diminuir (Figura 1). O número total de leucócitos na cavidade peritoneal dos animais 

inoculados com L. (V.) braziliensis nunca superou significativamente aqueles dos animais 

inoculados com L. (L.) amazonensis, nos períodos de tempo estudados. 
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Figura 1 Concentração de leucócitos no exsudato peritoneal após a inoculação de Leishmania (L.) amazonensis ou 

Leishmania (V.) braziliensis (2x107 promastigotas) ou LPS (1µg); o exsudato foi coletado antes (zero hora), 3, 6, 12 e 24 h 

após a inoculação (n=4). p<0,05 em relação ao controle, em todos os grupos após 3 horas; p<0,01 em relação ao grupo 

controle e após 6 h da inoculação de LLa e LPS e entre os grupos inoculados com LLa e LVb, após 6 h e 24 h. LVb: L. (V.) 

braziliensis; LLa: L.(L.) amazonensis; LPS: Lipolissacarídeo. 
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A contagem diferencial de células do exsudato peritoneal obtido após a inoculação de L. (V.) 

braziliensis mostrou que a partir de 3 horas (2,8%) houve um aumento significativo de 

eosinófilos, atingindo um máximo em 24 h (10,8%). Inversamente, após a inoculação de L. 

(L.) amazonensis, embora também ocorresse um aumento do número de eosinófilos a partir 

de 12 h da infecção, a percentagem destas células foi significativamente inferior, atingindo 3 

% após 24 h (Figura 2 A). Em relação ao número de neutrófilos, a infecção com L. (V.) 

braziliensis provocou aumento significativo a partir de 3 horas (27%) que foi constante ao 

longo do período estudado, atingindo um pico após 12 h (32%). Já a infecção com L. (L.) 

amazonensis provocou um influxo máximo de neutrófilos após 6 horas (40%) da inoculação 

do parasito e este influxo e foi decaindo a partir de 12 horas (32%), atingindo 26% de 

neutrófilos após 24 horas da infecção (Figura 2 B). Observou-se que seis horas após a 

inoculação de Leishmania a porcentagem de macrófagos cresceu (Figura 2 C), mas após 24 h 

os animais inoculados com L. (L.) amazonensis apresentavam uma porcentagem 

significativamente superior destas células que aqueles inoculados com L. (V.) braziliensis 

(p<0,001). 
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B 

Figura 2 Porcentagens de eosinófilos (A), neutrófilos 

(B) e macrófagos (C) recrutados para a cavidade 

peritoneal em resposta a inoculação de L. (L.) 

amazonensis, L.(V.) braziliensis ou LPS, antes (hora 

zero) e após, 3, 6, 12 e 24 horas da inoculação (n=4).  

* p<0,001 LLa versus LVb. LVb: L. (V.) braziliensis; 

LLa: L. (L.) amazonensis 
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Visto que a migração celular para a cavidade peritoneal ocorreu de forma distinta 

após o estímulo com as diferentes espécies de Leishmania, a participação de PGE2 no 

recrutamento celular durante as primeiras horas de infecção com estes parasitos foi estudada. 

Para isso os animais foram tratados com indometacina (Indo), droga que inibe a síntese de 

prostaglandinas, 30 minutos antes da inoculação dos parasitos. Observou-se que para ambas 

as espécies de Leishmania em estudo o tratamento com indometacina resultou num aumento 

significativo da migração celular em relação aos animais não tratados (Figura 3), com um 

pico após seis horas para L. (L.) amazonensis (4683 leucócitos/mL + 117) e a partir de 12 

horas para L. (V.) braziliensis (3584 leucócitos/mL + 120). O tratamento com indometacina 

estimulou principalmente a migração de neutrófilos (Figura 4). Seis horas após o tratamento 

os neutrófilos representaram 61% das células do exsudato peritoneal nos camundongo 

inoculados com L. (L.) amazonesis e 38% naqueles inoculados com L. (V.) braziliensis. Estes 

resultados sugerem que PGE2 participa nos mecanismos de recrutamento celular para o local 

de inoculação de Leishmania, especialmente de neutrófilos, regulando negativamente a 

migração destas células. 
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Figura 3 Concentração de leucócitos no exsudato peritoneal em resposta a inoculação de L. (L.) amazonensis ou L. (V.) 

braziliensis, em camundongos tratados ou não com indometacina. O exsudato foi coletado antes (zero hora) e após 3, 6, 12 e 

24 h da inoculação (n=4); p<0,01 entre os camundongos não tratados ou tratados com indometacina e inoculados com LLa 

(*), ou (**) com LVb.  LVb: L. (V.) braziliensis; LLa: L. (L.) amazonensis; Indo: indometacina 
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Figura 4 Porcentagem de neutrófilos, macrófagos e eosinófilos recrutados no exsudato peritoneal após 6 horas da 

inoculação com L.(L.) amazonensis, ou L. (V.) braziliensis, ou LPS (1g) tratados e não tratados com Indo (5mg/Kg) (n= 4). 

*p<0,01 (LLa x LLa/Indo) e **p<0,01 (LVb x LVb/Indo). LVb: L. (V.) braziliensis; LLa: L.(L.) amazonensis; Indo: 

Indometacina. 

Considerando a importância do óxido nítrico (NO) no controle da infecção para uma 

variedade de patógenos, incluindo Leishmania major (Vouldoukis et al., 1995) a produção 

deste mediador foi avaliada em amostras de exsudato peritoneal dos camundongos 

inoculados com L. (L.) amazonensis ou L. (V.) braziliensis. Os níveis de NO aumentaram a 

partir de 3 horas após a inoculação de ambas as espécies de Leishmania, atingindo um 

máximo após 24 horas (Figura 5). No entanto, apesar da capacidade de L. (L.) amazonensis 

induzir doença em camundongos BALB/c, ao contrário de L. (V.) braziliensis, observou-se 

que a infecção por L. (L.) amazonensis induziu níveis mais elevados de NO em todos os 

tempos estudados (Figura 5). Uma vez que a PGE2 parece estar envolvida na produção de 

NO (Panaro et al., 2001), investigou-se o papel deste eicosanóide na resposta à inoculação de 

Leishmania na cavidade peritoneal de camundongos. Observou-se que nos animais tratados 

com indometacina e infectados com L. (L.) amazonensis ou L. (V.) braziliensis houve queda 

nos níveis de NO (Figura 6).   
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Figura 5 Produção de óxido nítrico em µM, no exsudato peritoneal de camundongos BALB/c, em resposta à inoculção de L. 

(L.) amazonensis ou L. (V.) braziliensis ou LPS. O exsudato peritoneal foi coletado 3, 6, 12 e 24 horas depois da inoculação 

(n=4). *p<0,05 em relação ao grupo controle, e p<0,01 entre LLa e LVb em todos os tempos estudados. LVb: L. (V.) 

braziliensis; LLa: L. (L.) amazonensis; “●”: nível basal de óxido nítrico do grupo controle. 
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Figura 6 Produção de óxido nítrico em µM no exsudato peritoneal de camundongos após 24 horas da inoculação com L. 

(L.) amazonensis ou L. (V.) braziliensis ou LPS, tratados ou não com indometacina. (n=4). **p<0,005 para LLa versus 

LLa/Indo e  *p<0,01. para LVb versus LVb/ Indo. LVb: L. (V.) braziliensis; LLa: L. (L.) amazonensis; Indo: Indometacina. 

 

 

Para estudar o papel de TNF-α no recrutamento celular em resposta à inoculação das 

diferentes espécies de Leishmania, os níveis desta citocina no exsudato peritoneal foram 

determinados pelo método de ELISA. Ocorreu aumento na produção de TNF-α a partir de 

três horas após a infecção, tanto com L. (V.) braziliensis quanto com L. (L.) amazonensis 

(Figura 7), porém os níveis de TNF-α não foram estatisticamente diferentes entre as duas 

espécies (p>0,05). Sabe-se que a PGE2 pode interferir com a liberação de mediadores 

inflamatórios, incluindo o TNF-α (Panaro et al., 2001). Na tentativa de esclarecer o papel da 

PGE2 na regulação da produção de TNF-α os animais foram previamente tratados com 

indometacina e infectados com L. (L.) amazonensis ou L. (V.) braziliensis. Observou-se que 

entre os animais tratados com indometacina e infectados com uma ou outra das espécies de 
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Leishmania em estudo, os níveis de TNF-α foram superiores, em todos os tempos estudados, 

aos dos animais não tratados. Após seis horas da infecção com L. (L.) amazonensis (figura 8) 

a produção de TNF-α foi 2,4 vezes superior (105 pg/mL + 1,7) no grupo de animais tratados 

com indometacina que nos não tratados. 
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Figura 7 Concentração de TNF-α em pg/mL no exsudato peritoneal de camundongos BALB/c, em resposta à inoculação 

com L. (L.) amazonensis ou L. (V.) braziliensis. Amostras de exsudato foram coletadas nos períodos de 3, 6, 12 e 24 horas 

(n=4). Para as duas espécies em relação ao grupo controle (0h), obteve-se p<0,01 no tempo de 3 horas, e p<0,05 nos tempos 

de 6, 12 e 24 horas. 
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Figura 8 Produção de TNF-α em pg/mL no exsudato peritoneal de animais controle (PBS), estimulados com LPS, 

inoculados com L. (L.) amazonensis ou L. (V.) braziliensis, tratados ou não com Indometacina (Indo, 5mg/Kg). Amostras de 

exsudato peritoneal foram coletadas após 6 horas da inoculação (n=4). *p<0,01 (LLa x Indo/LLa) e **p<0,05 (LVb x 

Indo/LVb). LVb: L. (V.) braziliensis; LLa: L.(L.) amazonensis; Indo: Indometacina. 

 

Para esclarecer os mecanismos envolvidos na fase inicial de infecção por Leishmania 

e seu papel na suscetibilidade ou resistência à infecção por Leishmania, foi avaliada a 

produção de IL-12. A infecção por qualquer das duas espécies de Leishmania estudadas 

resultou em produção de IL-12 detectados às 3 horas, com níveis máximos após 6 horas e 

retornando aos níveis basais em 24 horas (figura 9). Como esperado, L. (V.) braziliensis 
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estimulou maior produção de IL-12 após 6 e 12 horas (p<0,01). O tratamento com 

indometacina inibiu a produção de IL-12 nos animais infectados com L. (L.) amazonensis 

(p<0,05), mas não alterou a produção desta citocina nos animais infectados L. (V.) 

braziliensis, sugerindo que a PGE2 interfere com a liberação de IL-12 nas primeiras horas da 

infecção por L. (L.) amazonensis. 
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Figura 9 Produção de IL-12 em pg/mL no exsudato peritoneal de camundongos inoculados com L. (L.) amazonensis ou L. 

(V.) braziliensis, tratados e não com Indometacina (Indo, 5mg/Kg), após 3, 6,12 e 24 horas (n=4). p<0,01 nos tempos de 3, 6 

e 12 horas para LLa, LVb e LVb/Indo em relação ao grupo controle (zero hora); p<0,01 entre LLa x LVb e entre LLa x 

LLa/Indo após 6 horas. LVb: L. (V.) braziliensis; LLa: L.(L.) amazonensis; Indo: Indometacina. 

 

DISCUSSÃO 

Citocinas, quimiocinas e mediadores produzidos durante a infecção por diferentes 

espécies de Leishmania podem modular de forma distinta o recrutamento celular para o sítio 

de infecção, promovendo a reação inflamatória (Matsushima et al., 1988).  

Neste estudo procuramos evidenciar como as diferentes espécies de Leishmania 

influenciam a migração celular para o foco infeccioso. Os resultados mostraram que L. (L.) 

amazonensis, espécie que causa doença cutânea em camundongos BALB/c, estimulou a 

migração celular mais precocemente e com maior intensidade que L. (V.) braziliensis, 

espécie a qual esta linhagem de camundongo é resistente. A inoculação de L. (L.) 

amazonensis na cavidade peritoneal dos camundongos resultou num influxo, 

predominantemente de neutrófilos, após 6 horas. Estes resultados sugerem que já nas 

primeiras horas após a infecção por L. (L.) amazonensis são liberados mediadores 

inflamatórios que estimulam a migração. Müller et al., 2001 sugeriram que a expressão 

precoce de citocinas e quimiocinas pode regular a migração celular para o sítio específico de 

infecção por L. major e promover a ativação da resposta imune inata nas primeiras horas da 

infecção.  
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A maior concentração de neutrófilos observada, nas primeiras horas de infecção com 

L. (L.) amazonensis aponta para a importância destas células na fase inicial da resposta 

imune. Já na infecção por L. (V.) braziliensis a migração de leucócitos foi menos intensa e 

ocorreu a partir de 12 horas. O aumento da migração de neutrófilos pode estar associado com 

o desenvolvimento da doença, uma vez que após a fagocitose L. major pode inibir a apoptose 

destas células e, consequentemente permanecer mais tempo no hospedeiro (Aga et al., 2002). 

Allenbach et al., 2006, mostraram que a depleção de neutrófilos antes da infecção por L. 

major, em camundongos BALB/c susceptíveis, induziu uma cicatrização parcial das lesões e 

modificou o perfil de citocinas secretadas por células TCD4+. Peters et al., 2008, também 

mostraram que o influxo inicial de neutrófilos e sua persistência após a inoculação da L. 

major pelo vetor, parece fundamental para o desenvolvimento da doença cutânea. Isto está de 

acordo com o modelo do “Cavalo de Tróia” proposto por van Zandbergen et al., 2007, que 

postula que a captação de neutrófilos infectados pelos macrófagos é um mecanismo de 

“entrada silenciosa” do parasito em macrófagos, indicando que os neutrófilos são as 

primeiras células hospedeiras para uma grande fração de parasitas. Estes estudos mostram 

que neutrófilos podem participar de alguma forma na promoção da doença. 

Neste estudo, observamos que 24 h após a infecção houve um acúmulo maior de 

macrófagos na cavidade peritoneal de camundongos infectados com L. (L.) amazonensis, do 

que naqueles infectados com L. (V.) braziliensis. A elevação de macrófagos observada após 

24 h pode ser responsável pela manutenção da infecção, uma vez que após a fagocitose por 

macrófagos, a Leishmania pode burlar os mecanismos microbicidas destas células, 

estabelecendo a infecção. De acordo com Soehnlein et al., 2009, a primeira etapa do 

recrutamento de fagócitos para o local da inflamação inclui o extravasamento de neutrófilos, 

seguido de uma migração posterior de monócitos, confirmando novamente nossos achados. 

Foi demonstrado que camundongos neutropênicos apresentaram deficiência no recrutamento 

de macrófagos, indicando que a relação entre neutrófilos e monócitos é realmente importante 

na fisiologia da resolução da inflamação (Soehnlein et al., 2008). Além disso, foi 

demonstrado que a depleção de neutrófilos no momento da inoculação de L. major em 

camundongos BALB/c pode inibir a produção de IL-4, sugerindo que os neutrófilos podem 

contribuir na progressão da doença (Tacchini-Cotier et al., 2000; van Zandbergen et al., 

2004).  

A infecção por L. (V.) braziliensis, ao contrário de L. (L.) amazonenis, estimulou a 

migração de eosinófilos para a cavidade peritoneal, sugerindo que estas células podem estar 

envolvidas em mecanismos protetores. A presença de eosinófilos tem sido relatada na fase 
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inicial da infecção por Leishmania (Belkaid et al., 2000) e a maior quantidade de eosinófilos 

encontrada na cavidade peritoneal de camundongos infectados com L. (V.) braziliensis pode 

estar relacionada a uma resposta mais eficiente do hospedeiro a esta espécie de parasita. Saito 

et al., 1996, relataram que a inoculação intraperitonial em camundongos, de lisados de 

promastigotas de L. amazonensis e de L. braziliensis induzia o acúmulo de eosinófilos e 

Oliveira et al, 1998, sugeriram que eosinófilos ativados liberam NO, o qual pode estar 

envolvido na atividade microbicida destas células contra L. major. No entanto, é importante 

ressaltar que a atividade leishmanicida promovida por eosinófilos não é muito eficiente 

(Chang, 1981; Grimaldi et al., 1984).  

Visto que a migração celular para a cavidade peritoneal ocorreu de forma distinta 

entre as duas espécies, investigamos se a atuaria no recrutamento celular durante as primeiras 

horas de infecção com estes parasitos. Para isso os animais foram tratados com indometacina, 

o que resultou num aumento da migração celular nos grupos infectados com L. (L.) 

amazonensis assim como com L. (V.) braziliensis, embora nos primeiros esta migração fora 

significativamente superior. Nossos resultados mostraram que o tratamento com 

indometacina inibiu a produção de PGE2 que consequentemente agiu modulando 

negativamente a migração celular, concordando com resultados descritos anteriormente 

(Snyder et al.,1982; Desanctis et al., 1994; Lehner et al., 2008). O tratamento com 

indometacina estimulou significativamente a produção de TNF-α nos camundongos 

infectados com L. (L.) amazonensis, quando em comparação com aqueles infectados com L. 

(V.) braziliensis. Estes dados sugerem que a PGE2 regulou a migração celular por suprimir a 

produção de TNF-α. Os dados obtidos nestes experimentos não permitiram esclarecer o real 

papel de ambos mediadores, porém sabe-se que o TNF-α é um potente estimulador da 

migração de neutrófilos (Matte & Olivier, 2002; Figueiredo et al., 2009; Carregaro et al., 

2008). 

Foi observado que L. (L.) amazonenis provocou maior produção de óxido nítrico do 

que L. (V.) braziliensis. Fato este que pode estar relacionado com a presença de LPG 

(lipofosfoglicano), presente em maior quantidade nas formas amastigotas de L. (L.) 

amazonensis quando comparado com a L. (V.) braziliensis. Kavoosi et al., 2006 mostraram 

que o LPG isolada da membrana de L. major é capaz de induzir a produção de altos níveis de 

NO por macrófagos murinos. Uma vez que o NO é produzido por macrófagos ativados, sua 

produção em níveis mais elevados nos animais infectados com L. (L.) amazonenis sugere um 

estímulo para a fagocitose dos parasitos por macrófagos, favorecendo a sobrevivência e o 

estabelecimento da infecção (van Zandbergen et al., 2007). Também tem sido demonstrado 
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que Leishmania tem mecanismos próprios que podem interferir com a produção de NO e 

com isso facilitar sua sobrevivência dentro dos macrófagos (Balestieri et al., 2002).  

Recentemente, Giudice et al., 2007, demonstraram que a resistência ao efeito do NO tanto na 

infecção por L. (L.) amazonensis como na infecção por L. (V.) braziliensis, pode conferir 

efeito benéfico na sobrevivência dos parasitos dentro dos macrófagos, tendo correlação com 

a gravidade da leishmaniose cutânea.  

Neste modelo, a PGE2 regulou positivamente a liberação de NO (Panaro et al., 2001) 

e negativamente a produção de TNF-α, mostrando que a manutenção da infecção por L. (L.) 

amazonensis parece mediada por um mecanismo sequencial envolvendo a produção de altos 

níveis de PGE2 os quais regulam negativamente a produção de TNF-α , uma vez que o 

tratamento com indometacina estimulou a produção de TNF-α que, por sua vez, conduziu a 

uma elevação do influxo de neutrófilos (Fantone et al., 1997; Canetti et al., 2001) e 

macrófagos para o sítio de infecção. Segundo Ritter, 2008, a expressão de TNF-α é 

necessária para promover o desenvolvimento inicial da resposta inflamatória local, mas não é 

suficiente para promover uma resposta imune de proteção durante a infecção. Estes 

resultados apontam para a participação do TNF-α e do óxido nítrico na fase inicial de 

infecção por L. (L.) amazonensis assim como na infecção por L. (V.) braziliensis, sugerindo 

que a produção destes mediadores possa ser modulada pela PGE2.  

A resistência à infecção por L. major tem sido associada com o desenvolvimento de 

resposta do tipo Th1, que é dependente da presença de IL-12. A doença por L. (L.) 

amazonensis em camundongos tem sido associada à deficiência tanto na produção de IL-12 

como na falha na ativação de células TCD4+, resultando em diminuição da resposta Th1 

(Jones et al., 2000; Ji et al., 2002). Em nossos experimentos, como esperado, observamos 

uma maior produção de IL-12 por camundongos BALB/c infectados com L. (V.) braziliensis, 

uma vez que esta espécie de camundongo é resistente a infecção por este parasito e que a IL-

12 está relacionada com o direcionamento para resposta Th1. No entanto, o que nos chamou 

a atenção foi o fato de que após o tratamento com indometacina houve inibição significativa 

da produção de IL-12 no grupo de animais infectados com L. (L.) amazonensis, mostrando 

que a PGE2 atuou regulando positivamente a liberação de IL-12p70. Estes resultados estão de 

acordo com os obtidos por Lehner et al., 2008, que demonstraram que a produção de IL-12 

pode ser amplificada pela estimulação de células dendríticas com PGE2 e INF-γ. Como neste 

trabalho observamos que o tratamento com indometacina, que inibe a produção de PGE2, 

estimulou a produção de TNF-α, acreditamos que, neste modelo, a indução de IL-12 é um 

mecanismo dependente de TNF-α e de INF-γ (Pinheiro & Rossi-Bergmann, 2007; Ji et al., 
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2005). Contrariamente, Pérez-Santos & Talamás-Rohana, 2001 mostraram que a 

administração in vitro de indometacina aumentou a produção de IL-12 e promoveu resposta 

Th1 em camundongos BALB/c susceptíveis a infecção por L. mexicana, mostrando mais uma 

vez que a resposta celular e os mediadores produzidos numa fase precoce da infecção podem 

diferir conforme a espécie de Leishmania e com as condições experimentais, desencadeando 

mecanismos protetores ou não.  

Com estes dados, podemos sugerir que camundongos BALB/c respondem de forma 

distinta contra espécies causadoras de LTA, L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis. 

Sugerimos que a PGE2 possa ter papel importante no recrutamento celular na fase inicial de 

infecção por Leishmania, atuando principalmente sobre o recrutamento de células 

neutrofílicas, direcionando a resposta celular e ainda atuando na regulação da produção de 

mediadores inflamatórios como o óxido nítrico, o TNF-α e a IL-12.  
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3.1 CONCLUSÕES  

 

- Diferentes espécies de Leishmania modulam de forma distinta a migração celular: L. (L.) 

amazonensis, que causa doença em camundongos BALB/c, estimulou a migração celular 

mais precocemente que a L. (V.) braziliensis. 

- Na infecção por L. (L.) amazonensis houve predomínio de neutrófilos após 6 horas, os quais 

podem produzir mediadores que atraem macrófagos. 

- A elevação de macrófagos observada após 24h pode ser responsável pela manutenção da 

infecção por L. (L.) amazonensis, uma vez que após a fagocitose por macrófagos, Leishmania 

pode burlar os mecanismos microbicidas destas células, estabelecendo a infecção. 

- A infecção por L. (V.) braziliensis, ao contrário de L. (L.) amazonensis, estimulou a 

migração de eosinófilos para a cavidade peritoneal com maior intensidade, sugerindo que 

estas células podem estar envolvidas em mecanismos protetores. 

- L. (L.) amazonensis estimulou mais que L. (V.) braziliensis a produção de neutrófilos. Este 

fenômeno pode estar relacionado com a progressão da infecção, uma vez que os neutrófilos 

podem ativar macrófagos, promovendo a fagocitose e a sobrevivência dos parasitos.  

- Neste modelo a PGE2 regula positivamente a liberação de óxido nítrico e negativamente a 

produção de TNF-α. 

- A manutenção da infecção por L. (L.) amazonensis parece mediada por um mecanismo 

sequencial envolvendo a produção de altos níveis de PGE2 os quais regulam negativamente a 

produção de TNF-α , uma vez que o tratamento com indometacina estimulou a produção de 

TNF-α que, por sua vez, conduziu a uma elevação do influxo de neutrófilos e macrófagos no 

sítio de inoculação do parasito. 

- Como esperado a L. (V.) braziliensis estimulou maior produção de IL-12 (Th1 relacionado 

com resistência) quando comparado aos animais infectados com L. (L.) amazonensis. 

- A PGE2 atuou regulando positivamente a liberação de IL-12, possivelmente por um 

mecanismo dependente de TNF-α. 

 

Através dos resultados obtidos podemos concluir que camundongos BALB/c 

respondem de forma distinta as espécies causadoras de LTA. Observamos também que a 

PGE2 possui papel importante na fase inicial da infecção por Leishmania, agindo sobre 

mecanismos do recrutamento celular e regulando a produção de mediadores inflamatórios 

como o óxido nítrico, o TNF-α e a IL-12.  
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3.2 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Conhecer quais mediadores inflamatórios envolvidos com o desenvolvimento de 

doença na infecção por Leishmania pode auxiliar na descoberta de novas formas de 

tratamento da doença e, até mesmo na produção de vacinas.  A demonstração de um papel 

regulador da prostaglandina E2 sobre a produção de óxido nítrico, TNF-α e IL-12, induzida 

por Leishmania, é interessante à luz de uma possível regulação farmacológica destes 

mediadores inflamatórios pela modulação da síntese de PGE2. Além do mais, esperamos 

pesquisar outros mediadores inflamatórios, bem como a expressão de genes de receptores de 

quimiocinas e citocinas na fase inicial de infecção por Leishmania, na tentativa de 

compreender melhor como atuam tais moléculas na modulação da resposta imunológica, uma 

vez que, o envolvimento de mediadores pró-inflamatórios na fase inicial de infecção por 

Leshmania é importante no processo de evolução da doença (resposta Th1 ou Th2). 

  

 

 

 


