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RESUMO 
 

 
A imunologia da infecção murina por Leishmaia (Viannia) braziliensis é pouco 

conhecida, especialmente considerando a imunidade inata e a participação dos leucotrienos 
nos mecanismos de resistência à infecção. Os leucotrienos são mediadores lipídicos da 
inflamação que ativam mecanismos microbicidas dos leucócitos. O presente trabalho teve 
como objetivo avaliar o perfil da infecção de camundongos BALB/c e C57Bl/6 por dois 
isolados de L. (V.) braziliensis obtidos de pacientes com leishmaniose cutânea e o 
envolvimento dos leucotrienos endógenos na resistência à infecção. Para isto, os isolados 
denominados IMG3 e RPL5 foram identificados como L. (V.) braziliensis por meio de 
técnicas moleculares e foram avaliados quanto ao crescimento in vitro em meio Grace 
(26°C), e quanto ao curso da evolução da lesão, em camundongos BALB/c e em C57Bl/6. 
Camundongos C57Bl/6 geneticamente deficientes em interferon gama (IFNγ) foram 
infectados para avaliar a importância desta citocina no controle da infecção. A carga 
parasitária foi obtida pelo ensaio da diluição limitante em linfonodos drenantes da lesão e 
nos baços. As patas dos camundongos BALB/c e C57Bl/6 foram colhidas após 12 semanas 
de infecção, e dos camundongos deficientes em IFNγ, na 4ª semana, e foram processadas 
para análises hitopatológicas. A capacidade de indução de óxido nítrico (NO) pelos 
isolados foi avaliada em culturas de células RAW 264.7 tratadas ou não com IFNγ e 
lipopolissacarídeo (LPS), sendo os nitritos detectados por reação de Griess.  A regulação 
da produção de NO pelos leucotrienos endógenos foi avaliada por tratamento das culturas 
de macrófagos com um inibidor de 5-lipoxigenase (5-LO) e um antagonista de receptor de 
leucotrieno B4 (LTB4). A atividade microbicida dos macrófagos foi avaliada em 
macrófagos peritoneais (C57Bl/6) infectados com o isolado IMG3, sendo o NO inibido por 
aminoguanidina. O efeito da inibição de leucotrienos, in vivo, foi avaliado em 
camundongos C57Bl/6 infectados com o isolado IMG3 e tratados com um inibidor de 5-
LO. As curvas de crescimento in vitro foram similares para os dois isolados e os parasitos 
no 5° dia de cultivo foram usados nos experimentos de infecção. O curso da lesão foi 
similar entre os dois isolados nos camundongos BALB/c e C57Bl/6, porém enquanto a 
lesão regrediu nos C57Bl/6, nos camundongos BALB/c, a lesão foi persistente até a 12ª 
semana de infecção. Em camundongos deficientes em IFNγ houve crescimento progressivo 
das lesões e visceralização, tanto com o isolado IMG3 quanto com o RPL5. Confirmando 
estes dados, a carga parasitária nos linfonodos drenantes da lesão nos camundongos 
BALB/c foi maior do que a encontrada nos C57Bl/6 após 12 semanas de infecção com 
IMG3 e os parasitos (IMG3 e RPL5) foram encontrados em cerca de 50% dos baços dos 
camundongos deficientes em IFNγ. As análises histopatológicas mostraram um acentuado 
infiltrado inflamatório na derme, com macrófagos vacuolizados repletos de parasitos nos 
camundongos BALB/c (12 semanas), e nos deficientes de IFNγ (4 semanas), mas não nos 
camundongos   C57Bl/6 (12 semanas), similarmente para IMG3 e RPL5. Os isolados 
IMG3 e RPL5 induziram NO em células RAW 264.7 em sinergismo com IFNγ e os 
leucotrienos  endógenos não alteraram a produção de NO destas células. Macrófagos 
peritoneais murinos mostraram atividade microbicida de maneira dependente de NO. A 
inibição in vivo da síntese de leucotrienos não alterou o curso da infecção pelo isolado 
IMG3 em camundongos C57Bl/6. Coletivamente, os dados mostram que o camundongo 
BALB/c é suscetível à infecção pelos dois isolados, enquanto o C57Bl/6 é resistente; o 
IFNγ é essencial para o controle da infecção; os isolados induzem a produção de NO, o 
qual contribui para a eliminação dos parasitos; e os dados sugerem que os leucotrienos 
endógenos não estão envolvidos nos mecanismos de resistência dos camundongos C57Bl/6 
a L. (V.) braziliensis. 

 



 

ABSTRAT 
 

 
The knowledge about immunology of Leishmania (Viannia) braziliensis-murine 

infection is poorly known, especially concerning innate immune response and the 
involvement of leukotrienes in the resistance mechanisms. Leukotrienes are lipid mediators 
of inflammation that activate microbicidal mechanisms in leukocytes. The present study 
aimed to evaluate the BALB/c and C57Bl/6 murine infection with two L. (V.) braziliensis 
isolates obtained from cutaneous leishmaniasis patients  and the involvement of 
leukotrienes in the resistance of infection. Thus, IMG3 and RPL5 isolates were identified 
as L. (V.) braziliensis by using molecular techniques and the in vitro growth of parasites in 
Grace´s medium (26°C) was evaluated. The time course of lesion after footpad infection 
was followed in BALB/c and C57Bl/6 mice. C57Bl/6 mice genetically deficient in 
interferon gamma (IFNγ) were infected to evaluate the relevance  of this cytokine in 
resistance. The parasite burden in draining lymph nodes and spleens was detected by 
limiting dilution assay. BALB/c- and C57Bl/6-infected footpads were processed after 12 
weeks of infection and those from IFNγ-defecient mice after 4 weeks for histopathological 
analyses. Tissue sections were stained by hematoxylin-eosin. Parasite capacity to induce 
nitric oxide (NO) was analyzed in RAW 264.7 cell cultures treated or not with IFNγ and 
lipopolysaccharide (LPS). Nitrites were detected by using Griess reaction. The NO 
modulation by endogenous leukotrienes was evaluated through treatment of the cultures 
with a 5-lipoxygenase (5-LO) inhibitor and a leukotriene B4 (LTB4) antagonist. 
Macrophage leishmanicidal activity against IMG3 isolate was evaluated in thioglycolate-
elicited peritoneal macrophages of C57Bl/6 mice. In these cultures, NO was inhibited by 
aminoguanidine. In vivo leukotriene inhibition was achieved by using a 5-LO inhibitor. In 
vitro-parasite growth profiles were similar and parasites at the 5th day of culture were used 
to infection. The lesion course was also similar between isolates in both two mouse stains 
used, but C57Bl/6 mice presented healing after 12 weeks of infection whereas in BALB/c 
mice the lesion was persistent. In IFNγ-deficient mice there progressive lesions and 
visceralization in IMG3- as well as in RPL5-infected mice. Corroborating these data, the 
parasite burden in draining lymph  nodes of BALB/c mice was higher than in C57Bl/6 
mice after 12 weeks of infection with IMG3, and parasites (IMG3 and RPL5) were 
identified in about 50% of the IFNγ-deficient mouse spleens. The histopathological 
analyses showed an intense dermal infiltrate with vacuolated macrophages heavily 
parasitized in BALB/c mice (12 weeks) an in IFNγ-deficient mice (4 weeks), but not in 
C57Bl/6  mice  (12 weeks), similarly for IMG3  and RPL5. Both isolates IMG3 an RPL5 
induced NO production in RAW 264.7 celll cultures presenting synergism with IFNγ. 
Endogenous leukotrienes did not affect NO production in these cultures. C57Bl/6 
peritoneal macrophages activated with IFNγ/LPS killed IMG3 parasites depending on NO 
release. In vivo inhibition of  leukotriene synthesis did not change the course of infection in 
C57Bl/6 mice infected with IMG3 isolate. The relevant findings are: BALB/c mouse is 
susceptible to infection with IMG3 an RPL5 isolates whereas C57Bl/6 is resistant; IFNγ is 
crucial to the control of the infection; the isolates induce NO and this molecule contributes 
to macrophage leishmanicidal activity; and also the data suggest that endogenous 
leukotrienes are not involved in the control of L. (V.) braziliensis in C576Bl/6 mouse. 

 

 

 

 



 

1. INTRODUÇÃO 
 

1.1. A Leishmaniose Tegumentar Americana 

 

1.1.1. Características gerais 

 

A leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doença infecto-parasitária 

antropozoonótica, causada por protozoários do gênero Leishmania sp, que acomete pele e, 

ocasionalmente, mucosas. Leishmania sp é um parasito que cresce em células do sistema 

mononuclear fagocitário de vertebrados e é transmitido pela picada do inseto vetor do 

gênero Phlebotomus, no Velho Mundo, ou Lutzomyia, no Novo Mundo. A maioria das 

infecções ocorre como zoonoses entre animais silvestres, geralmente roedores, sendo o 

homem um hospedeiro acidental no ciclo de transmissão (Gontijo & Carvalho 2003; 

Desjeux 2004).  

Segundo a Organização Mundial de Saúde, existem mais de 12 milhões de pessoas 

com leishmaniose, incluindo a forma visceral, distribuídas em 88 países nos quatro 

continentes, estando entre as seis doenças infecciosas mais importantes. Anualmente, são 

notificados 1,5 milhões de novos casos de leishmaniose cutânea (LC) em todo o mundo, 

mas a notificação compulsória só é feita em 32 países e um grande número de casos 

deixam de ser registrados (WHO 2005).  No Brasil, a LTA merece muita atenção, pois 

apresenta ampla distribuição, com registros de casos em todas as regiões brasileiras 

(Machado-Coelho et al. 1999; Castro et al. 2002; Manoel & Martins 2003; Guerra et al. 

2003; Carvalho et al. 2006), assim como pelo risco de ocorrência de deformidades que 

pode produzir no ser humano, com reflexos no campo social e econômico. 

Aproximadamente 90% dos casos de LTA são registrados em indivíduos maiores de 10 

anos e do total de casos registrados, 60% ocorre em indivíduos do gênero masculino 

(Ministério da Saúde 2007; Manoel & Martins 2002). 

A partir da década de 1980, foi verificado um aumento do número de casos no 

Brasil, de 3.000 no ano 1980 para 37.710 no ano 2001.  Entre 1985 e 2005, a média anual 

de casos autóctones registrados foi de 28.568, sendo registrados em média 18,5 casos por 

100.000 habitantes. Considerando o número de casos de LTA por Km2 como indicador da 

densidade de casos de LTA, foram identificados 24 circuitos de importância 

epidemiológica no período de 2001 a 2003. Nesse período, o circuito de maior densidade 

de casos foi representado pela região do Tucuruí, que envolve os estados do Maranhão, 



 

Pará e Tocantins com densidade de 551,84 casos. Em outro circuito se encontram o 

Distrito Federal e o Estado de Goiás com densidade de 245,44 casos (Ministério da Saúde 

2007). Em Goiás, foi verificada uma expansão significante da LTA em quatro anos, 

passando de 71 municípios atingidos em 1994 para 113 em 1998, o que correspondeu a um 

acréscimo de 62% (FUNASA 2000). Em 2002, foram confirmados 507 casos (Manoel & 

Martins 2002) e no ano 2004, este número caiu para 413 casos em Goiás, sendo 20% deles 

no município de Niquelândia (SINAN 2006).  

O perfil epidemiológico da LTA, nos últimos anos, tem sugerido mudanças no 

padrão de transmissão da doença, havendo atualmente o ciclo silvestre, com a transmissão 

em áreas de vegetação primária, sendo uma zoonose de animais silvestres; o ocupacional 

ou lazer, onde a transmissão está associada à exploração das florestas, derrubada de matas 

e ecoturismo (antropozoonose); e o rural ou periurbano, relacionado ao processo 

migratório, a aglomerados em centros urbanos associados a matas residuais, em que há 

adaptação do vetor ao peridomicílio (zoonose de matas residuais e ou antropozoonose), 

verificando-se o processo de urbanização da doença (Oliveira et al. 2004, Ministério da 

Saúde 2007; Reithinger et al. 2007; Shaw 2007). 

 Os parasitos do gênero Leishmania são protozoários que foram primeiramente 

descritos por Leishman em 1900 e Donovan em 1903 (Handman 1999). Estes parasitos 

pertencem à família Trypanosomatidae, gênero Leishmania, e foram inicialmente 

classificados em dois subgêneros, Leishmania e Viannia, conforme características do 

desenvolvimento no intestino do inseto vetor (Shaw 1994). Parasitos de todas as espécies 

de Leishmania são morfologicamente similares, habitam células do sistema mononuclear 

fagocitário dos hospedeiros vertebrados e o intestino dos insetos vetores, dípteros da 

família Psychodidae e subfamília Phlebotominae. Leishmania sp apresenta dois estágios 

morfologicamente e bioquimicamente distintos durante o seu ciclo de vida, a forma 

amastigota e a forma promastigota. A forma amastigota desenvolve-se intracelularmente 

na forma arredondada ou fusiforme contendo um núcleo simples, um cinetoplasto, um 

flagelo rudimentar, multiplicando-se obrigatoriamente dentro de células do sistema 

mononuclear fagocitário, especialmente macrófagos. No intestino do flebotomíneo, as 

amastigotas, dentro das células ingeridas durante o repasto sanguíneo do inseto em 

hospedeiros infectados, são liberadas e se transformam em formas promastigotas, as quais 

se apresentam na forma alongada, com núcleo central, cinetoplasto na posição terminal e 

com um flagelo bem desenvolvido (Ashford, 2000; Gontijo & Carvalho, 2003).  

 No intestino do vetor, a forma promastigota, recém-diferenciada a partir da forma 



 

amastigota ingerida, sofre um processo de diferenciação morfológica e funcional, passando 

da forma procíclica inicial, não infectante, para a forma metacíclica infectante, um 

processo chamado de metaciclogênese (da Silva & Sacks 1987). A forma promastigota 

procíclica que tem formato elipsóide, sofre intensas divisões binárias e adere à parede 

intestinal; posteriormente, dentro de 5 a 8 dias, ela se transforma na forma metacíclica, que 

tem um formato mais delgado e um longo flagelo, são altamente móveis e migram para a 

peça bucal do inseto. O flebotomíneo infectado, quando pica a pele do próximo 

hospedeiro, regurgita cerca de 1 a 1.000 formas metacíclicas sobre a gota de sangue criada 

pela picada, completando o ciclo de transmissão (Almeida et al. 2003; Ashford 2000). As 

formas promastigotas procíclicas e metacíclicas são também encontradas em culturas 

axênicas, representado as formas em fase de crescimento logarítmico e em fase 

estacionária do crescimento, respectivamente. Durante a metaciclogênse, as formas 

promastigotas sofrem alteração nos carboidratos de superfície, podendo ser separadas as 

formas procíclicas das metacíclicas por meio de aglutinação com lectinas (da Silva & 

Sacks 1987; Sacks 1989; Almeida et al. 1993; Pinto-da-Silva et al. 2002).  

Existem cerca de 30 espécies do gênero Leishmania, sendo que mais de 20 delas 

causam infecções no homem. Novas espécies causando infecções humanas estão 

emergindo, especialmente em associação com o vírus da imunodeficiência humana 

(Ashford 2000; WHO 2005). No Brasil, foram descritas sete espécies de Leishmania 

causadoras de LTA, sendo seis do subgênero Viannia e uma do subgênero Leishmania. As 

espécies Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis e 

Leishmania (Leishmania) amazonensis são as principais, sendo menos frequentemente 

encontradas L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi, nas regiões 

Norte e Nordeste (Grimaldi & Tesh 1993; Gontijo & Carvalho, 2003; Ministério da Saúde, 

2007).  

L. (V.) braziliensis é a espécie mais prevalente no Brasil, sendo descrita em todas as 

regiões. A transmissão de L. (V.) braziliensis difere quanto aos reservatórios e vetores de 

uma determinada região. Os roedores silvestres são os principais reservatórios de L. (V.) 

braziliensis, embora o parasito tenha sido isolado de felídeos, canídeos e eqüídeos, em 

diferentes partes do país.  Seus vetores variam conforme o tipo de vegetação, tendo sido 

identificados principalmente Lutzomyia wellcomei e L. complexa no estado do Pará; L. 

wellcomei nas florestas do Ceará; L. whitmani, no Ceará, Bahia, Mato Grosso do Sul e 

Paraná; L. migonei, no Rio de Janeiro e no Ceará; L. neivai, no Sul do país e L. intermedia 

nos estados do Sudeste, Rio de Janeiro, São Paulo e Minas Gerais (Ministério da Saúde, 



 

2007). Em Goiás, as principais espécies de vetores são L. intermedia, L. flaviscutellata e L. 

whitmani (Nascimento, 1986; Grimaldi & Tesh 1993; Peterson & Shaw 2003; Manoel & 

Martins 2003; Ministério da Saúde, 2007; Andrade Filho et al. 2007; da Costa et al. 2007). 

A heterogeneidade genética dos parasitos de diferentes localidades tem sido atribuída a 

pressões seletivas exercidas por diferentes componentes do ciclo de transmissão de cada 

área eco-epidemiológica ocupada por esses parasitos, sugerindo que a ocorrência de 

determinadas variantes genéticas esteja intimamente associada à relação dos parasitos com 

seus reservatórios silvestres e insetos vetores (Gomes et al. 1995; Cupollilo et al. 2003).  

Algumas espécies de Leishmania estão comumente associadas a determinadas 

formas clínicas da LTA, embora diferentes espécies possam causar distintas formas 

clínicas da doença. O amplo espectro de manifestações clínicas pode variar desde úlceras 

cutâneas simples, que curam espontaneamente, a lesões cutâneas múltiplas, bem como 

lesões erosivas na mucosa, com progressiva destruição da nasofaringe e orofaringe e 

severa desfiguração facial. As lesões, em geral, iniciam como pequenas pápulas 

eritematosas que alargam e ulceram, possuindo bordas bem delimitadas e elevadas, com o 

fundo avermelhado, de tecido de granulação. Há, ainda, lesões do tipo nodulares, 

vegetantes, verrucosas, com presença de pequenas crostas, ou ectimóide. Linfoadenopatia 

às vezes precede a lesão e uma linfangite (cordão linfático) ou adenomegalia satélite 

podem acompanhar o desenvolvimento da lesão. As lesões tendem à cura 

espontaneamente, mas podem permanecer ativas ou em latência clínica e por disseminação 

hematogênica e/ou linfática do parasito, causar novas lesões cutâneas e/ou mucosas. As 

cicatrizes das lesões, dependendo do seu tamanho podem ser desfigurantes ou mesmo 

passarem despercebidas (Romero et al. 2001; Gontijo & Carvalho 2003; Bailey & 

Lockwood 2007).  

De acordo com as características clínicas, a LTA pode ser classificada 

principalmente em: Leishmaniose cutânea localizada (LCL), com lesão única ou múltipla 

(até 20 lesões), em geral cura espontaneamente, causada por todas as espécies acima 

citadas; Leishmaniose cutânea disseminada (LCD), caracterizada por lesões múltiplas 

ulceradas, podem ser centenas, disseminadas para áreas não contíguas, não raro ocorre 

comprometimento de mucosa, mas a LCD é uma condição rara, causada especialmente por 

L. (V.) braziliensis ou L. (L.) amazonensis; Leishmaniose cutânea difusa (LCDf), cuja 

severidade é dada pela ocorrência de lesões semelhantes às lepromatosas, múltiplas lesões 

não ulceradas, que nunca curam espontaneamente e o indivíduo tem recidivas após o 

tratamento com os fármacos frequentemente usados, concorrente com deficiente resposta 



 

imune específica mediada por células, uma doença rara, causada por L. (L.) amazonensis; e 

a Leishmaniose mucosa ou mucocutânea (LM), também conhecida como “espúndia”, 

causa úlceras infiltrantes na mucosa das vias aéreas superiores, com extensa destruição da 

cavidade oronasal e faríngea, geralmente surge após a forma cutânea, como uma metástase 

da lesão primária em cerca de 5% dos casos, sendo causada especialmente por L. (V.) 

braziliensis (Turetz et al. 2002; Hepburn, 2003; Gontijo & Carvalho 2003; Desjeux, 2004; 

Ogawa et al. 2006; Bailey & Lockwood 2007). 

Para diagnóstico da LTA, dados clínicos, epidemiológicos e laboratoriais devem ser 

frequentemente associados. Uma extensa anamnese, com colheita de dados clínicos e 

epidemiológicos, seguida de diagnóstico diferencial de várias outras doenças que causam 

lesões cutâneas ou mucosas, deve ser feita inicialmente. No entanto, encontrar o parasito 

em fragmentos de biópsias ou aspirados das lesões, é o único diagnóstico de certeza de 

infecção por Leishmania sp. Assim, o método parasitológico mais simples é o exame 

direto, feito por escarificação, biópsia com impressão em lâmina ou punção aspirativa, 

sendo o material corado por corantes Giemsa ou Leishman, para análise microscópica à 

procura do parasito. A inoculação do material obtido da lesão em meios de cultura ou 

animais de laboratório permite a confirmação do diagnóstico e a posterior identificação da 

espécie do parasito. A pesquisa de parasitos também é feita em cortes histológicos dos 

fragmentos das biópsias, porém, nem sempre é possível visualizar o parasito. Apesar disto, 

os aspectos histopatológicos podem favorecer o diagnóstico de leishmaniose e descartar 

outras doenças cutâneas (Romero et al. 2001; Silveira et al 2004; Andrade et al 2005; 

Bailey et al 2007).  

Os métodos moleculares, que empregam a reação em cadeia da polimerase (PCR, 

polimerase chain reaction), também têm sido usados no diagnóstico de leishmaniose, 

apresentando uma elevada sensibilidade, pois são capazes de detectar menos de um 

parasito inteiro no material obtido do paciente (aspirado, biópsia fresca ou estocada, 

esfregaço), por meio da amplificação do ácido desoxirribonucleio (DNA, deoxyribonucleic 

acid). Além de poder indicar a presença do parasito, os métodos moleculares permitem a 

identificação da espécie destes parasitos, o que é relevante do ponto de vista 

epidemiológico e para a terapia. Vários são os alvos dos métodos moleculares, dentre eles 

podemos citar o DNA do cinetoplasto (kDNA), que diferencia os subgêneros; as pequenas 

subunidades de seqüências de DNA ribossomal (SSU rDNA, small subunits coding 

sequences), as quais também não diferenciam espécies, apenas grupos ou subgêneros; e 

ainda genes específicos para uma determinada espécie, como o gene da glicose-6-fosfato 



 

desidrogenase (G6PD, glucose-6-phosphate dehydrogenase), o qual tem permitido a 

discriminação entre espécies pertencentes ao subgênero L. (Viannia) (Uliana et al 2000; 

Andrade et al 2001; Castilho et al 2003; Floeter-Winter & Shaw 2004; Reithinger & 

Dujardin 2007).  

Métodos indiretos para demonstrar a presença do parasito incluem os testes 

imunológicos, tais como reações sorológicas e a intradermorreação de Montenegro. As 

técnicas sorológicas abrangem especialmente o ensaio imunoenzimático e a reação de 

imunofluorescência indireta (IFI), para pesquisa de anticorpos anti-antígenos de 

Leishmania sp. Na LTA, os títulos de anticorpos são geralmente baixos, exceto em casos 

de LCDf, sendo a sensibilidade e a especificidade dos testes baixa, portanto, não há um 

teste padrão-ouro de diagnóstico sorológico para a LTA. O teste intradérmico de 

Montenegro é um teste de fácil execução, simples, de alta sensibilidade e especificidade, 

porém não diferencia infecção passada de infecção atual, não apresentando, isoladamente, 

grande relevância para o diagnóstico, mas apenas para auxiliar na avaliação da resposta 

imune celular do paciente (a qual será descrita mais abaixo). Esta reação costuma ser forte 

em pacientes com LM e ausente naqueles com LCDf (Faber et al. 2003; Gontijo & 

Carvalho 2003; Marques et al. 2006). 

  O tratamento da LTA tem como fármacos de primeira escolha os antimoniais 

pentavalentes, o antimoniato de N-metilmeglucamina e o stibogluconato de sódio, apenas o 

primeiro sendo utilizado no Brasil. Estes dois antimoniais têm eficácia comparável para o 

tratamento de LTA causada por L. (V.) braziliensis (Saldanha et al. 1999), sendo que há 

maior chance de fracasso no tratamento da infecção por L. (V.) guyanensis (Romero et al. 

2001). Apesar de bastante usado, com alta taxa de cura de LCL, tanto de pacientes com 

LTA causada por parasitos do complexo L. (Leishmania) sp quanto pelo complexo L. 

(Viannia) sp, e mesmo de pacientes com LM, alguns pacientes não respondem bem ao 

tratamento e tem sido descrita a emergência de cepas resistentes aos antimoniais. Assim, 

como fármaco de segunda escolha, para os pacientes refratários ao tratamento com 

antimonial pentavalente, utiliza-se a anfotericina B ou a pentamidina. A anfotericina B é 

um antibiótico poliênico, antifúngico, com atividade leishmanicida, que devido à sua 

toxicidade sistêmica pode ser usada topicamente ou em formulações lipossomais (Vardy et 

al. 1999; Amato et al. 2004; Brown et al. 2005; Solomon et al. 2007). A pentamidina é uma 

diamidina aromática, que vem sendo utilizada nos países da América do Sul para 

tratamento da LTA, com alta eficácia e segurança. No Brasil, é comercialzia na forma do 

sal isotionato para uso intramuscular. Outros fármacos, combinados aos antimoniais, tais 



 

como pentoxifilina, aminosidina, alopurinol, também podem ser utilizados nos casos em 

que os pacientes não respondem aos fármacos de primeira ou segunda escolha, ou seu uso 

é contra-indicado. Ainda, combinados aos antimoniais, estimuladores do sistema imune 

têm sido usados, tais com interferon gama (IFNγ), fator estimulador de colônias de 

macrófagos e granulócitos (GM-CSF, granulocyte and macrophage-colony stimulating 

factor) e leishvacin (Toledo et al. 2001; Sundar & Raí, 2002; Bailey et al. 2007; Ministério 

da Saúde, 2007). Ainda podem ser usadas a rifampicina (Kochar et al. 2000) e azitromicina 

(Silva-Vergara et al. 2004). 

 A imunoprofilaxia da LTA tem seu suporte nas evidências de que indivíduos que 

tiveram LTA apresentam resistência a uma nova infecção. No entanto, até o momento 

nenhum protocolo de imunização contra leishmnaiose obteve sucesso (Reithinger et al. 

2007). Vários protocolos estão sendo investigados em modelos experimentais (Handman 

2001; Rhee et al. 2002; Salay et al. 2007) na esperança de obter-se a vacina contra 

leishmaniose.  

 De um modo geral, a diversidade dos biomas brasileiros, nas diferentes regiões do 

país, gera uma epidemiologia muito variada da LTA, com diferentes reservatórios 

silvestres, insetos vetores e agentes etiológicos, o que dificulta o seu controle, pois ainda 

faltam dados sobre todos os elos da cadeia de transmissão, sobre a doença e a resposta do 

hospedeiro.  Em seguida serão descritos alguns aspectos da imunologia da leishmaniose. 

 

1.1.2. A resposta imune na LTA: enfoque nos modelos murinos 

 
O amplo espectro clínico das leishmanioses é definido pela relação parasito-

hospedeiro, sendo consideradas de grande relevância as características genéticas do 

hospedeiro associadas aos fatores imunológicos que podem predispor ao desenvolvimento 

de formas brandas ou graves da doença. Os modelos de infecção de camundongos 

isogênicos das linhagens BALB/c e C57BL/6 com L. major representam bem a relevância 

da genética do hospedeiro para a definição da evolução da doença. L. major é amplamente 

distribuída pelo norte da África e Ásia, sendo responsável pela leishmaniose cutânea. A 

predisposição genética para resistência à infecção por L. major, em camundongos 

C57BL/6, correlaciona com o desenvolvimento de linfócitos T CD4+ auxiliares do tipo 1 

(Th1, T helper 1) produtores de INFγ, induzidos por interleucina-12 (IL-12). Enquanto a 

suscetibilidade, observada em camundongos BALB/c, é associada à predominância de 

linfócitos T CD4+ auxiliares do tipo 2 (Th2, T helper 2), induzidos por interleucina-4 (IL-



 

4) (Heinzel et al. 1989; Sacks & Noben-Truth 2002). Ao se estabelecerem as respostas 

imunes, os camundongos C57BL/6 resolvem a lesão cutânea, enquanto os camundongos 

BALB/c sucumbem devido à disseminação do parasito a partir do sítio da lesão e 

conseqüente visceralização. Embora este seja o modelo clássico estabelecido, este 

fenômeno não ocorre com todos os isolados de L. major, mostrando a relevância da 

genética dos parasitos (Anderson et al. 2005). Muitas características da resposta imune nos 

modelos murinos com L. major não são similarmente descritos para infecções com 

leishmanias do Novo Mundo, dos complexos L. (Leishmania) sp ou L. (Viannia) sp, 

ressaltando a diversidade das respostas dos hospedeiros às diferentes espécies de 

Leishmania e mesmo a diferentes isolados da mesma espécie (Guevara-Mendoza et al. 

1997; Jones et al. 2002; Gomes et al. 2003; Qi et al. 2004; Souza-Neto et al. 2004; Pinheiro 

& Rossi-Bergmann 2007). 

O IFNγ é uma citocina essencial no controle da infecção por L. major, tanto no 

início da resposta imune (imunidade natural) quanto na fase mais tardia (imunidade 

adquirida). Na fase inicial da infecção, a principal fonte de IFNγ são as células NK 

(Natural Killer), que são rapidamente recrutadas para os linfonodos drenantes da lesão, 

contribuindo para a contenção dos parasitos (Scharton & Scott 1993). A infecção com L. 

major induz produção de IL-12 e esta citocina é requerida para a ativação das células NK, 

que produzem IFNγ, o qual amplifica a produção de IL-12 pelos macrófagos ou células 

dendríticas (Vieira et al. 1994; Scharton-Kersten et al. 1995). Outras citocinas que podem 

agir sinergisticamente com a IL-12 na geração dos linfócitos Th1 são a IL-1α, a IL-18 e a 

IL-23 (Von Stebut & Udey 2004). Após a sensibilização dos linfócitos T auxiliares aos 

antígenos dos parasitos, realizada em um microambiente rico em IL-12, os linfócitos Th1 

assumem a produção de IFNγ. Porém, vale ressaltar que a IL-12 é um heterodímero com as 

subunidades p40 e p35, formando a IL-12p70 e é nesta forma que ela induz a geração de 

linfócitos Th1. Na forma de homodímeros da subunidade p40, a IL-12p80 inibe a geração 

Th1, por antagonizar os receptores para a IL-12, aumentando a suscetibilidade de 

camundongos BALB/c à infecção por L. major (Nigg et al. 2007). Além dos linfócitos 

Th1, os linfócitos T CD8+ também são importante fonte de IFNγ, contribuindo para a 

imunidade anti-Leishmania (Sacks & Noben-Truth 2002). A produção de IFNγ nos 

pacientes que curam espontaneamente ou naqueles que apresentam cura clínica após o 

tratamento quimioterápico, indica a relevância desta citocina no controle da infecção 

humana (Coutinho et al. 1998). Além disto, os experimentos com animais, nos quais o 

gene do IFNγ foi eliminado, foram fundamentais para consolidar a importância do IFNγ no 



 

controle da infecção. Estes animais apresentam lesões progressivas, sem controle, já 

demonstradas em camundongos infectados com L. major (Wang et al. 1994) ou L. (V.) 

braziliensis (Souza-Neto et al. 2004).  

O IFNγ é importante na geração de mecanismos microbicidas dos macrófagos, 

auxiliando os macrófagos a eliminarem os parasitos. Macrófagos tratados com IFNγ têm 

aumentada produção de reativos intermediários do oxigênio (ROI, reactive oxygen 

intermediates), tais como o ânion superóxido, peróxido de hidrogênio e radicais hidroxilas, 

bem como de reativos intermediários do nitrogênio, tais como o óxido nítrico (NO, nitric 

oxide). A produção simultânea destes dois tipos de reativos gera a formação de 

peroxinitritos, que são altamente tóxicos para os parasitos. Juntas, estas substâncias tóxicas 

contribuem para a eliminação dos parasitos e controle da infecção (Ding et al. 1988; 

Brunet 2001; Von Stebut & Udey 2004). A produção de ROI ocorre especialmente no 

momento da fagocitose do parasito, como um mecanismo primário de defesa dos 

macrófagos. Durante a fagocitose, enquanto os patógenos são internalizados, há um 

aumento no consumo de oxigênio mediado pelo complexo enzimático NADPH-oxidase 

(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase), gerando os ROI altamente tóxicos 

(Rosen et al. 1995; Peters & Sacks 2006).  

O óxido nítrico (NO), um gás inorgânico extremamente tóxico, atua nos grupos 

prostéticos de várias enzimas alterando suas funções e inibe a cadeia respiratória, causando 

morte celular (Jorens et al. 1995; Boscá et al., 2005). O NO é produzido por diversos tipos 

de células, dentre elas células endoteliais e macrófagos, sendo descrito como regulador de 

respostas fisiológicas e patofisiológicas no corpo, incluindo a pressão sanguínea, a função 

plaquetária, a neurotransmissão, a inflamação e a defesa do organismo. O NO difunde-se 

através das membranas e seu efeito pode ser determinado pela reatividade química com 

ânion superóxido, formando peroxinitrito, o qual pode reagir para formar outros 

intermediários como nitrosoperoxicarbonato. Esses produtos reativos do nitrogênio podem 

inibir enzimas contendo centros ferro-enxofre, inibir a função mitocondrial das células por 

competição pelo oxigênio molecular e serem potencialmente tóxicos para microrganismos 

intracelulares, até mesmo para as células do hospedeiro (Mayer & Hemmens 1997; 

Korhonen et al. 2005; Boscá et al. 2005). 

O NO é produzido por meio do metabolismo da L-arginina pela enzima NO sintase 

(iNOS, inducible nitric oxide synthase), o qual além de gerar o NO, gera L-citrulina. A 

enzima iNOS pode ser induzida por vários estímulos imunológicos, tais como o IFNγ, o 

fator de necrose tumoral (TNF), a IL1-β e por estímulos microbianos, levando à formação 



 

de elevadas quantidades de NO (Mills 2001; Brunet 2001). Para que esta enzima seja 

otimamente induzida são necessários pelo menos dois sinais: um estímulo por uma 

citocina, em geral, IFNγ, e uma ativação com um padrão molecular de microrganismo. 

Entre os padrões moleculares mais bem estudados na indução de NO está o 

lipopolissacarídeo (LPS) de bactérias Gram negativas, que age ativando receptores 

similares a proteína Toll, o TLR4 (Toll-like receptor 4) (Ding et al. 1988; Corraliza et al. 

1995; Mills 2001; Royle et al. 2003; Boscá et al. 2005). Os sinais simultâneos via receptor 

do INFγ e TLR, induzem produção acentuada de NO (Xie & Nathan, 1994). Na infecção 

por L. major, foi demonstrada a importância do NO não somente para a eliminação do 

parasito (Liew et al. 1991), mas também para a ativação de células NK. O NO produzido 

nas primeiras horas da infecção, induzido pelo parasito e o IFNαβ, ativa a via de 

sinalização Tyk2/Jak/STAT4 (Tyk2 quinase/Janus quinase/signal transducer and activator 

of transcription 4) do receptor da IL-12, aumentando a produção de IFNγ pelas células NK 

(Bogdan et al. 2000). O NO não somente é fundamental para matar o parasito e favorecer a 

cura clínica, como animais que apresentam resolução da lesão dependem de contínua 

produção de NO para não haver reativação da mesma (Stenger et al. 1996). Além disto, foi 

demonstrado que animais geneticamente deficientes em iNOS são altamente suscetíveis à 

infecção por L. major (Wei et al. 1995).   

Diferenças na indução de NO e/ou suscetibilidade às suas ações tóxicas têm sido 

descritas para as diferentes espécies de Leishmania. L. major induz produção de NO em 

sinergismo com o IFNγ (Bogdan et al. 2000), no entanto, L. (L.) amazonensis inibe o NO 

induzido por LPS em macrófagos murinos in vitro, um efeito que é eliminado pelo 

tratamento com IFNγ (Balestieri et al. 2002). Para que L. (L.) amazonensis seja eliminada 

dos macrófagos, é necessária a produção simultânea de NO e ânion superóxido induzidos 

por IFNγ e LPS (Mukbel et al. 2007). A resistência à infecção por L. (V.) braziliensis é 

dependente de NO em murinos (Rocha et al. 2007), mas nem todo isolado de L. (V.) 

braziliensis é suscetível à ação do NO (Giudice et al. 2007). 

Outra citocina que contribui para a geração de NO e reativos intermediários do 

oxigênio é o TNF, que é importante para o controle da infecção por L. major (Ding et al. 

1988; Liew et al. 1990). Também na infecção por L. (L.) amazonensis, o TNF age de 

maneira sinergística com o INFγ para controlar a infecção de macrófagos peritoneais 

(Gomes et al. 2003). Níveis elevados de TNFα, na fase de resolução da lesão por L. (V.) 

braziliensis, foram descritos e podem estar associados ao controle da infecção (Souza-Neto 

et al. 2004), uma vez que camundongos geneticamente deficientes na produção de TNFα, 



 

infectados com um isolado de L. (V.) braziliensis, mostraram-se incapazes de curar as 

lesões, apresentando lesões progressivas, erosivas, hemorrágicas, e havendo visceralização 

em cerca de 30% dos animais (Rocha et al. 2007). O sinergismo entre o IFNγ e o TNF 

pode induzir a produção de NO (Ding et al. 1988), o que explica a eficácia de ambos na 

eliminação dos parasitos. Quando são comparadas as infecções murinas com L. (V.) 

braziliensis ou L. (L.) amazonensis, apenas na infecção por L. (V.) braziliensis há um 

controle do crescimento dos parasitos, o que pode ser explicado pelos níveis aumentados 

na produção IFNγ e TNF, nos linfonodos drenantes das lesões (Maioli et al. 2004).  

Em humanos, a atividade leishmanicida dos macrófagos também envolve a ativação 

da iNOS, tendo sido demonstrada a produção de NO em culturas de macrófagos humanos 

infectados com L. infantum e ativados com LPS, IFNγ e prostaglandina E2 (Panaro et al. 

1999; Panaro et al. 2001). Foi demonstrado, por análise imunohistoquímica de fragmentos 

de biópsia de pele de pacientes com leishmaniose cutânea localizada ou cutânea difusa, a 

expressão de iNOS. A expressão acentuada da iNOS nas lesões da forma cutânea 

localizada correlacionou com um reduzido número de parasitos, enquanto em lesões da 

forma cutânea difusa, o pequeno número de células positivas para iNOS coincidiu com um 

elevado número de parasitos (Qadoumi et al. 2002). As concentrações séricas de IgE 

podem ser aumentadas em pacientes com leishmaniose cutânea, e em estudos com 

macrófagos humanos, a ligação de IgE/imunocomplexo com seu receptor de alta afinidade, 

FcεRII/CD23, foi capaz de induzir NO de maneira dependente da produção de TNF 

(Vouldoukis et al. 1995). 

Enquanto o eixo Th1/IFNγ/TNF/NO está associado frequentemente à resistência à 

LTA, por outro lado, a suscetibilidade à infecção por L. major, está associada com resposta 

Th2, a qual é caracterizada pela presença de elevados níveis das citocinas IL-4, IL-13, IL-

10 e fator transformador do crescimento β (TGFβ, transforming growth factor β), as quais 

inibem a produção/sinalização de IFNγ e a ativação dos macrófagos (Sacks & Noben-

Trauth 2002). A produção precoce de IL-4 não é necessariamente um indicador de 

suscetibilidade à L. major porque a linhagem de camundongo resistente, C57BL/6, também 

produz essa citocina logo no início da infecção. A inabilidade de montar uma resposta Th1 

observada na linhagem suscetível, BALB/c, tem sido atribuída a vários defeitos intrínsecos 

das células apresentadoras de antígeno e dos linfócitos T, entre eles baixa expressão de IL-

1 pelas células dendríticas, baixa expressão da cadeia beta 2 do receptor para IL-12 (IL-

12Rβ2) na membrana da célula T CD4+ e deficiência da co-polarização do receptor do 

IFNγ com o receptor para antígeno no linfócito T, importante na sinalização para 



 

diferenciação dos linfócitos Th1. Nesse microambiente, a IL-4 promove a diferenciação 

dos linfócitos Th em Th2 (Heinzel et al., 1989; Sacks & Anderson, 2001; Peters & Sacks 

2006).  

Uma forma das citocinas Th2 aumentarem a suscetibilidade à infecção é por meio 

da ativação de macrófagos para geração de prolina e poliaminas. A IL-4 e a IL-13 induzem 

a expressão da enzima arginase I nos macrófagos, a qual catalisa a hidrólise de L-arginina 

em uréia e L-ornitina. Esta última pode ser convertida pela enzima ornitina descarboxilase 

em poliaminas, importante na proliferação celular, e em prolina, pela ação da ornitina 

aminotransferase, sendo a prolina importante na formação do colágeno nos processos de 

reparação tecidual. Quando os macrófagos são ativados por IFNγ, há indução da iNOS, que 

metaboliza a L-arginina produzindo NO, o qual auxilia na eliminação de microrganismos. 

Estes macrófagos ativados expressando iNOS são ditos macrófagos classicamente ativados 

ou M1, e apresentam um perfil pró-inflamatório. Em contraste, os macrófagos 

alternativamente ativados ou M2, que expressam arginase I são antiinflamatórios e 

assumem um papel reparador na reconstituição tecidual (Mills 2001; Gordon 2003). 

Nos macrófagos, a arginase I compete com a iNOS pelo mesmo substrato, a L-

arginina, diminuindo a produção de NO, em detrimento do controle da infecção. Em 

camundongos BALB/c infectados com L. major, se houver uma diminuição na geração dos 

macrófagos alternativamente ativados por deficiência da resposta à IL-4, há uma melhora 

na atividade microbicida dos macrófagos e reduzida atividade arginase (Holscher et al. 

2006). O efeito pode ser devido à ausência de NO, mas também pode ser porque 

Leishmania utiliza a L-ornitina, gerada pela ação da arginase I, para produzir poliaminas, 

que são essenciais para sua proliferação (Iniesta et al. 2001; Iniesta et al. 2002; Noel et al. 

2004). Infecção, por L.major, de camundongos geneticamente deficientes em TLR4 

mostrou um aumento da atividade da arginase favorecendo o crescimento do parasito, o 

que sugere uma importância do TLR4 na resistência à infecção e o papel da arginase na 

suscetibilidade (Kropf et al. 2004a). Coletivamente os dados indicam que a função dos 

macrófagos é diferencialmente regulada pelas citocinas Th1 e Th2, definindo o curso da 

infecção.  

O perfil de suscetibilidade baseado na produção de IL-4, no entanto, apresenta 

algumas contradições no próprio modelo de L. major e não parece ser válido para todas as 

espécies de Leishmania. Ainda no modelo de L. major, foi demonstrado um papel protetor 

da IL-4, dependendo da fase da infecção e da célula apresentadora de antígenos, a IL-4 

pode induzir diferenciação Th1 e camundongos deficientes em IL-4 ainda permanecem 



 

suscetíveis à infecção (Tripathi et al. 2007). Infecção de camundongos BALB/c com L. 

mexicana ou L. (V.) panamensis, que causam lesões progressivas, não induzem IL-4 na 

primeira semana de infecção (Guevara-Mendoza et al. 1997). Também na infecção murina 

por L. (V.) braziliensis, baixa ou não detecção de IL-4 é observada (Souza-Neto et al. 

2004). A indução de IL-4 pode ser variável mesmo entre isolados da mesma espécie, tendo 

sido demonstrado, em camundongos BALB/c, quatro vezes maior produção de IL-4 

quando a infecção foi por L. major LV39, comparada à infecção por L. major Friedlin 

(Hondowicz & Scott 1999). Além destas obervações, tem sido demonstrada a emergência 

de células T regulatórias (Treg, T CD4+CD25+) nas infecções, sendo esta população 

celular, juntamente com a citocina IL-10, também responsáveis pela 

resistência/suscetibilidade à Leishmania. Na leishmaniose cutânea por L. major tem sido 

demonstrada a presença de células T CD4+ produtoras de INFγ e de IL-10 nas lesões, 

mantendo a infecção crônica (Tripathi et al. 2007). 

Em humanos, o paradigma Th1/Th2, associado à cura ou não resolução da infecção 

na leishmaniose tegumentar, não é tão claro como nos camundongos. No entanto, está 

claro que a imunidade celular é essencial para a resolução da infecção (Tripathi et al. 

2007). Na infecção por L. major em humanos, Ajdary et al. (2000) mostraram que o perfil 

de não cura estava associado com baixa produção de IFNγ e alta produção de IL-4. Em 

biópsias com predomínio do perfil Th1 há uma correlação negativa entre os níveis de IFNγ 

e o número de parasitos nas lesões cutâneas causadas por L. (V.) guyanensis, porém não há 

correlação entre os níveis de citocinas Th2 e o número de parasitos em biópsias com perfil 

Th2 (Bourreau et al. 2003). Neste estudo, foi demonstrado que inicialmente há um 

predomínio de resposta Th2 nas biópsias e com a evolução da lesão este perfil muda para 

Th1. Ainda em biópsias de pacientes com leishmaniose cutânea, a expressão de iNOS é 

associada à redução no número de parasitos nas lesões e a indução de NO pode ser 

induzida em macrófagos humanos especialmente via sinalização no CD23/FcεRII e 

receptor do IFNγ (Mossalayi et al. 1999; Qadoumi et al. 2002; Vouldoukis et al. 1995). 

Na LTA, durante a fase ativa da LCL, há predominância de células T CD4+ 

periféricas com produção mista de citocinas do tipo Th1/IFN-γ e Th2/IL-4. Nos indivíduos 

que curam espontaneamente ou naqueles que apresentam cura clínica após o tratamento 

quimioterápico, foi observada uma proporção similar de células T CD4+ e T CD8+, com 

produção de IFN-γ e baixos níveis de IL-4 (Coutinho et al. 1998). Indivíduos com a LM, 

no entanto, podem apresentar níveis de IFNγ similares àqueles de indivíduos que 

apresentam cura espontânea de lesões cutâneas (Carvalho et al. 1995). O TNF e o IFN-γ 



 

controlam a multiplicação dos parasitos na fase inicial da infecção, no entanto, a produção 

de TNF exacerbada pode estar associada a uma maior gravidade da doença. Níveis mais 

elevados de TNF foram detectados nos pacientes com LM quando comparados com 

indivíduos que apresentam a forma cutânea e uma dissociação entre níveis de IFNγ e TNF 

foi observada em pacientes com a forma cutânea que curaram após tratamento (Da-Cruz et 

al. 1996; D’Oliveira Jr. 2002).  

Quando a imunidade celular está preservada nos pacientes com LTA, a 

intradermorreação de Montenegro é positiva, sendo o teste intradérmico com antígenos de 

Leishmania um método auxiliar importante no diagnóstico da LTA, o que ocorre na 

maioria dos pacientes com as formas LCL, LCD e LM. Na LM há forte reação de 

Montenegro, indicando o pólo hiperérgico da LTA, enquanto na LCDf na maioria das 

vezes o teste é negativo, indicando o pólo anérgico da doença (Convit et al. 1993; Silveira 

et al. 2004). A análise histopatológica das lesões da LTA mostram diferenças entre 

infecções por parasitos do complexo L. (Leishmania) sp e L. (Viannia) sp. Nas lesões 

causadas por L. (L.) amazonensis, há um intenso infiltrado mononuclear pobre em 

linfócitos e rico em macrófagos na derme, apresentando-se vacuolizados e repletos de 

amastigotas, dando ao infiltrado uma aparência de granuloma de macrófagos. Já com o 

subgênero Viannia, o infiltrado é mais modesto com macrófagos e parasitos escassos; 

compondo o infiltrado há especialmente linfócitos e plasmócitos, que dão ao infiltrado uma 

característica de granuloma epitelióide. Na LCL, a presença de resposta imune celular é 

representada pela detecção de linfócitos T CD8+ e T CD4+/Th1/IFNγ nas lesões, que 

predominam nas lesões causadas por L. (Viannia) sp. Já nas lesões causadas por L. (L.) 

amazonensis podem ser encontradas células expressando IL-4 e/ou IFNγ. Nas lesões 

mucosas causadas por L. (V.) braziliensis, o infiltrado celular, em alguns pacientes, 

compõe um granuloma tuberculóide, com abundante infiltrado de linfócitos (especialmente 

T CD4+ expressando IFNγ) e plasmócitos, poucos histiócitos e escassos parasitos. Na 

LCDf causada por L. (V.) amazonensis os escassos linfócitos T CD4+ presentes nas lesões 

expressam fortemente IL-4 e fracamente IFNγ (Silveira et al. 2004). 

 

1.1.3. Imunologia da infecção murina por L. (V.) braziliensis 

 

Em relação à leishmaniose causada por L. (V.) braziliensis não há uma abundância 

tão grande de dados da imunologia como ocorre para o modelo de L. major, porém, 

avanços têm sido obtidos nos últimos anos. Estudar L. (V.) braziliensis é de suma 



 

importância para a América Latina, onde esta espécie está entre as mais prevalentes, 

especialmente no Brasil, e causa formas graves da doença. O modelo de infecção de 

camundongos C57BL/6 com L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903, cepa de 

referência da Organização Mundial da Saúde, OMS) mostra que os camundongos são 

resistentes à infecção, desenvolvendo lesões pequenas (~1 mm) e a cura clínica completa 

da lesão pode ser observada por volta da sexta semana da infecção (Souza-Neto et al., 

2004). Já a linhagem de camundongos BALB/c mostrou respostas variáveis aos diferentes 

isolados de L. (V.) braziliensis que têm sido avaliados. Vários deles não causaram lesão e 

naqueles que causaram, houve cura clínica. O período de cura das lesões nos camundongos 

BALB/c foi variável, tendo sido de cerca de trinta dias para isolados do Ceará e da Bahia. 

Na maioria dos isolados avaliados, o tamanho máximo da lesão induzida foi muito 

pequeno, sendo ~0,2 mm (Indiani de Oliveira et al. 2004; Teixeira et al. 2005); cerca de 13 

semanas para outro isolado (WR604) da Bahia (Samuelson et al. 1991) e quase 16 semanas 

para o isolado MAN/BR/LTB-111 (Dekrey et al. 1998). Nestes dois últimos relatos, o 

tamanho máximo da lesão obtido foi de ~1 mm. Em todos estes experimentos foram 

injetadas formas procíclicas em fase estacionária do crescimento. Quando formas 

metacíclicas (cepa M2903) foram injetadas em camundongos C57Bl/6, Maioli et al. 

(2004), estas induziram lesões menores, de apenas ~0,2 mm. Estes dados mostram a 

dificuldade em induzir lesões por L. (V.) braziliensis em murinos. 

Para aumentar a infecção dos camundongos BALB/c com L. (V.) braziliensis, 

saliva do inseto vetor tem sido utilizada juntamente com os parasitos no sítio do inóculo. 

Foi assim que Samuelson et al. (1991) descreveram o primeiro modelo de infecção murina 

por L. (V.) braziliensis. Foi utilizado o isolado WR604, obtido de um paciente com LTA 

(região de Corte de Pedra, Bahia, Brasil). A lesão produzida não curou até os quatro meses 

pós-infecção. O aumento da lesão nos camundongos BALB/c infectados com L. (V.) 

braziliensis parece estar associado ao aumento de produção de IL-4 induzida pela saliva do 

inseto vetor, não tendo sido detectadas outras citocinas que poderiam contribuir para a 

exacerbação da lesão, como o TGFβ e a IL-10 (Lima & Titus, 1996). Tem sido 

demonstrado que a saliva do vetor possui substâncias imunomoduladoras, sendo que a pré-

exposição de camundongos à saliva é capaz de protegê-los contra a infecção por L. major, 

o que está associado à uma forte reação de hipersensibilidade tardia no local do inóculo 

(Kamhawi 2000; Kamhawi et al. 2000). No entanto, no modelo de camundongos BALB/c 

infectados com L. (V.) braziliensis, apesar da saliva do inseto vetor modular a resposta 

imune, não houve proteção contra o desafio com o parasito (de Moura et al. 2007). 



 

Estudos usando o modelo murino BALB/c de infecção com isolados de L. (V.) 

braziliensis, obtidos de pacientes de diferentes áreas geográficas do Brasil (Ceará -

MHOM/BR/94/H3227 e Bahia – MHOM/BR/01/BA788), mostraram diferenças na 

patogenicidade dos isolados (Indiani de Oliveira et al. 2004). O isolado H3227 foi mais 

patogênico, apesar do discreto desenvolvimento da lesão, esta lesão apresentou maior 

reação inflamatória, que estava associada à maior indução de quimiocinas (Teixeira et al. 

2005). Este isolado induziu maior produção de IL-4 e IL-10, enquanto o isolado menos 

patogênico BA788 induziu mais IFNγ e IL-12 (Indiani de Oliveira et al. 2004). A maior 

indução de CXCL10/IP10 pelo isolado BA788 pode estar associada ao maior número de 

células NK rapidamente encontradas nas lesões produzidas por este isolado, o que 

explicaria a resistência à infecção (Indiani de Oliveira et al. 2004; Teixeira et al. 2005). No 

Ceará, é comum encontrar um expressivo enfartamento dos nódulos linfáticos regionais 

precedendo ou acompanhando as lesões cutâneas, fato que deu origem ao termo 

“leishmaniose bubônica” para descrever a doença (Sousa et al. 1995), enquanto, na Bahia, 

o quadro é diferente, com linfadenopatia localizada sendo freqüentemente encontrada 

(Barral et al. 1992; Barral et al. 1995). Estas diferenças clínicas foram refletidas nos 

diferentes perfis de infecção do camundongo BALB/c com isolados destas duas áreas 

geográficas distintas, descritas por Indiani de Oliveira et al. (2004) e Teixeira et al. (2005). 

Recentemente foram descritos os componentes essenciais para o controle da 

leishmaniose cutânea causada por L. (V.) braziliensis em camundongos BALB/c. Foi 

utilizado o isolado MHOM/BR/94/H3227. A IL-12 é absolutamente necessária, uma vez 

que camundongos geneticamente deficientes em IL-12 apresentam lesões progressivas com 

visceralização e morte dos camundongos. Camundongos geneticamente deficientes em 

TNF apresentam lesões progressivas que não curam, são erosivas e hemorrágicas, mas 

somente cerca de 20 a 30% dos animais morrem por visceralização. Também os animais 

geneticamente deficientes em iNOS não conseguem controlar a infecção, porém o 

complexo NADPH-oxidase não é necessário para a resolução da infecção (Rocha et al. 

2007).    

Em camundongos C57Bl/6, a infecção com a cepa M2903 de L. (V.) braziliensis 

causa uma lesão que regride rapidamente, havendo aumento da produção de TNF e IFNγ 

nas culturas de células dos linfondos drenantes da lesão (Maioli et al. 2004). A ausência da 

IL-12, no entanto, causou resultados diferentes daqueles obtidos por Rocha et al. (2007) 

com os camundongos BALB/c. Souza-Neto et al. (2004) mostraram que na ausência da IL-

12 os camundongos C57Bl/6 desenvolvem lesões crônicas sob controle até 12 semanas 



 

pós-infecção; os animais produzem baixas quantidades de IFNγ, mas não viram para um 

perfil Th2. Já nos animais geneticamente deficientes em IFNγ, as lesões são progressivas e 

descontroladas, havendo necessidade de sacrificar os animais quatro semanas pós-infecção. 

 
1.2. Os leucotrienos 
 
1.2.1. Características gerais 
 

Os leucotrineos são mediadores lipídicos da inflamação, produzidos especialmente 

por células de origem mielóide, incluindo neutrófilos, eosinófilos, basófilos, monócitos, 

macrófagos e mastócitos, as quais possuem as enzimas necessárias para a geração destes 

mediadores. Eles têm o nome de leucotrienos devido a três ligações duplas conjugadas na 

estrutura de 20 carbonos e por serem produzidos por leucócitos (Murphy & Gijón 2007). 

Os leucotrienos são eicosanóides (do grego eicosa = vinte; para derivados de ácidos graxos 

contendo 20 carbonos) derivados do metabolismo do ácido araquidônico (AA), um ácido 

graxo poliinsaturado ω-6 (20:4) derivado da dieta, que é incorporado aos fosfolipídios de 

membrana de todas as células do corpo. A biossíntese dos leucotrienos começa apenas 

após estimulação celular. Moléculas sinalizadoras, incluindo imunocomplexos, 

endotoxinas, o componente do sistema complemento C5a, IL-1, TNF, GM-CSF, fator 

ativador de plaquetas (PAF, platelet-activating factor), elastase produzida pelo neutrófilo e 

o próprio LTB4 são capazes de ativar fosfolipases nos leucócitos para iniciar a síntese dos 

leucotrienos (Crooks & Stockley 1998; Funk 2001). 

O aumento de Ca2+ livre em resposta aos diversos estímulos ativa a fosfolipase A2, 

isoforma citosólica (cPLA2), a qual age na posição sn-2 dos fosfolipídios da membrana 

nuclear liberando o AA e lisofosfolipídios. Existe também a forma secretória da enzima 

(sPLA2), de baixo peso molecular, que pode ser uma fonte primária de liberação de AA 

(Flamand et al. 2007; Funk 2001). O aumento de Ca2+ intracelular também ativa a enzima 

5-lipoxigenase (5-LO), que é uma dioxigenase que possui um domínio NH2 terminal (Cd-2 

similar) que liga dois íons cálcio e um domínio catalítico que liga ferro, podendo ser 

encontrada no núcleo de algumas células e no citosol. A ligação com o Ca2+ provoca a 

translocação da 5-LO para a membrana nuclear, que é rica em glicerofosfocolina. Para a 

função catalítica da 5-LO, o ferro é essencial, sendo oxidado Fe2+ para Fe3+ por 

hidroperóxidos lipídicos. Assim, o tônus redox é um parâmetro de atividade 5-LO na 

célula. Condições que promovem a peroxidação lipídica, como quando há aumento de 

ROI, aumenta a produção de leucotrienos. A 5-LO é também ativada por fosforilação em 



 

resíduos de serina dependente de MAPK (mitogen-activated protein kinase), p38 e ERK1/2 

(Burket et al. 2003; Coffey et al. 2007; Radmark et al. 2007).  

Uma vez ativada, a 5-LO deve se juntar à proteína ativadora da 5-LO (FLAP, 5-

LO-activating protein), presente na membrana nuclear. A FLAP age como um dímero que 

faciliata a captura do AA pela 5-LO. A 5-LO catalisa duas reações: 1- retirada de um 

átomo de hidrogênio do C-7 do AA e inserção de oxigênio molecular para formar ácido 5-

hidroperoxieicosatetraenóico (5-HpETE); 2- remoção de um átomo de hidrogênio do C-10 

do 5-HpETE, com conseqüente desidratação, para formar o conjugado trieno epóxido 

leucotrieno A4 (LTA4). O LTA4 pode ser hidrolisado pela enzima LTA4 hidrolase (adição 

de água no C-12) para formar leucotrieno B4 (LTB4, ácido 5(S),12(R)-dihidroxi-6,8,10,14-

(Z,E,E,Z)-eicosatetraenóico). Alternativamente, o LTA4 pode ser conjugado com 

glutationa para formar leucotrieno C4 (LTC4, ácido 5(S)-hidroxi-6(R)-S-glutationil-

7,9,11,14-(E,E,Z,Z)-eicosatetraenóico), por meio da ação da enzima LTC4 sintase. Do 

LTC4, podem ainda serem formados o leucotrieno D4 e o leucotrieno E4 (LTD4 e LTE4, 

respectivamente). Portanto, os leucotrienos podem ser classificados em dois grupos: o 

LTB4 e os cisteinil leucotrienos (cysLTs), que possuem um resíduo de cisteína em comum, 

compreendendo os LTC4, LTD4  e LTE4. Durante o processo inflamatório pode ocorrer 

biossíntese transcelular de leucotrienos, mediada por transferência de AA ou LTA4 de uma 

célula para outra. De tal forma que mesmo que uma célula não possua alguma enzima da 

via de síntese de leucotrienos, é possível produzi-los (Crooks & Stockley, 1998; Funk, 

2001; Murphy & Gijón 2007; Flamand et al. 2007). 

A bisossíntese dos leucotrienos é finamente controlada em vários passos. A 

disponibilidade do AA depende do grau de ativação das fosfolipases e da taxa de 

reincorporação do AA aos fosfolipídios. Para controlar os níveis de AA e fosfolipídos na 

célula há um processo de reacilação dos fosfolipídios que permite a reincorporação dos 

mesmos às membranas, chamado de ciclo de Lands ou remodelagem de AA (Murphy & 

Gijón 2007). O metabolismo do AA depende de 5-LO e FLAP, sendo a 5-LO ativada por 

cálcio ou fosforilação enzimática e sua função depende do estado redox da célula. A 5-LO 

é estabilizada por ATP (adenosina trifosfato), o que aumenta sua atividade. A fosforilação 

no resíduo de Ser523 inibe a atividade da 5-LO, o que é mediado por proteína quinase A 

(PKA, protein kinase A), a qual é ativada por agentes que aumentam cAMP (ciclic 

adenosine monophosphate) (Werz & Steinhilber 2005). Ambas 5-LO e FLAP têm sua 

expressão positivamente regulada por estímulos como IL-3, GM-CSF, TNF, vitamina D3, 

TGFβ e dexametasona. O TGFβ também pode aumentar ou diminuir a expressão de 5-LO, 



 

dependendo do estágio de maturação dos macrófagos. A IL-4 inibe a expressão de 5-LO 

em monócitos e em células dendríticas em maturação. Finalmente, a degradação dos 

leucotrienos finaliza suas funções biológicas. As vias de degradação de ácidos graxos, tais 

como β-oxidação e reações de conjugação com ácido glucurônico estão envolvidas no 

metabolismo do LTB4. Os CysLTs são metabolizados por peptidases e ω-oxidação seguida 

de β-oxidação. Após o metabolismo dos leucotrienos, seus produtos não são capazes de 

ligar aos receptores específicos para os leucotrienos (Yokomizo et al. 2001; Murphy & 

Gijón 2007; Radmark et al. 2007). 

Os tipos de leucotrienos produzidos dependem do tipo celular. Neutrófilos, células 

dendríticas e linfócitos B humanos produzem especialmente LTB4. Já os esonifólicos 

secretam LTC4 e os mastócitos produzem mais LTC4 do que o LTB4. Há diferenças entre 

espécies com relação à produção de determinados tipos de leucotrienos, por exemplo, os 

macrófagos murinos produzem mais LTC4 do que o LTB4, ao inverso dos macrófagos 

humanos (Flamand et al. 2007). Em geral, os leucotrienos são análogos aos hormônios que 

atuam localmente, apresentando um efeito parácrino ao atuarem sobre células vizinhas, e 

autócrino, atuando sobre a própria célula fonte. Os efeitos dos leucotrienos se iniciam após 

ligação destes mediadores a receptores acoplados à proteína G, contendo sete domínios 

transmembrânicos. São eles, os receptores para o LTB4, o BLT1 e o BLT2; e para os 

CysLTs, o CysLT1 e o CysLT2. O receptor BLT1 tem maior afinidade pelo LTB4 do que o 

BLT2, mas diferente do BLT1, o BLT2 pode também mediar resposta a 

hidroxieicosanóides. A ligação dos leucotrienos a esses receptores ativa diferentes proteías 

G que desencadeiam várias vias bioquímicas de sinalização nas células, tais como inibição 

de cAMP (via Gi), ativação de fosfolipase C (PLC, phospholípase C, via Gq), aumento de 

cálcio intracelular (via Gq) e ativação de fosfatidil inositol-3-quinase (PI3K, phosphatidy 

inositide 3-kinase). Estas vias de sinalização levam às várias funções dos leucotrienos nas 

células, entre elas a indução de quimiotaxia, liberação de enzimas lisossomais de 

granulócitos e macrófagos, fagocitose e liberação de ROI. Outros receptores identificados 

para leucotrienos são o PPARα (peroxisome proliferator-activated receptor), envolvido no 

metabolismo lipídico e que quando acionado por LTB4 intracelular aumenta a degradação 

do LTB4 via LTB4 ωhidrolase, diminuindo a inflamação; e o GPR17, que liga CysLTs 

(Yokomizo et al. 2001; Peres et al. 2007a; Flamand et al. 2007).  

Estudos em humanos mostram uma elevada expressão de BLT1 em leucócitos do 

sangue periférico, tais como granulócitos, monócitos, linfócitos T CD4+ e CD8+ e em 

células B, sendo baixa a expressão nas células do timo e do baço. Enquanto a distribuição 



 

dos BLT1 é mais restrita a leucócitos, a expressão de LTB2 é mais ubíqua, sendo este 

expresso em vários tecidos (Kim & Luster 2007). A expressão do BLT1 em monócitos 

humanos é diminuída por citocinas proinflamatórias como o IFNγ e o TNF, enquanto a sua 

transcrição é aumentada por IL-10 ou dexametasona (Pettersson et al. 2005). Muitas das 

funções biológicas dos leucotrienos são mediadas pelos receptores BLT1 e BLT2, sendo 

sua importância no processo inflamatório bastante estudada. Células endoteliais ativadas 

com LPS apresentam aumento da expressão de BLT1 e quando ativadas com TNF têm 

expressão aumentada de BLT2. O próprio LTB4 aumenta a expressão de BLT1 nas células 

endoteliais. A ação do LTB4 nestes receptores aumenta a produção de NO pelas células 

endoteliais, o que contribui para a vasodilatação, e da quimiocina MCP-1 (monocyte 

chemoattractant protein-1), que contribui para a quimiotaxia de leucócitos (Qiu et al. 

2006).  O LTB4 aumenta a quimiotaxia dos leucócitos para o foco inflamatório por 

aumentar a adesão dos leucócitos ao endotélio (Nagai & Katori 1987), o que é mediado por 

um aumento na expressão de integrina (CD11b) nos neutrófilos e monócitos e aumento de 

cálcio intracelular, que é necessário para as alterações no citoesqueleto celular. Também 

induz neutrófilos a produzirem a quimiocina IL-8, que atrai mais neutrófilos para o foco 

inflamatório (Crooks & Stockley 1998; Kim & Luster 2007). O LTB4 pode mediar os 

efeitos do PAF na quimiotaxia, uma vez que foi demonstrado que a inibição de LTB4 

endógeno inibe a quimiotaxia de neutrófilos induzida pelo PAF (Gaudreault et al. 2005).  

Os efeitos quimiotáticos do LTB4 não se resumem a leucócitos envolvidos na 

inflamação, mas também o LTB4 é quimiotático para células dendríticas e linfócitos T, 

agindo em receptores BLT2 ou BLT1, respectivamente (Goodarzi et al. 2003; Shin et al. 

2006; Del Prete et al. 2007). O LTB4 aumenta a expressão do receptor para quimiocina 

CCR7, importante para levar as células dendríticas para os linfonodos (Del Prete et al.  

2007). Desta forma, o LTB4 atua também sobre as células da imunidade adquirida, 

favorecendo o encontro de células dendríticas e linfócitos T para o estabelecimento das 

respostas imunes. Os linfócitos T ativados após interação com as células dendríticas 

expressam BLT1 e são recrutados para os tecidos inflamados (Goodarzi et al. 2003; Islam 

et al. 2006). A ação dos leucotrienos sobre as células dendríticas, além de induzir 

quimiotaxia, pode também modular a produção de citocinas importantes para a definição 

do perfil de linfócitos Th, dependendo do estímulo utilizado e da origem das células 

dendríticas (Jozefowski et al. 2005; DiMeo et al. 2007).    

Os CysLTs são bastante conhecidos como mediadores da broncoconstrição, 

aumento da permeabilidade vascular e ativação dos leucócitos, sendo importantes na asma 



 

alérgica. Entretanto, também estão envolvidos em uma variedade de processos 

inflamatórios. Os receptores CysLT1 e CysLT2 são expressos especialmente em 

eosinófilos, mastócitos, macrófagos, células dendríticas e linfócitos T. O CysLT1 também é 

expresso em basófilos, monócitos e linfócitos B. A ação dos CysLTs nestes receptores 

promove a quimiotaxia de eosinófilos e sua desgranulação, ativação de monócitos e 

macrófagos, especialmente no pulmão, e ampliação da produção de citocinas por 

mastócitos (IL-5, TNF e quimiocinas), favorecendo a resposta inflamatória Th2. Em 

células dendríticas, a ação dos CysLTs parece promover a produção de IL-10 em 

detrimento da IL-12. O CysLT1 é expresso tanto em linfócitos Th1 quanto nos Th2, que 

respondem quimiotaticamente ao LTD4. Atuando em linfócitos B, o LTD4 aumenta a 

produção de anticorpos das classes IgG e IgE, aumentando a resposta Th2 (Kim & Luster 

2007).  

Como mediadores da inflamação, os leucotrienos podem participar dos processos 

inflamatórios de doenças crônicas, alérgicas e autoimunes. Elevadas concentrações de 

LTB4 têm sido encontradas em secreções de pacientes com fibrose cística, asma, psoríase, 

artrite reumatóide e bronquite crônica. Nesses casos, o excessivo recrutamento e ativação 

de neutrófilos por LTB4, bem como por CysLTs, pode contribuir para maior dano tecidual, 

favorecendo a progressão e perpetuação da doença. Além disto, participam da 

aterosclerose, osteoporose e câncer (Crooks & Stockley, 1998; Werz & Steinhilber 2005). 

Apesar da relevância comprovada nestas doenças, apenas na asma um inibidor de síntese 

de leucotrienos, o A-64077 (zileuton), mostrou algum benefício. Na rinite alérgica, artrite 

reumatóide e doença inflamatória intestinal houve baixa eficácia e nenhum benefício 

terapêutico foi alcançado na colite ulcerativa. O zileuton é um derivado N-hidroxiuréia que 

inibe 5-LO por ligar o ferro do sítio ativo da enzima (Werz & Steinhilber 2005). Outras 

intervenções farmacológicas para inibir os leucotrienos são a inibição da FLAP (que pode 

ser conseguida com o uso do composto MK0591, por exemplo) e o antagonismo dos 

receptores BLTs (usando compostos tais como o CP-105,696) e CysLTs (zafirlukast e 

montelukast) (Showell et al. 1996; Surette et al. 1999; Funk 2001).  

Os leucotrienos também possuem ações nas atividades microbicidas dos leucócitos, 

as quais serão descritas na Seção 1.2.2, que discorre sobre o papel dos leucotrienos nas 

infecções. 

 

 

 



 

1.2.2. Os leucotrienos nas infecções 

 

Como importantes mediadores inflamatórios, os leucotrienos também podem 

desempenhar um importante papel na defesa do hospedeiro contra os microrganismos na 

resposta imune inata. O papel dos leucotrienos nas infecções tem sido demonstrado em 

vários estudos. Baile et al. (1996) mostraram que camundongos geneticamente deficientes 

em 5-LO tornam-se suscetíveis à infecção por Klebsiella pneumoniae. Os macrófagos 

alveolares apresentam diminuída fagocitose e destruição das bactérias, facilitando a 

bacteremia e um aumento na letalidade. O LTB4 aumenta a fagocitose de Klebsiella 

pneumoniae por neutrófilos, mediada tanto pelo complemento (CR3, receptor para C3bi) 

quanto por anticorpo IgG (FcγR, receptor para porção Fc de IgG); os CysLTs, no entanto, 

não mostraram qualquer efeito sobre a fagocitose desta bactéria (Mancuso et al. 2001). A 

atividade bactericida dos macrófagos alveolares neste modelo é aumentada pelo LTB4 

exógeno e os leucotrienos endógenos são necessários para a ótima destruição das bactérias. 

Os leucotrienos aumentaram a produção de peróxido de hidrogênio, mediada pelo aumento 

da atividade NADPH-oxidase, sendo este o mecanismo responsável pela destruição das 

bactérias (Serezani et al. 2005).  

Os leucotrienos produzidos por mastócitos após injeção de E. coli na cavidade 

peritoneal de camundongos foram necessários para o recrutamento e ativação de 

neutrófilos. A inibição farmacológica da síntese de leucotrienos, neste modelo, causou uma 

diminuição da eliminação das bactérias (Malaviya & Abraham 2000). Peres et al. (2007b), 

também inibindo farmacologicamente a síntese de leucotrienos, mostraram que na ausência 

destes mediadores lipídicos, os camundongos perdem o controle da infecção causada por 

Mycobacterium tuberculosis. Neste modelo, a deficiência dos leucotrienos reduziu 

significantemente os níveis de IL-12, INFγ e NO, aumentando a mortalidade de 14 para 

57% dos animais.  

Além da importância na resposta a bactérias, em um modelo murino de helmintíase 

a ação dos leucotrienos também foi marcante. A inibição de 5-LO ou a remoção genética 

de 5-LO aumentou a carga parasitária e o número de ovos liberados nas fezes de 

camundongos infectados com Strongyloides venezuelensis. Houve uma diminuição de 

eosinófilos e células mononucleares no sangue periférico e no parênquima pulmonar houve 

diminuição de IL-15, aumento de IL-12 e diminuição de IgE (Machado et al. 2005). 

Também tem sido demonstrado o papel dos leucotrienos na resistência a infecções por 

vírus e fungos em modelos murinos (Flamand et al. 2007). 



 

Na resposta imune inata a protozoários, os leucotrienos também participam dos 

mecanismos de resistência às infecções. O LTC4 aumenta a fagocitose e morte de 

Trypanosoma cruzi por macrófagos murinos peritoneais (Wirth & Kierszenbaum, 1985) e 

o LTB4 induz destruição de T. cruzi mediada por aumento de NO. O LTB4 induz aumento 

de PAF e TNF nos macrófagos infectados com T. cruzi, estando estes mediadores 

envolvidos na indução do NO. Além disto, o LTB4 sinergiza com IFNγ para aumentar a 

produção de NO nestes macrófagos, um efeito também mediado pela indução de TNF e 

PAF. O tratamento de camundongos com um antagonista de BLT1 (CP-105,696) aumentou 

a parasitemia, mas não a letalidade, causadas pelo T. cruzi (Talvani et al. 2002). Segundo 

Reiner et al. (1985), a infecção de macrófagos peritoneais murinos com Leishmania 

donovani é capaz de induzir a produção de LTC4. A infecção de camundongos com L. 

major induziu a produção de LTB4 na fase inicial da infecção em camundongos BALB/c, 

sugerindo seu papel no recrutamento de células inflamatórias e de linfócitos, tanto do perfil 

Th1 quanto Th2 (Milano et al. 1996). Mais recentemente, foi demonstrado que a 

deficiência na produção de leucotrienos, tanto por deficiência genética de 5-LO, quanto por 

inibição farmacológica com MK0591 (inibidor de 5-LO), resultou no aumento da 

gravidade da infecção murina por L. (L.) amazonensis. Os macrófagos dos camundongos 

resistentes à infecção produziram níveis mais elevados de LTB4, após a infecção, do que os 

animais suscetíveis. A ausência de leucotrienos diminuiu a atividade microbicida dos 

macrófagos, a qual foi mediada por NO e foi aumentada pelo LTB4 exógeno (Serezani et 

al. 2006). Até o momento nenhum estudo avaliando a importância dos leucotrienos na 

infecção por L. (V.) braziliensis foi realizado. 

  De maneira geral, a participação dos leucotrienos nas infecções envolve a atração 

dos leucócitos para o foco infeccioso, o aumento da fagocitose, o aumento da atividade 

microbicida dos leucócitos por meio de indução de ROI, NO, liberação de α−defensinas 

dos neutrófilos, liberação de enzimas lisossomais de neutrófilos e eosinófilos e indução de 

citocinas que ampliam suas atividades biológicas, tais como as quimiocinas e as citocinas 

TNF, IL-1, IFNγ, IL-6, IL-4, IL-5 (Crooks & Stockley 1998; Flamand et al. 2004; Peters-

Golden et al. 2004; Serezani et al. 2005a; Flamand et al. 2007).  

 

 O modelo clássico de resistência e suscetibilidade à leishmaniose foi estabelecido 

na infecção murina por L. major. E este modelo tem sido a base para entender os 

mecanismos de resistência e suscetibilidade à infecção por outras espécies de Leishmania. 

A ativação de macrófagos pelo IFNγ produzido pelos linfócitos T CD4+ e a inibição destes 



 

macrófagos pela IL-4 foram postulados como principais mecanismos de resistência e 

suscetibilidade, respectivamente. Nos modelos de infecção por outras espécies de 

Leishmania, no entanto, nem sempre este paradigma é observado (McMahon-Pratt & 

Alexander 2004). Por exemplo, na infecção de camundongos C57Bl/6 com L. (L.) 

amazonensis, o IFNγ não é necessário para conter a infecção na fase inicial da doença, 

somente após dois meses de infecção foi observado que a ausência de IFNγ interfere no 

curso da lesão (Pinheiro & Rossi-Bergmann 2007). A infecção de camundongos BALB/c 

com L. mexicana causa lesões progressivas sem controle, no entanto, não há indução de 

IL-4 na primeira semana de infecção (Guevara-Mendoza et al. 1997). Para L. (V.) 

braziliensis, o IFNγ é essencial para o controle, mas a IL-12, que induz a diferenciação dos 

linfócitos Th1 não é fundamental como na infecção por L. major (Souza-Neto et al. 2004). 

Os mecanismos de controle de L. (V.) braziliensis são ainda pouco conhecidos, 

especialmente por causa da falta de bons modelos murinos da infecção. Outro problema 

para se avaliar a infecção por L. (V.) braziliensis é a dificuldade do isolamento desta 

espécie a partir de lesões de pacientes e sua manutenção em culturas axênicas. Isto faz com 

que não haja muitos estudos sobre o comportamento imunobiológico dos isolados desta 

espécie, cuja relevância é ressaltada pela alta prevalência e pelo elevado número de casos 

de LTA causados por ela no Brasil. Menos ainda é conhecido sobre a participação dos 

leucotrienos nas infecções por Leishmania, os quais podem ser induzidos pelos macrófagos 

durante a infecção por L. (V.) braziliensis e ser importantes para o controle do parasito. 

 

 

 



 

2. Objetivos 

 

2.1. Objetivo geral: 

 

- Avaliar o perfil da infecção de camundongos por dois isolados de Leishmania (Viannia) 

braziliensis (IMG3 e RPL5) e o envolvimento dos leucotrienos endógenos na infecção. 

 

2.2. Objetivos específicos: 

 

- Confirmar a espécie dos dois isolados, IMG3 e RPL5, obtidos de pacientes com LTA e 

estocados no Leishbank (Banco de Leishmania/IPTSP/UFG).  

- Fazer a busca dos dados clínicos e epidemiológicos nos prontuários dos pacientes, dos 

quais as leishmanias foram isoladas. 

- Comparar as curvas de crescimento dos isolados IMG3 e RPL5 in vitro. 

- Avaliar o perfil da infecção pelos isolados IMG3 e RPL5 em camundongos C57Bl/6, em 

BALB/c e em camundongos C57Bl/6 geneticamente deficientes em IFNγ. 

- Avaliar a capacidade de indução de NO pelos dois isolados em linhagem de macrófagos 

murinos RAW 264.7 e sua modulação pelos leucotrienos. 

- Avaliar a infecção de macrófagos peritoneais de camundongos C57Bl/6 com o isolado 

IMG3, a indução de NO e a modulação da atividade microbicida dos macrófagos pelos 

leucotrienos. 

- Avaliar o efeito da inibição da produção de leucotrienos no desenvolvimento da lesão 

causada pelo isolado IMG3 em camundongos C57BL/6. 

 

 

 

 

 

 

 



 

3. METODOLOGIA 

 

3.1. Obtenção e manutenção dos parasitos 

 

3.1.1. Obtenção dos isolados de Leishmania spp  

 

Foram estudados dois isolados estocados no Leishbank (Banco Imunobiológico 

de Leishmanioses da Região Centro-Oeste/IPTSP/Universidade Federal de Goiás), o 

IMG3 e o RPL5, os quais foram obtidos de pacientes atendidos no Hospital de Doenças 

Tropicais Anuar Auad (Goiânia – Goiás). Esses isolados foram selecionados de 

pacientes com LCL que apresentavam pequenas diferenças ao exame clínico e 

pertenciam a áreas geográficas distintas (regiões Norte e Centro-Oeste). Assim, os 

parasitos podem ser adaptados a diferentes reservatórios silvestres e insetos vetores. O 

isolado IMG3 já foi utilizado em um trabalho anterior no nosso laboratório (Gosh 2005) 

e o RPL5 foi um isolado que chamou a atenção pela notável disseminação e 

visceralização em camundongos C57Bl/6 deficientes em IFNγ, após injeção de 

fragmentos da biópsia da lesão do paciente RPL para isolamento dos parasitos. 

A cepa L. (V.) braziliensis M2903, referência da Organização Mundial da Saúde 

(MHOM/BR/1975/M2903), foi gentilmente cedida pela profa. Dra. Lucile Maria 

Floeter-Winter, Instituto de Biologia, Universidade de São Paulo.  

 

3.1.2. Dados dos pacientes 

 

Os pacientes foram atendidos no Hospital de Doenças Tropicais Anuar Auad 

(Goiânia – Goiás) e diagnosticados com LTA por meio de dados clínicos, 

epidemiológicos e laboratoriais (Intradermorreação de Montenegro, exame direto, 

análises histopatológicas, segundo métodos recomendados pelo Ministério da Saúde 

(2007) e reação de Imunofluorescência indireta, utilizando lâminas contendo formas 

promastigotas de L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8), sendo a técnica de acordo 

com Marques et al. (2006). O paciente RPL desenvolveu linfangite e lesão úlcero- 

crostosa, sendo observada a presença de granuloma no exame histopatógico, 

características estas ausentes no paciente IMG. O paciente RPL, provavelmente, contraiu 

a LTA no estado do Pará e o IMG, no estado de Goiás. Os dados dos pacientes estão 



 

apresentados nas Tabelas 1 e 2.  

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Humana e Animal do 

Hospital das Clínicas/UFG.  

 

3.1.3. Cultivo e manutenção dos parasitos in vitro 

 

Os parasitos foram mantidos em nitrogênio líquido até o momento dos 

experimentos, quando foram descongelados e cultivados em placas de 24 poços (Costar, 

Cambridge, MA, EUA) contendo meio Grace completo (Grace’s Insect Medium, Sigma 

Chemical Co., St Louis, MD, EUA) suplementado com 20% Soro Fetal Bovino (SFB, 

Cripion, Andradina, SP, Brasil) inativado, 2 mM de L-glutamina (Sigma), 100 U/mL de 

penicilina (Sigma) e 100 µg/mL de estreptomicina (Sigma), à temperatura de 26 ºC, 

sendo repicados de três em três dias, sempre iniciando a cultura com 5 x 105 

parasitos/mL. Cada cultura foi repicada somente até a 6ª passagem. A quantificação dos 

parasitos foi realizada em hematocitômetro, após diluição de uma pequena alíquota da 

cultura em solução salina tamponada com fosfato (PBS, phosphate buffer saline)–

formaldeído 2%. Para minimizar variações entre experimentos, os parasitos eram 

expandidos em cultura e vários tubos eram congelados, para realização de experimentos 

usando um mesmo estoque de parasitos. A criopreservação dos parasitos foi realizada 

em meio Grace completo contendo 10% de dimetilsulfóxido (Sigma).  

 

3.2. Camundongos 

 

Foram usados camundongos isogênicos das linhagens BALB/c, C57BL/6 e 

C57BL/6 geneticamente deficientes em IFN-γ (C57BL/6 IFN-γ KO, gentilmente doados 

pela Profa. Dra. Leda Quercia Vieira, Departamento de Bioquímica e Imunologia, 

UFMG), machos com idade entre 8 e 12 semanas, fornecidos e mantidos no Biotério do 

Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública (IPTSP) da Universidade Federal de 

Goiás. 

Durante os experimentos, os camundongos foram mantidos em uma sala com 

ventilação, condições de umidade, temperatura, ruído e luz adequadas, segundo normas 

adotadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (Cobea), sendo 5 animais o 

número máximo de animais por gaiola.  

 



 

3.3. Caracterização da espécie dos parasitos 

 

3.3.1. Extração do DNA genômico 

 

As formas promastigotas foram obtidas do cultivo in vitro (1 x 108  parasitos), 

lavados três vezes com 10 mL de PBS (centrifugação a 1.800 g, 15 min, 10°C) e 

ressuspendidos em 150 µL de TELT (Tris 50 mM, pH 8,0; EDTA 62,5 mM, pH 9,0; 

LiCl 2,5 M; Triton X-100 4%), para o rompimento das membranas celulares. Em 

seguida, 50 µL de proteinase K (50 µg/mL) foram acrescidos, seguido de incubação a 

37°C (banho-maria), cerca de 18 h, para ocorrer a digestão das proteínas. Após este 

período, a separação do DNA foi feita com o acréscimo de 150 µL de 

fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1, Gibco BRL, Grand Island, NY, EUA), por 

meio de centrifugação a 15.000 g por 5 min, à temperatura ambiente (T.a. ~ 25°C). A 

fase aquosa formada, contendo o DNA, foi coletada cuidadosamente e acrescida de 

etanol absoluto (2 v/v) (Merck, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e incubada por 60 min a -

20°C, para a precipitação do DNA. Após a incubação, as amostras foram centrifugadas 

(15.000 g, 10 min, T.a.), seguida por duas lavagens do sedimento com 1 mL de etanol 

70%, (15.000 g, 5 min, T.a). O sedimento, após evaporação do etanol, foi acrescido de 

50 µL de TE (Tris-HCl 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0), contendo RNAse (USBTM, 

Cleveland, OH, EUA) e incubado por 1 h a 37°C (banho-maria), antes de ser estocado a 

– 20°C. 

 

3.3.2. Identificação da espécie 

 

Inicialmente foi feita a identificação do subgênero, por meio de uma reação de 

sequenciamento de uma região gênica conservada do DNA ribossomal, após a sua 

amplificação pela PCR usando como par de iniciadores S4/S12, de acordo com Uliana et 

al. 1994. 

A identificação da espécie foi realizada pelo ensaio da PCR, por meio da 

amplificação do gene da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD; EC 1.1.1.49), 

conforme Castilho et al. (2003). A amplificação do DNA genômico extraído foi feita 

usando 50 µM dos iniciadores que amplificam o gene da G6PD específico para L. (V.) 

braziliensis (ISVB, 5’ TACTCGCCAT GTCGGAGG 3’ e ISVC, 5’ 

ATCACAATGATG GTCAACGCA 3’), 50 µM de dNTPs, 0,4 U de Taq DNA 



 

polimerase, tampão composto com Tris-HCl 10 mM, pH 8,6; KCl 50 mM; MgCl2  1,5 

mM e 2 µL da amostra de DNA, nas seguintes condições: desnaturação inicial a 94°C 

por 4 min, seguida de 40 ciclos de desnaturação a 94°C por 1 min, anelamento a 44°C 

por 1 min e extensão a 72°C por 30 seg, sendo a extensão final a 72°C por 4 min. O 

produto de amplificação com 234 pb foi visualizado em gel de agarose 1,5% (Gibco, 

EUA).  

 

 

3.4. Avaliação do crescimento in vitro dos parasitos 

 

Os parasitos, cultivados em meio Grace completo, em placas de 24 poços 

(Costar), à temperatura de 26°C, foram quantificados diariamente durante 9 dias, por 

meio de contagem em hematocitômetro, como referido acima. As culturas foram 

iniciadas com 5 x 105 parasitos/mL, em triplicatas. A quantidade de parasitos foi 

expressa em número de parasitos/mL. 

 

 

3.5. Avaliação do desenvolvimento da lesão após inóculo dos isolados 

IMG3 e RPL5 em camundongos C57BL/6, BALB/c e em camundongos 

deficientes em IFNγγγγ (C57BL/6 IFNγγγγ KO) 

 

Os parasitos, em fase estacionária de crescimento in vitro (5° dia de cultivo), 

foram lavados três vezes com PBS (1.800 g, 10 min, 10°C) e quantificados em 

hematocitômetro. Foram inoculados 5 x 106 de formas promastigotas (em 0,05 mL de 

PBS), subcutaneamente, no coxim plantar da pata direita traseira dos camundongos. Esta 

quantidade de parasitos foi utilizada em todos os experimentos in vivo. O 

desenvolvimento da lesão foi avaliado semanalmente, durante 12 semanas, por 

mensuração da espessura do coxim das patas com o uso de um paquímetro (Starfer, 150 

x 0,02 mm), sendo considerado o tamanho da lesão o resultado da subtração da medida 

da pata infectada daquela da pata contralateral não infectada, o qual é expresso em 

milímetros (mm). Por questões éticas, animais apresentando lesões ulceradas ou com 

tamanho superior a 5 mm foram sacrificados. 

 



 

3.6. Estimativa da carga parasitária nos camundongos C57BL/6, 

BALB/c e C57BL/6 IFN-γγγγ KO infectados com IMG3 ou RPL5: ensaio 

da diluição limitante 

 

O número de parasitos nos linfonodos drenantes da lesão e nos baços foi 

estimado pelo Ensaio da Diluição Limitante (EDL). Os baços e os linfonodos drenantes 

das lesões dos camundongos infectados, sacrificados na 4ª (C57BL/6 IFNγ KO) ou 12ª 

semana de infecção (C57Bl/6 e BALB/c), foram macerados com uso de um 

homogeneizador de tecidos, em 5 mL de meio Grace completo. A suspensão de células 

obtida foi submetida a oito diluições em série, começando com uma diluição de 1:5, e 

em seguida, foram distribuídas em placas de 96 poços de fundo chato (Costar), para um 

volume final de 200 µL, sendo 12 poços para cada diluição. As placas foram seladas e 

incubadas por 15 dias, a 26°C, sendo examinadas sob microscopia de luz em 

microscópio invertido. Os resultados foram expressos como o logarítmico negativo do 

título de parasitos (última diluição em que os parasitos foram detectados). 

 

3.7. Análises histopatológicas das lesões causadas pelos isolados IMG3 

e RPL5 

 
Após o período de 12 semanas de infecção dos camundongos C57BL/6 e BALB/c 

com os isolados de L. (V.) braziliensis IMG3 e RPL5, e quatro semanas para os 

camundongos C57BL/6 IFNγ KO, as patas infectadas e não infectadas foram coletadas, 

fixadas (solução de Bouin, ácido pícrico 75%, ácido acético 5% e formaldeído 10% para 

descalcificação) e embebidas na parafina. Os cortes (5 µm), feitos a partir do material 

parafinizado, foram então preparados e corados com hematoxilina e eosina (H&E). 

Posteriormente, os cortes histológicos foram analisados e fotografados usando um 

fotomicroscópio (Zeiss modelo Axiostar plus) equipado com uma câmera digital Sony 

modelo S-85. Nas fotografias foram adicionadas as barras indicativas das medidas em µm. 

Foram avaliados os processos patológicos gerais (PPG) seguintes: patologia da 

célula, do interstício, do sistema circulatório, inflamação e alterações do crescimento 

celular. A intensidade dos PPG foi quantificada usando os termos ausente (0), discreto (1 a 

25%), moderado (26 a 50%) e acentuado (acima de 50%), conforme o grau de 

acometimento do corte de tecido avaliado. 



 

 

 

3.8. Avaliação da indução de NO pelos isolados IMG3 e RPL5 em 

células RAW 264.7 e sua modulação pelos leucotrienos endógenos 

 

 As linhagens de células murinas, RAW 264.7 (macrófagos) foram cultivadas em 

garrafas de 75 cm2 (Costar) em meio D-MEM (Gibco), suplementado com Hepes 10 

mM, penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 mg/L e 5% de SFB (Gibco), 11 mM de 

bicarbonato de sódio e 2 mM de L-glutamina. As células foram mantidas a 37°C, em 

atmosfera úmida contendo 5% CO2, sendo repicadas de duas a três vezes por semana. As 

células foram distribuídas na concentração de 5 x 104/200 µL em placas de fundo chato 

de 96 poços (Costar), incubadas por cerca de 20 h e então, cultivadas por adicionais 48 h 

na ausência ou na presença de diferentes quantidades de formas promastigotas (em fase 

estacionária do crescimento) dos isolados IMG3 ou RPL5, correspondendo 

aproximadamente a 1:1, 5:1 e 10:1 parasitos:células. As culturas foram também tratadas 

com IFNγ recombinante murino (50 U/mL, Sigma) e/ou LPS 100 ng/mL (E. coli 

0111:B4, Sigma). Para avaliar o efeito dos leucotrienos na indução de NO pelos 

isolados, as células foram tratadas com MK0591 a 1 µM (inibidor de FLAP, Merck-

Frost, gentilmente doado pelo Dr. Carlos Henrique Serezani, Departamento de 

Imunologia, USP) ou CP-105,696 a 1 µM (antagonista de receptor BLT1, Pfizer Groton 

CT, gentilmente doado pelo Dr. Carlos Henrique Serezani, USP), 30 min antes da adição 

dos estímulos (parasitos e/ou IFNγ/LPS). As concentrações dos compostos utilizadas nos 

ensaios estão de acordo com aquelas usadas anteriormente (Serezani et al. 2006; Talvani 

et al. 2002) e não foram tóxicas para os parasitos ou células, como avaliado pelo ensaio 

do MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyl tetrazolium bromide), baseado em 

Ribeiro-Dias et al. (2000). 

 A concentração de nitritos, produtos estáveis da oxidação do NO em meio aquoso, 

presente nos sobrenadantes das culturas, foi determinada por uma reação padrão utilizando 

reagente de Griess. Brevemente, 50 µL dos sobrenadantes das culturas foram incubados 

com 50 µL de reagente de Griess (sulfanilamida 1%/dihidrocloreto de N-1-

naftilenodiamina 0,1%/ácido fosfórico 2,5%) por 10 min, à temperatura ambiente. A 

absorbância foi detectada por um leitor de microplacas (Multskam, Thermo Labsistems, 

Shanghai, China), usando filtros de 550 e 620 nm. As concentrações de nitritos foram 



 

determinadas a partir de uma curva padrão de nitrito de sódio, iniciando em 5 µM. Os 

resultados foram expressos em concentração µM de NO2
-, de valores obtidos de dosagens 

em duplicatas. 

 

3.9 Avaliação da infecção de macrófagos de camundongos C57Bl/6 com 

o isolado IMG3: indução de NO e modulação da atividade microbicida 

dos macrófagos pelos leucotrienos endógenos. 

 

 O protocolo seguido foi de acordo com Serezani et al. (2006),com algumas 

modificações. Tioglicolato (3%) foi injetado na cavidade peritoneal de camundongos 

C57Bl/6 e após quatro dias foi realizada uma lavagem da cavidade peritoneal, com 5 mL 

de PBS gelado, para obtenção das células. Aos lavados foram acrescentados 10 mL de 

PBS e estes foram centrifugados (600 g, 4oC, 10 min) e as células foram ressuspendidas 

em meio RPMI 1640 (Sigma) suplementado como o meio DMEM descrito acima. Após 

quantificação das células, estas foram distribuídas (3 x 105) sobre lamínulas de vidro em 

poços de placas de fundo chato de 24 poços (Costar). Inicialmente era depositada uma 

gota de 200 µL sobre as lamínulas e após 30 min (T.a.), para permitir a sedimentação e 

aderência das células às lamínulas, o meio era adicionado para completar 500 µL. As 

células eram incubadas na ausência ou na presença de IFNγ (50 U/mL) por quatro horas 

e então, acrescidas ou não dos compostos MK0591 a 1 µM,  CP-105,696 a 1 µM ou 

aminoguanidina 1 mM por 30 min antes da adição dos parasitos. Como os compostos 

foram dissolvidos em DMSO, este veículo foi adicionado aos controles (0,1%). Em 

seguida, os parasitos IMG3 foram adicionados às células peritoneais na relação 5:1 

(parasitos:célula). Aos poços tratados com IFNγ foram adicionados 100 ng/mL de LPS. 

As placas foram incubadas a 35oC, 5% CO2 em atmosfera umidificada por quatro horas. 

Após este período, os poços foram lavados com PBS aquecido para retirar células não 

aderentes e parasitos livres. Lamínulas foram colhidas neste momento, para análise do 

índice de infecção após 4 h. Aos poços restantes, o meio e todos os tratamentos foram 

repostos e as placas foram incubadas novamente por mais 20 h (35oC, 5% CO2). Após a 

incubação, os sobrenadantes foram colhidos para avaliação da produção de NO, por 

meio de dosagem de nitritos, como descrito acima. As lamínulas foram fixadas com 

metanol e coradas pelo kit Instant-Prov (Pinhais, PR, Brasil), conforme recomendações 

do fabricante. Após, as lamínulas foram fixadas com Entellan (Merck, Brasil) sobre 

lâminas para microscopia e avaliadas sob microscopia de luz. O índice de infecção foi 



 

obtido pela quantificação de 500 células, sendo multiplicada a porcentagem de 

macrófagos infectados pelo número médio de parasitos por macrófago infectado. Os 

experimentos foram feitos em triplicatas. 

 

3.10. Tratamento dos camundongos C57Bl/6 com inibidor de 

leucotrienos: avaliação da evolução da lesão causada pelo isolado IMG3  

 

 Para inibir a atividade da enzima 5-LO in vivo, grupos de cinco camundongos 

C57Bl/6 foram tratados com A-64077 (zileuton) a 1 mg/Kg  aplicado via intra peritoneal 

(i.p.), 1 h antes da infecção e diariamente durante 7 dias. O zileuton foi dissolvido em 

dimetilsulfóxido (Sigma), sendo este solvente aplicado nos animais controles na mesma 

concentração usada na preparação do zileuton (2 %). O desenvolvimento da lesão foi 

acompanhado como já descrito acima. 

 

3.11. Análises estatísticas 

 

Os dados foram apresentados como média ± EPM (erro padrão da média), sendo 

então os dados comparados pelos testes t Student, teste pareado de Wilcoxon (para 

tratados com os compostos inibidores de leucotrienos vs não tratados) ou Two-Way 

ANOVA/Bonferroni (para vários grupos); ou apresentados como mediana (mínimo e 

máximo) e os resultados analisados pelo teste de Mann Whitney, conforme indicado nas 

legendas das figuras. O nível de significância foi estabelecido em p < 0,05 e as análises 

foram feitas utilizando o GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software Inc. San Diego, CA, 

USA). 

 

 



 

4. RESULTADOS 

 

4.1. Características dos pacientes com LTA dos quais foram obtidos os 

parasitos 

 

Para avaliar o comportamento imunobiológico de L. (V.) braziliensis foram 

selecionados dois isolados, os quais foram obtidos de pacientes diagnosticados com LTA.  

A Tabela 1 apresenta os dados clínicos e epidemiológicos dos dois pacientes, mostrando 

que ambos apresentavam a forma cutânea localizada da LTA com duas lesões ulceradas, 

porém com aspectos clínicos diferentes: no paciente RPL a lesão era do tipo úlcero-

crostosa, além disto, este paciente apresentava linfangite (presença de cordão linfático). Os 

locais prováveis de infecção também diferiram entre os dois pacientes, sendo um na região 

Centro-Oeste (Goiás) e outro na região Norte (Pará). Ambos os pacientes responderam 

positivamente ao tratamento com antimonial pentavalente, cicatrizando as lesões. Exames 

laboratoriais auxiliaram o diagnóstico clínico-epidemiológico e mostraram ausência de 

anticorpos e forte resposta imune celular (intradermorreação positiva), no momento do 

diagnóstico. Em ambas as biópsias foram detectadas formas amastigotas nos exames 

histopatológicos, porém, nestes exames não foi detectada a presença de granuloma no 

paciente IMG, enquanto um granuloma foi detectado na amostra do paciente RPL (Tab. 

2).  

 

4.2. Confirmação da espécie dos isolados L. (V.) braziliensis IMG3 e 

RPL5  

 

A identificação do subgênero dos parasitos foi realizada usando a técnica da 

PCR, amplificando regiões conservadas do DNA ribossomal, seguida de sequenciamento, 

sendo os resultados apresentados na Figura 1A. Os isolados IMG3 e RPL5 apresentaram 

seqüências compatíveis com o subgênero Viannia. Para a identificação da espécie foi 

realizada uma semi-nested PCR, utilizando iniciadores específicos para a amplificação de 

genes que codificam uma isoforma da enzima G6PD exclusiva para a espécie L. (V.) 

braziliensis. Foi amplificado o gene da G6PD nos dois isolados, indicando que IMG3 e 

RPL5 são L. (V.) braziliensis (Fig. 1B). 

 



 

 
 
 

Tabela 1. Dados clínicos e epidemiológicos dos pacientesa 

 

Pacientes  IMG RPL 
Gênero Feminino Masculino 

Idade 43 46 

Profissão Do Lar Garimpeiro 

Forma Clínica Cutânea localizada Cutânea localizada 

Número de lesões 2 2 

Tipo de lesão Ulcerada Úlcero-crostosa 

Tempo de lesão 45 dias 3 meses 

Adenomegalia satélite Não Sim, presença de cordão 
linfático (linfangite)  

Provável infecção Goiás Pará 

Tratamento Antimonial Pentavalente Antimonial Pentavalente 

Resultado Cura clínica Cura clínica 
aDados clínicos e epidemiológicos de dois pacientes (IMG e RPL) com Leishmaniose 
Tegumentar Americana, atendidos no Hospital de Doenças Tropicais Anuar Auad, Goiânia – 
Goiás (paciente IMG no ano 2003 e paciente RPL5 em 2005). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabela 2. Dados laboratoriais dos pacientesa 

  
Paciente 

Exame 
direto 

Reação de 
imunofluorescência 

indireta (IFI) 

Intradermorreação 
de Montenegro 

Exame 
histopatológico 

IMG Positivo Não reagente 10 mm 

Presença de 
amastigota, 
ausência de 
granuloma 

RPL 
Não 

realizado 
Não reagente 15 mm 

Presença de 
amastigota, 
presença de 
granuloma 

aDados laboratoriais da primeira consulta dos dois pacientes com Leishmaniose Tegumentar 
Americana atendidos no Hospital de Doenças Tropicais Anuar Auad, Goiânia – Goiás (paciente IMG 
no ano 2003 e paciente RPL5 em 2005). 

 
 
 



 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Isolados IMG3 e RPL5 são L. (V.) braziliensis. Em A, seqüenciamento da região 
conservada do DNA ribossomal amplificado com os pares de iniciadores S4 e S12. Em B, o DNA 
foi amplificado, utilizando iniciadores específicos para a isoforma da enzima G6PD de L. (V.) 
braziliensis. O produto da PCR (234 pares de bases) foi visualizado em gel de agarose 1,5%, após 
incorporação de brometo de etídio. Em 1- IMG3; 2- RPL5; 3 – L. (V.) braziliensis referência da 
OMS (MHOM/BR/1975/M2903); 4 – L. (L.) amazonensis referência da OMS 
(IFLA/BR/1967/PH8); 5 – L. (L.) chagasi referência da OMS (MHOM/BR/74/M2682); 6 – 
controle negativo da reação; 7 – padrão de peso molecular DNA λ-hind. 
 
 
 
 

4.3. Perfil do crescimento in vitro dos isolados L. (V.) braziliensis IMG3 e 

RPL5 

 

Para avaliar o perfil de crescimento in vitro, em meio Grace a 26°C, foram 

realizadas culturas com inóculo inicial de 5 x 105 parasitos/mL. Os perfis de crescimento 

dos isolados IMG3 e RPL5 foram similares, porém o IMG3 atingiu uma densidade maior 

de parasitos do que o RPL5 (4,9 ± 0,4 vs  2,7 ± 0,2 x 107 parasitos/mL, respectivamente, p 

< 0,05, n = 7), ambos atingindo o pico de crescimento no terceiro dia (Fig. 2). Baseado nas 

curvas de crescimento, os parasitos foram considerados em fase logarítmica de 

crescimento do primeiro ao terceiro dia de cultura e em fase estacionária do quarto ao 

oitavo dia de cultivo. A partir do oitavo dia, vários parasitos mortos eram vistos nas 

culturas. De acordo com estes experimentos, foi definida a utilização dos parasitos em fase 

estacionária do crescimento no quinto dia de cultivo para os experimentos subseqüentes.  

L. (Leishmania) amazonensis     GAATTGCCCATAGAATAGCA 
L. (Leishmania) chagasi             GAATTGCCCATAGGATAGCA 

  L. (Viannia) sp.                          GAATTGTCCATAGGATAGCA 
  

IMG3                                      GAATTGTCCATAGGATAGCA 
RPL5                                      GAATTGTCCATAGGATAGCA 

1 2 3 4 5 6 7 
A B 



 

 

 

 

                                

                                         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Curva de crescimento in vitro do isolados L. (V.) braziliensis IMG3 e RPL5. Os 
parasitos (■ IMG3 e ● RPL5) foram cultivados na concentração inicial de 5 x 105 parasitos/mL 
em meio Grace, à temperatura de 26°C. A quantificação dos parasitos foi realizada diariamente 
durante 9 dias de cultura, usando hematocitômetro. Cada ponto representa a média ± EPM de 7 
experimentos independentes, realizados em triplicatas. *p < 0,05 (IMG3 vs RPL5), Two-Way 
ANOVA/Bonferroni. 
 
 

4.4. Características da infecção com os isolados L. (V.) braziliensis IMG3 

e RPL5 em camundongos C57BL/6, BALB/c e C57BL/6 IFNγ KO 

 

As linhagens de camundongos C57BL/6 e BALB/c foram escolhidas para 

comparar a eficiência da infecção in vivo pelos isolados IMG3 e RPL5, bem como o 

estudo da evolução clínica da lesão. Os camundongos C57BL/6 infectados com os 

isolados IMG3 ou RPL5 desenvolveram inchaço nas patas já na segunda semana e o 

tamanho máximo da lesão foi obtido na terceira semana após o inóculo dos parasitos 

(IMG3: 1,05 ± 0,14 mm; RPL5: 1,7 ± 0,2 mm). A lesão regrediu progressivamente a 

partir da quarta semana. Até a 12ª semana de infecção, a regressão da lesão foi 

praticamente completa nos camundongos infectados com IMG3 ou RPL5, sendo que a 

medida da lesão permaneceu com 0,1mm (Fig. 3A).  

Assim como nos camundongos C57Bl/6, os camundongos BALB/c infectados 

com o isolado RPL5 apresentaram uma lesão com tamanho máximo na terceira semana de 

infecção (1,7 ± 0,12 mm, Fig. 3B). O isolado IMG3, porém, nestes camundongos, induziu 
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o pico da lesão somente na quinta semana de infecção (1,2 ± 0,19 mm, Fig. 3B). 

Contrariamente ao que ocorreu nos camundongos C57Bl/6, as lesões causadas pelos dois 

isolados, nos camundongos BALB/c, não regrediram até a 12ª semana de infecção, sendo 

mantida uma lesão de ~1 mm (Fig. 3B). As lesões causadas pelos dois isolados nos 

camundongos BALB/c foram significantemente maiores do que as causadas nos 

camundongos C57BL/6, a partir da quarta semana para o isolado IMG3 e da quinta 

semana para o isolado RPL5 (Fig. 3A e 3B).  

A cepa referência L. (V.) braziliensis M2903 induziu a formação de uma pequena 

lesão, tanto em camundongos C57Bl/6 (5ª semana: 0,3 ± 0,05mm, Fig. 3A), quanto nos 

BALB/c (5ª semana: 0,2 ± 0,01 mm, Fig. 3B), que não regrediu totalmente até a 12ª 

semana de infecção, em ambas as linhagens de camundongos. As lesões causadas pelos 

isolados IMG3 ou RPL5 foram significantemente maiores do que aquelas causadas pela 

cepa M2903 nas duas linhagens de camundongos usadas, C57BL/6 e BALB/c (Fig. 3A e 

3B). 

  A evolução da infecção com os isolados IMG3 ou RPL5 também foi analisada em 

camundongos C57BL/6 deficientes em IFNγ. As lesões progrediram rapidamente nestes 

animais, havendo necessidade de sacrificá-los entre a quarta e a sexta semanas de 

infecção, devido à ulceração (isolado IMG3) ou elevado crescimento da lesão (RPL5). Na 

quarta semana pós-inóculo dos parasitos os tamanhos das lesões eram de 2,78 ± 0,35 mm 

para IMG3 e 5,13 ± 0,13 mm para RPL5 (Fig. 4A). Da terceira para a quarta semana de 

infecção, a pata contralateral dos camundongos infectados com IMG3 apresentou leve 

inchaço, dificultando a mensuração do tamanho da lesão (Fig. 4A). Nas Figuras 4B e 4C 

são apresentadas as imagens das lesões nas patas dos camundongos C57BL/6 IFNγ KO 

infectados por RPL5 (sem ulceração) e IMG3 (com ulceração), respectivamente.                       



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      
 
 
 
 
      
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3. Evolução da lesão em camundongos C57BL/6 e BALB/c infectados com os 
isolados L. (V.) braziliensis IMG3 ou RPL5. Os camundongos C57BL/6 (A) ou BALB/c (B) 
foram inoculados com 5 x 106 parasitos (■ IMG3, ● RPL e ▼M2903) em fase estacionária de 
crescimento, na pata direita traseira. O curso da infecção foi avaliado semanalmente por 
mensuração da espessura das patas. A medida de cada pata infectada foi subtraída da medida da 
pata contralateral não infectada e o resultado é expresso como o tamanho da lesão em milímetros 
(mm). Cada ponto representa a média ± EPM (n = 6). *p < 0,05 (isolados vs M2903), Two-Way 
ANOVA/Bonferroni. 
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Figura 4. Evolução da lesão em camundongos C57BL/6 IFNγ KO infectados com os isolados 
L. (V.) braziliensis IMG3 ou RPL5. Os camundongos foram inoculados com 5 x 106 parasitos 
em fase estacionária de crescimento (■ IMG3 e ● RPL), na pata direita traseira. O curso da 
infecção foi avaliado semanalmente por mensuração da espessura das patas. A medida de cada 
pata infectada foi subtraída da medida da pata contralateral não infectada e o resultado é expresso 
como tamanho da lesão em milímetros (mm). Cada ponto representa a média ± EPM (n = 6). *p < 
0,05 (IMG3 vs RPL5), Two-Way ANOVA/Bonferroni. Em A, evolução da lesão nos 
camundongos C57BL/6 INFγ KO, em B e C, fotos das patas infectadas com os isolados RPL5 ou 
IMG3, respectivamente, na quarta semana de infecção. 
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Para quantificar os parasitos após 12 semanas de infecção e analisar se havia 

disseminação dos parasitos a partir do sítio de inóculo, a carga parasitária foi estimada 

nos linfonodos drenantes da lesão e nos baços dos camundongos C57BL/6 e BALB/c. Em 

acordo com os resultados da Figura 3B, os linfonodos drenantes das lesões causadas pelos 

isolados IMG3 ou RPL5 em camundongos BALB/c apresentavam parasitos (Fig. 5A). A 

carga parasitária de IMG3 (-2,7 log de parasitos) foi levemente superior à de RPL5 (-1,0 

log de parasitos) nestes camundongos. Apesar da aparente cura clínica (Fig. 3A) dos 

camundongos C57Bl/6, ainda foram detectados parasitos nos linfonodos drenantes das 

lesões em alguns camundongos (2/6 para IMG3 e 1/6 para RPL5, Fig. 5A). A quantidade 

de parasitos IMG3 nos linfonodos de camundongos BALB/c foi significantemente maior 

do que aquela detectada nos camundongos C57Bl/6 (p < 0,05; Fig. 5A), enquanto para o 

isolado RPL5 a diferença entre o número de parasitos nas duas linhagens de 

camundongos não atingiu significância estatística (p = 0,09). Em nenhum dos baços 

avaliados de camundongos BALB/c ou C57Bl/6 foram detectados quaisquer parasitos 

após as 12 semanas de infecção. Camundongos C57BL/6 deficientes em IFNγ mostraram 

elevada carga parasitária nos linfonodos drenantes na quarta semana de infecção (IMG3: -

4,19 e RPL5: -4,54 log de parasitos, Fig. 5B) e 50% destes camundongos apresentaram 

disseminação dos parasitos do sítio da lesão para o baço (Fig. 5C). 

Para analisar os aspectos microscópicos das lesões, após três meses de infecção dos 

camundongos C57Bl/6 e BALB/c com os isolados IMG3 e RPL5, as patas foram 

submetidas a análises histopatológicas. Como pode ser observado na Figura 6, o sítio de 

infecção dos camundongos BALB/c apresentava um processo inflamatório crônico, com 

acentuado infiltrado mononuclear (Fig. 6A) e com macrófagos contendo várias formas 

amastigotas dos parasitos IMG3 (Fig. 6B). Os camundongos C57Bl/6 apresentavam um 

processo de cicatrização com depósito de colágeno na derme (Fig. 6C) e não foi observada 

a presença de parasitos em aumento de 1.000x. Resultados similares foram obtidos com o 

isolado RPL5 (dados não mostrados).  

Na ausência de IFNγ, o isolado IMG3 causou lesão ulcerativa com forte reação 

inflamatória, sendo observada uma necrose fibrinóide no local (Fig. 7A), havendo a 

presença de numerosos macrófagos densamente infectados (Fig. 7B), após quatro semanas 

de infecção. Nesta semana de infecção houve um inchaço na pata contralateral, que não 

havia sofrido qualquer intervenção. Sob análise microscópica, foi observada a presença de 

um infiltrado contendo tanto células polimorfonucleares quanto mononucleares (Fig. 7C), 

podendo ser visualizado margeamento leucocitário nos vasos sanguíneos (Fig. 7D). 



 

Porém, não foi observada a presença de parasitos dentro destas células em aumento de 

1.000x. As patas de camundongos infectados com o isolado RPL5 apresentaram um denso 

infiltrado inflamatório composto de macrófagos (Fig. 7E), que ia da região plantar à região 

dorsal da pata. Os macrófagos vacuolizados continham inúmeros parasitos (Fig. 7F). 

 

4.5. Avaliação da participação dos leucotrienos endógenos na infecção de 

camundongos C57BL/6 por isolados de L (V.) braziliensis  

 

Inicialmente, a capacidade dos isolados L. (V.) braziliensis de induzir NO foi 

avaliada em culturas de macrófagos murinos RAW 264.7. A indução de NO foi muito 

variável entre os experimentos, sendo demonstrado um aumento significante apenas com o 

isolado RPL5 na relação 10:1 parasitos:célula (2,8 ± 0,9 vs 12,7 ± 4,2 µM NO2
-, n = 4, p < 

0,05, Fig. 8A). O IFNγ sozinho induziu uma leve produção de NO nos macrófagos, a qual 

foi significantemente aumentada por ambos os isolados IMG3 (12,2 ± 6,4 vs 37,1 ± 9,8 

µM NO2
-, n = 4, p < 0,05, Fig. 8B) ou RPL5 (12,2 ± 6,4 vs 43,3 ± 11,1 µM NO2

-, n = 4, p 

< 0,05, Fig. 8B). A adição de LPS às culturas tratadas com IFNγ também aumentou 

significantemente a produção de NO (12,2 ± 6,4 (Fig. 7B) vs 47,2 ± 6,3 µM NO2
- (Fig. 

8C), n = 4, p < 0,05), porém a adição dos parasitos não alterou significantemente esta 

produção (Fig. 8C). 

Em seguida, foi analisada a modulação da produção de NO pelos leucotrienos. A 

infecção por L. major é capaz de induzir produção de leucotrienos (Milano et al. 1996) e 

estes mediadores aumentam a produção de NO em macrófagos infectados com L. 

amazonesnsis (Serezani et al. 2006). Foram realizadas co-culturas de macrófagos RAW 

264.7 com IMG3 na proporção de 5:1 (parasitos:células). Nesta relação escolhida, a 

quantidade de parasitos foi suficiente para induzir baixos níveis de NO nas co-culturas, 

induziu NO quando IFNγ foi adicionado simultaneamente e não alterou a produção de 

NO induzida por IFNγ/LPS. As co-culturas foram tratadas com inibidor de síntese de 

leucotrienos (MK0591) ou com o antagonista do receptor de LTB4 (CP-105,696). 

Conforme visto na Figura 9, os nossos resultados mostraram que na presença do inibidor 

ou do antagonista, houve uma pequena redução nos níveis de produção de NO apenas nas 

culturas tratadas com IFN/LPS, tanto na ausência quanto na presença de parasitos.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5. Avaliação da carga parasitária nos baços e linfonodos drenantes da lesão de 
camundongos C57BL/6, BALB/c ou C57BL/6 IFNγ KO infectados com os isolados de L. 
(V.) braziliensis IMG3 ou RPL5. Camundongos C57BL/6, BALB/c ou C57BL/6 IFN-γ KO 
foram infectados na pata direita com os isolados IMG3 ou RPL5 (5 x 106 parasitos). Os 
linfonodos drenantes da lesão (A e B) e os baços (C) foram macerados e cultivados por 15 dias, 
em várias diluições. Os camundongos C57BL/6 e BALB/c foram sacrificados na 12ª segunda 
semana de infecção, enquanto os C57BL/6 IFN-γ KO, na quarta semana. São apresentados os 
valores individuais e as medianas (n = 6). *p < 0,05 (IMG3 BALB/c vs IMG3 C57Bl/6), Mann 
Whitney.  
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Figura 6. Fotomicrografias dos cortes histopatológicos das patas dos camundongos BALB/c  
e C57Bl/6 infectados com L. (V.) braziliensis IMG3 após 12 semanas de infecção. Os 
camundongos foram infectados com 5 x 106 parasitos/pata e após 12 semanas foram sacrificados 
para preparação de cortes histológicos corados por H&E. Em A é mostrado um acentuado 
infiltrado mononuclear atingindo toda a derme, aumento de 100 x. Em B, macrófagos 
vacuolizados repletos de parasitos (setas), aumento de 1000 x. Em A e B, lesão em 
camundongos BALB/c. Em C, aspectos de cicatrização da lesão em camundongos C57Bl/6, 
mostrando moderado depósito de colágeno na derme, aumento de 400 x. As barras horizontais 
representam as medidas em µm. 



 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Fotomicrografias dos cortes histopatológicos das lesões causadas pelos 
isolados IMG3 e RPL5 em camundongos C57Bl/6 IFNγγγγ KO. Os camundongos foram 
infectados com 5 x 106 parasitos/pata e após quatro semanas foram sacrificados para preparação de 
cortes histológicos corados por H&E. Em A, lesão causada pelo isolado IMG3, mostrando uma área 
de necrose fibrinóide (indicada pela seta) e um acentuado infiltrado inflamatório em toda a derme, 
aumento 50 x. Em B, macrófagos vacuolizados densamente parasitados (nas setas, amastigotas de 
IMG3), aumento 1000 x. Em C, infiltrado inflamatório na derme da pata contra-lateral não 
inoculada (camundongos infectados com IMG3), aumento de 100 x. Em D, em detalhe o 
margeamento leucocitário (seta), camundongos infectados com IMG3, aumento de 400 x. Em E, 
infecção pelo isolado RPL5, mostrando a derme totalmente infiltrada (aumento de 100 x) e em F, 
os macrófagos vacuolizados acentuadamente parasitados (as setas indicam as amastigotas), 
aumento de 1000 x. As barras horizontais representam as medidas em µm. 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Indução de NO pelos isolados L. (V.) braziliensis IMG3 ou RPL5 em macrófagos 
murinos RAW 264.7. Células RAW 264.7 (5 x 104/200 µL) foram incubadas na ausência (A) 
ou presença de 50 U/mL de IFNγ (B), ou ainda na presença de IFNγ (50 U/mL) e LPS (100 
ng/mL) (C), com diferentes relações parasitos:célula, por 48 h, 35oC. As concentrações de 
nitritos foram determinadas nos sobrenadantes das culturas, usando reativo de Griess. Os dados 
representam as médias ± EPM (n = 4 experimentos em duplicatas). *p < 0,05 (A: meio (0) vs 
10:1; B: IFNγ (0) vs IFN + 10:1), teste t de Student.  
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Como os resultados anteriores mostraram similaridades nas características dos 

isolados IMG3 e RPL5, os experimentos descritos a seguir foram realizados somente com 

o isolado IMG3.  Uma das dificuldades em avaliar a atividade microbicida dos 

macrófagos usando células RAW 264.7 é o fato de que elas se multiplicam durante o 

período de incubação, portanto, para avaliar a atividade microbicida foram utilizados 

macrófagos peritoneais murinos. A Figura 10A apresenta um experimento representativo 

de três realizados, mostrando que o isolado IMG3 sozinho não induz a produção de NO. 

Na presença de IFNγ e LPS, houve indução de NO (1,8 ± 0,6 vs 8,4 ± 0,4 µM NO2
-). A 

inibição de 5-LO ou antagonismo do BLT1 parecem não afetar a produção de NO (Fig. 

10A).  A inibição do NO pela aminoguanidina (Fig. 10A) aumentou a atividade 

microbicida dos macrófagos na ausência ou na presença de IFNγ/LPS (Fig. 10B). Os 

dados preliminares indicam que na ausência de IFNγ/LPS os inibidores de leucotrienos 

não modulam a atividade microbicida dos macrófagos, mas podem fazê-lo na presença 

destes estímulos (Fig. 10B). 

Para avaliar um possível papel dos leucotrienos na evolução da infecção de 

camundongos C57BL/6 com o isolado IMG3, estes camundongos foram tratados com 

zileuton, um inibidor de síntese de leucotrienos, durante a primeira semana de infecção. 

Como pode ser observado na Figura 11, não houve diferença estatisticamente 

significativa entre as lesões na quarta e quinta semanas de infecção nos camundongos 

tratados com zileuton em relação ao grupo controle tratado com PBS. Em ambos os 

grupos houve regressão da lesão a partir da quinta semana de infecção.  

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Leucotrienos endógenos não modulam a produção de NO induzida pelo isolado 
L. (V.) braziliensis IMG3 em macrófagos murinos RAW 264.7. Células RAW 264.7 (5 x 
104/200 µL) foram incubadas na ausência (A e B) ou na presença (C e D) de parasitos (relação 
parasitos:células 5:1) por 48 h. As culturas foram tratadas (+) ou não (-) com IFNγ (50 U/mL), 
LPS (100 ng/mL), MK0591 (1 µM) ou CP-105,696 (1 µM). As concentrações de nitritos foram 
determinadas nos sobrenadantes das culturas, usando reativo de Griess. Os dados representam as 
médias ± EPM (n = 4 experimentos em duplicatas).  

Sem leishmania

0

5

10

15

20

25

30 A

N
O

2-  (
µµ µµ
M

)

Sem leishmania

0

5

10

15

20

25

30 B

N
O

2-  (
µµ µµ
M

)
Com IMG3

0

5

10

15

20

25

30 C

IFNγγγγ
LPS

- + +
+

+ +
+

-
- - - -

MK0591

N
O

2-  (
µµ µµ
M

)

Com IMG3

0

5

10

15

20

25

30 D

IFNγγγγ
LPS

- + +
+

+ +
+- - -

CP-105,696

N
O

2-  (
µµ µµ
M

)



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Avaliação da atividade microbicida de macrófagos peritoneais de camundongos 
C57Bl/6 infectados com L. (V.) braziliensis IMG3.  Os macrófagos peritoneais foram coletados 
quatro dia após injeção de tioglicolato, foram aderidos (3 x 105/500 µL) em lamínulas de vidro e 
infectados com os parasitos IMG3 (5:1) na ausência (Meio) ou presença de IFNγ/LPS, por 4 h. As 
culturas foram tratadas com o veículo ou com os compostos CP-105,696 e MK0591 (ambos a 1 
µM), e aminoguanidina 1 mM. Após 24 h de cultivo, os sobrenadantes foram colhidos e os nitritos 
determinados por reação de Griess (A). As lamínulas foram coradas para análise microscópica e 
obtenção do índice de infecção dos macrófagos (B, 500 células avaliadas). Em C, fotomicrografia 
de macrófagos peritoneais infectados com parasitos IMG3 corados com Instant Prov, aumento de 
1000 x. Os dados representam as médias ± EPM de triplicatas de um experimento representativo. 
Acima, uma foto mostrando a infecção dos macrófagos pelo isolado IMG3. 
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Figura 11. Inibição da síntese de leucotrienos in vivo não altera a evolução da lesão 
em camundongos C57BL/6 infectados por L. (V.) braziliensis IMG3.  Camundongos 
C57BL/6 foram tratados com zileuton (1 mg/kg) ou com PBS por via i.p. uma hora antes 
e durante a primeira semana após o inculo dos parasitos IMG3 na pata direita (5 x 106 
parasitos). A evolução da lesão foi avaliada através da mensuração da pata infectada 
subtraindo-se a medida da pata contralateral não infectada, sendo o resultado expresso 
como tamanho da lesão em milímetros (mm). n = 5 camundongos. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Neste estudo, dois isolados de L. (V.) braziliensis, obtidos a partir de biópsia de 

dois pacientes diagnosticados com LTA na forma LCL, foram estudados. Estes isolados 

foram selecionados do Leishbank/IPTSP/UFG para um estudo comparativo, por 

apresentarem algumas características distintas. As características clínico-epidemiológicas 

da doença nos pacientes foram compatíveis com aquelas descritas anteriormente 

(Nascimento 1986; Nunes et al. 1995; Romero et al. 2001; Silveira et al. 2004). A lesão 

causada pelo isolado RPL5 era do tipo úlcero-crostosa e o paciente apresentava linfangite 

(cordão linfático) e formação de granuloma epitelióide na lesão, características estas 

diferentes daquelas apresentadas pela infecção causada pelo isolado IMG3, as quais 

poderiam ser devido a diferenças na virulência dos parasitos. Entretanto, o tempo mais 

prolongado da lesão no paciente RPL (três meses) do que no paciente IMG (45 dias) pode 

ter contribuído para o desenvolvimento da reação granulomatosa detectada no exame 

histopatológico, como já descrito anteriormente (Faber et al. 2003). Uma possibilidade 

para diferenças nas características intrínsecas dos parasitos é a procedência dos mesmos, 

pois o IMG3 é de um caso autóctone de Goiás, enquanto o RPL5 é do extremo Norte do 

Brasil, próximo a Guiana Francesa, regiões ecologicamente distintas. Estes parasitos são, 

de acordo com a classificação do Ministério da Saúde (2007), oriundos do circuito 20 

(Goiás/Distrito Federal, o IMG3) e do circuito 14 (Pará/Amapá, o RPL5) de produção de 

LTA, nos quais os parasitos são adaptados a diferentes reservatórios silvestres e diferentes 

insetos vetores.  

A identificação da espécie dos isolados foi feita usando técnicas moleculares, 

que mostraram que eles são da espécie L. (V.) braziliensis. Trabalhos prévios atestam a 

eficiência das técnicas moleculares na identificação do gênero e da espécie dos parasitos 

(Uliana et al. 1994; Uliana et al. 2000; Castilho et al. 2003). Técnicas moleculares têm 

sido importantes para a caracterização mais precisa das espécies de Leishmania em áreas 

endêmicas, permitindo a caracterização epidemiológica da leishmaniose no local e uma 

associação entre espécie e características clínicas, o que pode auxiliar no tratamento os 

pacientes (Lopez et al. 1993; Romero et al. 2001; Floeter-Winter & Shaw 2004). A 

espécie L. (V.) braziliensis é a espécie prevalente no Brasil, incluindo as áreas de origem 

dos dois isolados aqui estudados, embora no estado do Pará, a espécie L. (V.) guyanensis 

também seja de elevada importância (Grimaldi Jr et al. 1991; Dorta et al. 2003; Carvalho 

et al. 2006; Ministério da Saúde, 2007). 



 

O acompanhamento diário do crescimento dos parasitos in vitro mostrou 

similaridade no curso temporal do crescimento dos dois isolados, embora o isolado IMG3 

mostrasse uma densidade de parasitos significantemente maior do que aquela apresentada 

pelo isolado RPL5. O perfil de crescimento do isolado IMG3, obtido nas condições do 

presente estudo, foi similar àquele descrito anteriormente por Gosh (2005), alcançando 

fase estacionária de crescimento por volta do 5º dia de cultivo. A fase estacionária no 5º 

dia de cultura também foi relatada por Souza-Neto et al. (2004), usando a cepa de L. (V.) 

braziliensis M2903. O perfil de crescimento in vitro de Leishmania é variável 

dependendo de vários fatores, incluindo o tempo de adaptação dos parasitos ao meio de 

cultura, o tipo de meio de cultura e sua suplementação, o isolado ou cepa, de tal forma 

que a fase estacionária do crescimento dos parasitos pode demorar mais ou ser mais 

rápida para se estabelecer em algumas condições (O’Daly & Rodriguez 1988; Lemestre et 

al. 1988; Celeste & Guimarães, 1988; Rey et al. 1990). No presente trabalho, no período 

da fase estacionária, numerosos parasitos livres dos aglomerados típicos da fase log do 

crescimento, eram observados, contendo o corpo pequenino e longo flagelo, 

movimentando-se rapidamente (dados não mostrados). Essas mudanças coincidem com 

aquelas descritas durante o processo de metaciclogênese descrito por Almeida et al. 

(1993) para L. (V.) braziliensis, em que o processo de adaptação dos parasitos ao meio de 

cultura é acompanhado por mudanças bioquímicas e morfológicas, que os tornam 

potencialmente mais infectantes. Por isso, os parasitos, no 5º dia de cultivo foram 

utilizados para a realização dos nossos experimentos.  

A eficiência da infecção pelos isolados IMG3 ou RPL5 e a evolução clínica da 

lesão foi avaliada em camundongos isogênicos C57BL/6 e BALB/c. Essas linhagens de 

camundongos têm sido intensamente utilizadas para definir o curso da infeção causada 

por diferentes espécies de Leishmania sp (Neal & Hale 1983; Barral-Netto et al. 1987; 

Samuelson et al. 1991; DeKrey et al. 1998; Maiolli et al. 2004). No presente trabalho, na 

linhagem C57BL/6, o pico da lesão (~ 1 mm) ocorreu na 3ª semana de infecção e houve 

uma aparente resolução da lesão entre a 11ª e 12ª semana de infecção, isto para ambos os 

isolados. Na linhagem BALB/c, os isolados induziram lesões progressivas até a 3ª ou 5ª 

semana, que permaneceram sem resolução durante 12 semanas, similarmente com os dois 

isolados. O tamanho das lesões obtidas com os dois isolados nas duas linhagens estudadas 

foi similar ao previamente relatado por DeKrey et al. (1998) e Samuelson et al. (1991), 

usando BALB/c e L. (V.) braziliensis LTB-111 ou WR604, respectivamente, e por Souza-

Neto et al. (2004), usando C57Bl/6 e L. (V.) braziliensis M2903.  



 

Alguns estudos realizados com camundongos BALB/c e diferentes isolados de 

L. (V.) braziliensis têm demonstrado lesões pequenas (~ 0,2 mm) e que apresentam cura 

clínica (Indiani de Oliveira et al. 2004; Teixeira et al. 2005; Rocha et al. 2007). Para 

aumentar a lesão e prolongar a infecção, o inóculo dos parasitos tem sido realizado 

juntamente com a saliva do inseto vetor (Samuelson et al. 1991; Lima & Titus 1996; 

Bezerra & Teixeira 2001).  No presente trabalho, o tamanho da lesão causada pela cepa 

M2903 também foi pequeno e comparável ao dos trabalhos citados acima (~ 0,2 mm), 

mostrando uma diferença significante em relação ao tamanho da lesão causada pelos 

isolados IMG3 e RPL5.  

A maioria dos estudos mostra que há resolução da infecção por L. (V.) 

braziliensis tanto no camundongo C57Bl/6 quanto no BALB/c (DeKrey et al. 1998; 

Samuelson et al. 1991; Indiani de Oliveira et al. 2004; Souza-Neto et al. 2004), porém, 

suscetibilidade do BALB/c, com progressiva lesão dermal e visceralização, foi observada 

por Childs et al. (1984). No presente trabalho, apesar da lesão não ser resolvida no 

camundongo BALB/c infectado com os isolados IMG3 ou RPL5, não foi observada 

visceralização após 12 semanas de infecção. Também nos camundongos C57Bl/6 

infectados com os isolados IMG3 ou RPL5 não apresentaram disseminação dos parasitos 

do sítio de infecção para os baços.  

Além de variações no padrão de infecção em camundongos, também em 

hamsters têm sido descritas variações com diferentes isolados de L. (V.) braziliensis. Dois 

isolados de pacientes com leishmaniose da região de Salta na Argentina, mostraram 

comportamento distintos: um induziu lesão severa e persistente, enquanto o outro isolado 

causou metástase cutânea e disseminação sistêmica, mesmo sendo a lesão auto-limitante 

(Sinagra et al. 1997). Coletivamente, estes dados mostram que características dos 

parasitos influenciam a evolução da infecção, e indicam que os isolados aqui estudados, 

IMG3 e RPL5 infectam eficientemente os camundongos C57Bl/6 e BALB/c, podendo ser 

usados para estudo da infecção por L. (V.) braziliensis, o que tem sido difícil devido à 

baixa capacidade de infecção murina por esta espécie. O modelo com o camundongo 

C57Bl/6 pode ser um bom modelo de estudo da resistência à infecção pelos isolados 

IMG3 e RPL5, e como neste caso há a cura clínica, seria um bom modelo para estudos de 

re-agudizações. Por outro lado, o camundongo BALB/c, infectado por estes isolados, 

seria um bom modelo para o estudo da suscetibilidade, mostrando possíveis mecanismos 

alvos a serem modulados para obtenção da cura clínica.  

Os isolados IMG3 e RPL5 causaram lesões que foram resolvidas no 



 

camundongo C57Bl/6 e persistentes no camundongo BALB/c. Esse perfil de resistência e 

suscetibilidade é similar ao clássico obtido por infecção com L. major nestas linhagens 

murinas (Heinzel et al. 1989), porém o camundongo BALB/c não morre por 

visceralização pelo menos até 12 semanas de infecção com os isolados IMG3 e RPL5. O 

perfil de resistência pode estar associado ao estabelecimento de resposta imune do tipo 

Th1 com forte resposta imune celular, sendo o INFγ importante no mecanismo de 

controle da infecção, conforme descrito em trabalhos de infecção com L. major (Scott 

1991; Scharton & Scott 1993; von Stebut & Udey, 2004). De fato, no presente trabalho, a 

ausência de IFNγ nos camundongos C57Bl/6 causou lesões que se desenvolveram 

rapidamente, havendo necessidade de sacrificar os animais infectados por IMG3, os quais 

apresentaram ulceração, e os infectados por RPL5, que atingiram medidas da lesão 

superiores a 5 mm entre quatro e seis semanas de infecção. Neste período, os 

camundongos infectados com o isolado IMG3 apresentaram crescimento da pata contra-

lateral não infectada, indicando disseminação do parasito a partir do sítio de inóculo. A 

disseminação pode ocorrer por via hematogênica ou linfática. Os cortes histológicos das 

patas não infectadas que apresentaram inchaço mostraram vasos com margeamento 

leucocitário e um intenso infiltrado inflamatório rico em células polimorfonucleares e 

mononucleares, não sendo visualizados parasitos no interior destas células.  Corroborando 

a sugestão de disseminação por estes resultados, além dos parasitos estarem presentes nos 

linfonodos drenantes da lesão, eles estavam também presentes nos baços de cerca de 50% 

dos camundongos C57Bl/6 IFNγ KO infectados com os isolados IMG3 ou RPL5. Estes 

resultados foram similares para os dois isolados, mostrando que o IFNγ é importante para 

a contenção dos parasitos no sítio da lesão. Nossos resultados estão de acordo com 

aqueles de Souza-Neto et al. (2004) e são similares aos obtidos por Dekrey et al. (1998), 

que mostraram que o tratamento de camundongos BALB/c infectados por L. (V.) 

braziliensis com anticorpos neutralizantes de IFNγ, exacerba a lesão e impede a resolução 

da infecção. Vale ressaltar que quando o isolado RPL5 foi obtido do paciente, por inóculo 

do macerado de biópsia em camundongos deficientes de IFNγ, foi observada extensa 

disseminação do parasito, atingindo vários órgãos e tecidos, tais como baço, fígado, 

testículos e cauda, sob análise macroscópica e microscópica (dados não mostrados). 

As análises histopatológicas das patas infectadas com os isolados IMG3 e RPL5 

mostraram típico infiltrado inflamatório com numerosos macrófagos vacuolizados e 

repletos de parasitos nos animais deficientes de IFNγ bem como nos camundongos 

BALB/c infectados por 12 semanas. O isolado IMG3 induziu uma ulceração na lesão, 



 

sendo mostrado um quadro de necrose fibrinóide no local. Os aspectos histológicos 

observados estão de acordo com aqueles obtidos de análises realizadas previamente em 

camundongos BALB/c infectados com L. (V.) braziliensis MHOM/BR/01/BA788 (de 

Moura et al. 2005).  

A resolução da infecção nos animais C57Bl/6, no presente estudo, está 

associada à produção de IFNγ e pode ser dependente da produção de NO, como 

previamente demonstrado por Rocha et al. 2007. De fato, a co-cultura de macrófagos 

murinos RAW264.7 com formas promastigotas dos isolados IMG3 induziu a produção de 

NO pelos macrófagos, especialmente na presença de IFNγ. Na infecção de macrófagos 

peritoneais de camundongos C57Bl/6 com o isolado IMG3 houve produção de NO 

quando as culturas foram tratadas com IFNγ e LPS e, nestes macrófagos, o tratamento 

com aminoguanidina, um inibidor de iNOS (Misko et al. 1993), aumentou a infecção pelo 

isolado IMG3, sugerindo a participação do NO no controle da infecção. Mesmo não tendo 

sido detectado NO nos sobrenadantes das culturas de macrófagos peritoneais infectados 

sem tratamento com IFNγ, a aminoguanidina aumentou a infecção, sugerindo que mesmo 

quantidade pequenas, indetectáveis pela reação de Griess, podem contribuir para a 

eliminação dos parasitos. Estes resultados corroboram os resultados de Rocha et al. 

(2007), que utilizando camundongos geneticamente deficiente em iNOS, mostraram um 

crescimento descontrolado da lesão, indicando o NO como uma importante molécula 

microbicida agindo para controlar a infecção por L. (V.) braziliensis.  

Neste trabalho, a co-cultura de macrófagos murinos RAW 264.7 com os 

isolados IMG3 e RPL5 mostrou que estes isolados não alteram a produção de NO 

induzida por IFNγ e LPS. O IFNγ é uma citocina que age sinergisticamente com produtos 

microbianos para a produção de NO (Ding et al. 1988). O envolvimento de TLR na 

infecção por L. major tem sido sugerido por experimentos em camundongos deficientes 

em TLR4 e em molécula importantes para a sinalização via TLR, tais como o MyD88 

(myeloid differentiation factor 88), mostrando uma debilitação no controle da infecção e 

polarização Th2 nestes animais (de Veer et al. 2003; Muraille et al. 2003; Debus et al. 

2003; Kropf et al. 2004a; Kropf et al. 2004b).  Kropf et al. (2004a e b) mostraram que o 

TLR4 contribui para a ativação da via iNOS e produção de NO quando ocorre a infecção 

por L. major. Assim, em nossos experimentos, tanto o LPS quanto os isolados L. (V.) 

braziliensis podem estar utilizando o TLR4 para indução de NO nos macrófagos, não 

havendo alteração na produção de NO quando os parasitos são adicionados às culturas 

tratadas com IFNγ e LPS por já haver uma produção máxima de NO nas concentrações 



 

destes estimuladores usados. Ensaios com diferentes concentrações e combinações dos 

estímulos, bem como o uso de anticorpos neutralizantes de TLR4, devem ser realizados 

para definir as interações entre os agonistas de TLR4 e o IFNγ neste modelo. 

 A importância do NO para conter a infecção por Leishmania tem sido 

demonstrada em camundongos C57Bl/6 infectados com L. major (Stenger et al. 1996; 

Bogdan et al. 2000) ou com L. (V.) braziliensis (Rocha et al. 2007). No entanto, 

recentemente, Giudice et al. (2007) mostraram que nem todos os isolados de L. (V.) 

braziliensis são suscetíveis ao NO. Diferenças na indução de NO in vitro tem sido 

relatada para diferentes espécies de Leishmania, sendo que enquanto L. major induz NO, 

e como demonstrado aqui, também L. (V.) braziliensis, enquanto L. (L.) amazonensis 

inibe NO induzido por LPS (Balestieri et al. 2002). Portanto, diferenças na indução e 

suscetibilidade ao NO depende da espécie e dos isolados dentro de uma mesma espécie, 

sendo que o nosso isolado IMG3, além de induzir NO, mostrou-se suscetível à ação 

microbicida desta molécula.  

Durante a resposta imune inata, a ativação das células gera a produção de 

mediadores lipídicos da inflamação, tais como os leucotrienos, que além de serem muito 

importantes para várias etapas da inflamação, tais como o aumento da permeabilidade 

vascular, o aumento da expressão de moléculas de adesão e o recrutamento de leucócitos 

para o foco inflamatório, podem ter importante função nos mecanismos microbicidas 

(Crooks & Stockley 1998; Peters-Golden et al. 2004; Kim & Luster 2007; Flamand et al. 

2007). Os resultados do presente trabalho mostram que os leucotrienos endógenos não 

modulam a produção de NO nas células RAW 264.7, uma vez que um inibidor de 5-LO e 

um bloqueador de LTB1 não alteraram significantemente a produção de NO. Estes 

resultados foram similares para as células ativadas com IFNγ, IFNγ/LPS na ausência ou 

presença dos parasitos.  Houve uma leve redução na produção de NO quando os 

macrófagos infectados ou não foram ativados com IFNγ/LPS e tratados tanto com o 

inibidor quanto com o antagonista de leucotrienos. Estes dados foram similares aos 

obtidos com os macrófagos peritoneais dos camundongos C57Bl/6 infectados com o 

isolado IMG3. Os dados sugerem que os leucotrienos podem modular a via de produção 

de NO induzida pelo receptor para o  LPS (TLR4).  

Hulkower et al. (1996) mostraram que células RAW 264.7 ativadas com IFN-γ 

e LPS não liberam LTB4 e a inibição da 5-LO não altera a produção de NO induzida por 

um ionóforo de cálcio nestas células. Ainda, estes autores mostraram que o tratamento 

destas células com LTB4 exógeno não altera a produção de NO. No presente estudo não 



 

foi mensurado a liberação de LTB4 nos sobrenadantes das co-culturas de células RAW 

264.7 e os isolados IMG3 e RPL5, ou avaliado o efeito de LTB4 exógeno na indução de 

NO nestas células ou nos macrófagos peritoneais. Estudos com macrófagos primários, 

porém, mostram que os leucotrienos endógenos modulam a produção de NO em 

macrófagos peritoneais de ratos (Imai et al. 1993) e de camundongos (Ryoyama et al. 

1993). Assim como também, Serezani et al. (2006) mostraram que a adição de LTB4 aos 

macrófagos murinos infectados com L. (L.) amazonensis aumenta a produção de NO e a 

atividade microbicida dos macrófagos. Estes autores também demonstraram que 

macrófagos de camundongos resistentes à infecção produzem maior quantidade de 

leucotrienos do que os suscetíveis. Estes resultados contraditórios podem ser devido ao 

uso de inibidores menos seletivos em alguns estudos e ao tipo de células, linhagem celular 

versus células primárias, além dos estímulos para indução de NO. Além de ter sido 

demonstrada a indução de leucotrienos por L. (L.) amazonensis (Serezani et al. 2006), a 

indução de leucotrienos por L. donovani em macrófagos também já foi descrita (Reiner & 

Malemud 1985), no entanto, até o momento não se sabe se L. (V.) braziliensis é capaz de 

induzir produção de leucotrienos nos macrófagos.  

No presente trabalho, a inibição da produção de leucotrienos in vivo foi 

realizada com o fármaco Zileuton, usando um esquema de tratamento previamente 

descrito por Serezani et al. (2006). Estes autores demonstraram que os leucotrienos são 

importantes na fase inicial da infecção por L. (L.) amazonensis, pois sem os leucotrienos 

as lesões aumentaram de tamanho e, além disto, a produção de NO por macrófagos 

peritoneais murinos foi diminuída, causando diminuição da atividade microbicida dos 

macrófagos. Contrariamente, os nossos resultados mostram que o tratamento com 

zileuton não alterou o curso da infecção nos camundongos, sugerindo que os leucotrineos 

não estão envolvidos nos mecanismos microbicidas desencadeados por L. (V.) braziliensis 

in vivo. 

 As células da imunidade inata desempenham importante papel no controle inicial 

das infecções e também influenciam o perfil das respostas imunes adaptativas. Os 

mediadores lipídicos da inflamação, além de participarem efetivamente na montagem da 

resposta inflamatória, são potentes ativadores de leucócitos e podem ser necessários para 

a melhor eficácia destas células na eliminação de microrganismos patogênicos. Apesar 

dos resultados do presente trabalho indicarem que os leucotrienos endógenos não estão 

envolvidos na eliminação dos parasitos, sugerindo que L. (V.) braziliensis não induz 

produção de leucotrienos nos camundongos C57Bl/6, uma ativação dos macrófagos por 



 

leucotrienos exógenos, usados farmacologicamente, não pode ser completamente 

descartada. Leucotrienos, agindo de maneira parácrina, podem ativar os macrófagos e 

contribuir para a eliminação dos parasitos. Esta é uma hipótese que tem ainda que ser 

investigada. 



 

6. CONCLUSÕES  

 

6.1. Conclusão geral 

 
Os isolados L. V. braziliensis IMG3 e RPL5 apresentaram comportamentos 

similares in vitro e in vivo em camundongos, induzindo uma lesão persistente nos 

camundongos BALB/c e resolução da lesão nos camundongos C57BL/6. Os leucotrienos 

endógenos não parecem desempenhar um papel importante na resistência à infecção. 

 

6.2. Conclusões específicas 

 

- Os pacientes dos quais os parasitos foram isolados apresentavam LCL, sendo que o RPL 

diferiu do paciente IMG por apresentar lesão ulcero-crostosa com formação de 

granuloma. 

 

- O crescimento dos isolados in vitro não difere, e in vivo, ambos os isolados induzem 

lesões que evoluem para a cura clínica em camundongos C57Bl/6, enquanto nos 

camundongos BALBc, a lesão persiste até a décima segunda semana de infecção. 

 

- O IFNγ é essencial para o controle da infecção causada tanto pelo isolado IMG3 quanto 

pelo RPL5. 

 

- Os isolados IMG3 e RPL5 induziram produção de NO por células RAW 264.7 somente 

quando estas foram estimuladas com IFNγ e a produção de NO não foi alterada pelos 

leucotrienos endógenos. A atividade microbicida de macrófagos peritoneais de 

camundongos C57Bl/6 infectados com IMG3 é dependente de NO. 

 

- A inibição da produção dos leucotrienos in vivo não alterou o curso da infecção pelo 

isolado IMG3 nos camundongos C57BL/6. 
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