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RESUMO 

PORTUGAL, Arieli Bernardo. Efeito de anticorpos bloqueadores de 
fosfatidilserina na infecção por Leishmania amazonensis. 2018. (Mestrado em 
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biociências e biotecnologia) - Centro de biociências e biotecnologia, Universidade 
Estadual do Norte Fluminense, Campos de Goytacases, 2019. 

 

A leishmaniose é uma doença negligenciada, endêmica em 97 países, leva a 
óbito mais de 20 mil pessoas por ano, causada por protozoários do gênero 
Leishmania. Durante o ciclo de vida, o parasito assume duas formas morfológicas: 
promastigota e amastigota. Amastigotas infectam e proliferam no interior de 
macrófagos dos hospedeiros vertebrados. Como estratégia de infecção, os parasitos 
necessitam que fatores de patogenicidade sejam reconhecidos por receptores de 
macrófagos, para que ocorra a endocitose do patógeno e a regulação da atividade 
leishmanicida da célula hospedeira. Destaca-se entre os fatores de patogenicidade a 
fosfatidilserina (PS) que é um fosfolipídio exposto na camada externa da membrana 
plasmática do parasito, em um mecanismo denominado mimetismo apoptótico. A PS 
medeia a internalização do patógeno e induz a produção de TGFβ, IL-10 e PGE2. 
Estas citocinas têm ação anti-inflamatória e imunossupressora no macrófago 
infectado e em células adjacentes. Considerando que a PS é um importante alvo 
terapêutico na infecção, avaliamos os efeitos de anticorpos bloqueadores de PS na 
interação patógeno-macrófago durante a infecção por Leishmania amazonensis. 
Foram utilizados anticorpos monoclonais completos e apenas a porção Fab que 
reconhecem e bloqueiam de forma específica a PS. Analisamos a carga parasitária, 
desenvolvimento da lesão, produção de citocinas e a resposta macrofágica e 
linfocitária in vitro e in vivo. Em culturas de macrófagos in vitro o índice de infecção 
tende a ser reduzido com o uso dos anticorpos após 2 horas de infecção e diminui 
significativamente após 48 horas de infecção. Em 48h o índice de infecção foi maior 
que o controle de anexina. Não houve diferença entre o anticorpo completo ou 
apenas a porção Fab purificada. Em camundongos tratados com anticorpos de 
forma sistêmica, podemos identificar modificações histológicas como: diminuição da 
área dos vacúolos parasitóforos, aumento do infiltrado inflamatório, hiperemia, 
aumento da ocorrência de necrose e alterações celulares nos linfonodos, quando 
comparados com camundongos que não receberam tratamento. Com isso, 
concluímos que in vitro os anticorpos anti-PS foram capazes de diminuir a infecção 
por L. amazonensis nos testes iniciais, mas não foram capazes de modular a 
resposta inflamatória do macrófago em 48h. In vivo os anticorpos foram capazes de 
modular a resposta inflamatória local e alterar via de endocitose do parasito. 
Indicando que o uso de anticorpos anti-PS pode ser uma alternativa terapêutica 
importante, principalmente como adjuvante em tratamentos quimioterápicos contra a 
infecção por L. amazonensis. 

Palavras-chaves: Leishmania amazonensis, fosfatidilserina, anticorpos.  
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PORTUGAL, Arieli Bernardo. Effect of phosphatidylserine blocking 
antibodies in Leishmania amazonensis infection.2018. (MSc in Biosciences and 
Biotechnology) - Centro de biociências e biotecnologia, Universidade Estadual do 
Norte Fluminense, Campos de Goytacases, 2019. 

 

Leishmaniasis is a neglected tropical disease, endemic in 97 countries, 
causing more than 20.000 deaths annually. The disease is caused by protozoan 
parasites of the genus Leishmania. During the life cycle, the parasite shows two 
morphological forms: promastigotes and amastigotes. Amastigotes infect and 
proliferate in macrophages from the vertebrate host. As an infection strategy, 
parasites require the recognition of pathogenicity factors by macrophage receptors, 
so that endocytosis of the pathogen and the regulation of the leishmanicidal activity 
of the host cell occurs. Among the pathogenicity factors, phosphatidylserine (PS) is a 
phospholipid exposed on the outer layer of the parasite's plasma membrane, in a 
mechanism called apoptotic mimicry. Phosphatidylserine mediates the internalization 
of the pathogen and induces the production of TGFβ, IL-10 and PGE2. These 
cytokines have anti-inflammatory and immunosuppressive action on infected 
macrophage and adjacent cells. Considering that phosphatidylserine is an important 
therapeutic target for infection, we evaluated the effects of PS blocking antibodies on 
the pathogen-host interaction during Leishmania amazonensis infection. Full-length 
monoclonal antibodies and only the Fab portion were used. These antibodies 
recognize and specifically block phosphatidylserine. We analyzed parasite load, 
lesion development, cytokine production and macrophagic and lymphocyte response 
in vitro and in vivo. In in vitro macrophage cultures, the infection rate was likely to be 
reduced with the use of the antibodies during the analyzed time period when 
compared to untreated control parasites. In 48h the infection rate was significatively 
higher than the Annexin V control. There was no infectivity differences between 
complete antibodies and the Fab portion treatment. In mice treated with antibodies in 
a systemic way, we can identify lesion histological modifications such as: reduction of 
the area of the parasitophores vacuoles, increase of the inflammatory infiltrate, 
hyperemia and increased occurrence of necrosis and cellular alterations in the lymph 
nodes, when compared with mice that did not receive treatment. We concluded that, 
in vitro the anti-PS antibodies were able to decrease the infection by L. amazonensis 
in the initial tests, but it was not able to modulate the inflammatory response of the 
macrophage in 48h. In vivo the antibodies were able to modulate the local and 
secondary inflammatory response and alter the endocytic pathway of the parasite's 
uptake. Indicating that the use of anti-PS antibodies may be an important therapeutic 
alternative, especially as adjuvant in chemotherapeutic treatments against L. 
amazonensis infection. 

 

key words: Leishmania amazonensis, phosphatidylserine, antibody. 
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1 - INTRODUÇÃO 

Doenças negligenciadas são denominadas dessa forma pela Organização 

Mundial de Saúde devido ao pouco investimento no desenvolvimento de novos 

fármacos, vacinas e terapias para o controle da infecção (OMS, 2018). A 

leishmaniose, embora esteja presente em diversos países e continentes, se 

enquadra nessa categoria. É uma zoonose, transmitida para humanos por insetos 

vetores flebotomíneos e pode levar ao desenvolvimento de manifestações clínicas 

brandas e sem maiores consequências para o hospedeiro, assim como 

manifestações com alta morbidade e relativa mortalidade. O tratamento atual 

envolve fármacos altamente tóxicos e pouco eficientes devido ao surgimento de 

cepas parasitárias resistentes (AKILOV, 2007). 

O estabelecimento e disseminação da infecção em humanos depende do 

sucesso das formas infectivas do parasita se estabelecerem no interior de células do 

sistema fagocítico, principalmente macrófagos. Promastigotas metacíclicas e 

amastigotas desenvolveram uma série de adaptações evolutivas que permitem que 

macrófagos reconhecam esses parasitas e os fagocite, levando ao estabelecimento 

da infecção (PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015). Além disso, principalmente as 

formas amastigotas, parasitas intracelulares obrigatórios, possuem mecanismos 

complexos de evasão da resposta macrofágica e imunológica em geral (KIMA, 

2007). O desenvolvimento de estratégias terapêuticas capazes de bloquear ou inibir 

os fatores parasitários relacionados com o estabelecimento da infecção e com a 

evasão da resposta imune é fundamental para controlar o avanço da infecção. 

Dentre as moléculas descritas como fator de patogenicidade está a 

fosfatidilserina (PS), que é um fosfolipídio de membrana exposto na superfície de 

promastigotas metacíclicas e, especialmente, amastigotas de Leishmania 

amazonensis, uma das principais espécies do parasito envolvida com casos de 

leishmaniose no Brasil (DE FREITAS BALANCO, 2001; WANDERLEY et al., 2006). 

O reconhecimento de PS por macrófagos medeia a endocitose do parasito e induz a 

produção de citocinas e mediadores lipídicos anti-inflamatórios e 

imunossupressorespelo macroófago, permitindo não só a infecção como a 

proliferação intracelular do parasito. Esse mecanismo de patogenicidade é 

conhecido como mimetismo apoptótico (BIRGE et al., 2006) 
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Existem moléculas já conhecidas que podem inibir a PS em L. amazonensis, 

como a anexina V e anticorpos bloqueadores de PS. No entanto estas moléculas 

possuem limitações, já que a anexina V depende de altas, e não-fisiológicas, 

concentrações de cálcio para se ligar a PS (TAIT; GIBSON, 1992); e os anticorpos 

bloqueadores anteriormente disponíveis ou causavam reações adversas por serem 

proteínas de origem em outros animais, ou dependiam de proteínas séricas para 

bloquear  PS (ALVING, 2006; WANDERLEY et al., 2013). Dessa forma, avaliamos, 

neste trabalho, anticorpos específicos contra PS, que reconhecem este fosfolipídio 

independente de proteínas auxiliares e sua capacidade de bloquear este fosfolipídio 

na superfície de amastigotas de L. amazonensis. Para isso, avaliamos a infecção in 

vitro e in vivo, os parâmetros histopatológicos das lesões em camundongos, a 

celularidade e perfil de produção de citocinas em linfonodos periféricos e a 

modulação da atividade macrofágica.  

Com isso, esperamos contribuir no entendimento da relação patógeno-

hospedeiro e no desenvolvimento de novas estratégias que permitam estimular o 

sistema imune de indivíduos infectados a combater a infecção por L. amazonensis. 
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2 - REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2 .1 – LEISHMANIA 

2.1.1 - Parasito 

O agente etiológico responsável pela leishmaniose são os parasitos do 

gênero Leishmania (ROSS, 1903) pertencentes à ordem Kinetoplastidae família 

Trypanossomatidae (GARNHAM, 1971). Atualmente existem aproximadamente 53 

espécies descritas, das quais 31 são parasitos de humanos e apenas 20 são 

patogênicas (AKHOUNDI et al., 2016). Características biológicas, bioquímicas e 

imunológicas são determinantes para a divisão do gênero em dois grupos: 

Euleishmania e Paraleishmania (CUPOLILLO et al., 2000). Euleishmania é o grupo 

que possui espécies patogênicas a humanos e é composto pelos subgêneros 

Leishmania e Viannia. O grupo Paraleishmania não possui classificação definida e a 

maioria das espécies não são patogênicas a humanos. 

Parasitos do gênero Leishmania são organismos unicelulares, flagelado e 

normalmente se reproduzem de forma assexuada, através de divisão binária, porém 

existem relatos de espécies que são capazes de realizarem reprodução sexuada no 

interior do intestino do inseto vetor (AKOPYANTS et al., 2009). Possui uma organela 

rica em ácido desoxirribonucleico (ADN), denominada cinetoplasto, característica 

determinante da ordem Kinetoplastidae. Nesta organela localiza-se única 

mitocôndria do parasito e é o local onde a bolsa flagelar se ancora com seu flagelo 

(LAURENT; STEINERT, 1970; WEBSTER; RUSSELL, 1993). 

 

2.1.2 – Ciclo de vida de Leishmania spp. 

Durante o ciclo de vida o parasito apresenta duas formas evolutivas 

principais: amastigotas e promastigotas. Elas apresentam diferenças bioquímicas, 

morfológicas, habitam diferentes ambientes celulares e infectam hospedeiros 

distintos (BRUN; BERENS; KRASSNER, 1976). A amastigota possui o corpo celular 

arredondado, flagelo curto e interno e ausência de motilidade. É uma forma 

intracelular obrigatória e prolifera no interior de células fagocíticas dos hospedeiros 

vertebrados, sendo os macrófagos as células preferenciais para o parasitismo. A 

promastigota possui a forma alongada, com um flagelo aparente na região anterior, 

vive em ambiente extracelular, parasitando o intestino do hospedeiro invertebrado. 
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Os principais hospedeiros vertebrados são os mamíferos como roedores, edentados, 

primatas e cães. Os humanos não pertencem ao ciclo silvestre do parasito e são 

infectados por eventos acidentais devido a destruição de habitat dos principais 

hospedeiros (LAINSON et al., 1994). Os hospedeiros invertebrados são os insetos 

da ordem Diptera, da família Psychodidae e os gêneros Phlebotomus (Velho Mundo) 

e Lutzomia (Novo Mundo).  

A fêmea do flebotomíneo ao realizar hematofagia no hospedeiro infectado, 

aspira macrófagos parasitados com amastigotas. Estas formas são liberadas no 

intestino do flebotomíneo após a lise do macrófago. Após 6-8 horas inicia-se a 

diferenciação de amastigotas para promastigotas (GARNHAM, 1971). Durante a 

estadia da promastigota no intestino do flebotomíneo os parasitos passam por um 

processo chamado metaciclogênese (SACKS; PERKINS, 1984; LAINSON; RYAN; 

SHAW, 1987). Este processo ocorre devido a redução de nutrientes disponíveis e 

leva a uma série de transformações celulares e bioquímicas nos parasitos como a 

diminuição do corpo celular, alongamento do flagelo e aumento da motilidade. Estas 

modificações geram as formas promastigotas metacíclicas, que são as formas do 

parasito capazes de infectar células do hospedeiro vertebrado (SACKS; 

PERKINS,1984). As promastigotas metacíclicas diferenciadas migram para a região 

anterior do inseto, onde ficam sequestradas em um gel de glicoconjugados 

produzido pelo próprio parasito, chamado PSG (promastigote secretory gel) 

(ROGERS; CHANCE; BATE, 2002). O PSG realiza o bloqueio da válvula cardíaca, 

impedindo a deglutição pelo inseto vetor. Consequentemente, em um novo repasto 

sanguíneo, as formas metacíclicas são regurgitadas no local da picada do 

flebotomíneo, sendo transmitidas para o hospedeiro vertebrado (figura 1) 

(STIERHOF et al., 1999; SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). Ao infectar o hospedeiro 

vertebrado as promastigotas metacíclicas são fagocitadas rápidamente por células 

fagocíticas como macrófagos residentes, neutrófilos e monócitos que migraram da 

circulação sanguínea para o local da infecção. No interior de fagolisossomas os 

parasitos se transformam em amastigotas e; este processo de diferenciação pode 

levar de 1 até 5 dias, dependendo da espécie (COURRET et al., 2001). Após o final 

da diferenciação, ocorre a multiplicação das amastigotas até a lise da célula 

infectada. As amastigotas livres são fagocitadas por novos macrófagos adjacentes, 

estabelecendo e disseminando a infecção (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). 
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FIGURA 1 – Ciclo de vida da Leishmania spp. (Adaptada de Sacks; 
Noben-Trauth, 2002). 
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2.2 – LEISHMANIOSE 

A leishmaniose se caracteriza como um conjunto de manifestações clínicas 

ocasionadas por parasitos do gênero Leishmania (DESJEUX, 1996). Considerada 

pela Organização Mundial da Saúde (OMS) uma doença negligenciada e endêmica 

em 97 países, dentre eles o Brasil. A ocorrência está relacionada diretamente a 

questões sociais, ambientais e climatológicas. 

Estima-se que cerca 1,5 a 2 milhões de novos casos ocorram por ano, desses 

20 mil casos levam ao óbito, é estimado também que 1 bilhão de pessoas estejam 

em áreas de risco (OMS, 2018). As manifestações clínicas da leishmaniose são 

bastante heterogêneas e são dependentes da espécie do parasito responsável pela 

infecção (tabela 1) e o estado imunológico do hospedeiro (MCMAHON-PRATT; 

ALEXANDER, 2004). São dividas em leishmaniose cutânea e visceral.  

 

Tabela 1 - Manifestações clínicas e principais espécies de Leishmania 

envolvidas (AKILOV, 2007; MCMAHON-PRATT, 2004; GOTO, 2012). 

Manifestações clínicas Novo Mundo Velho Mundo 

Cutânea 

Localizada 

Complexo L. (L) mexicana  
L. mexicana; L. amazonensis; 
 L. pifanoi; L. venezuelensis. 

Complexo L. (Vianna) 
L. braziliensis. L. peruviana; L. lansoni;  

L. naiff; L. lansoni; L. panamensis;  
L. guyanensis; L. infantum 

Complexo L. (L) 
major 

L. major 
L. tropica 

L. aethiopica 
 

Disseminada L. amazonensis; L. pifanoi L. aethiopica 

Mucosa 
 L. braziliensis, L. panamensis, 
L. guyanensis, L. amazonensis 

L. major  
L. infantum 

Recidiva 
cútis 

L. braziliensis; L. amazonensis; 
L. panamensis 

 L (L) tropica 

Mucocutânea  L. braziliensis.  

Visceral 
 L. chagasi 

L. donovani 
L. infantum. 

Pós-kalasar L. donovani  

 

A lesão inicial surge no local onde o inseto vetor realizou hematofgia. Neste 

sítio ocorrem o aparecimento de lesões, podendo surgir de 1 a 10 lesões. As lesões 

são indolores, em formato circular, com coloração rosada e bordas delimitadas e 

protuberantes, contendo grande quantidade de amastigotas. Em muitos casos ocorre 

cura espontânea da lesão, porém em alguns casos, após o desaparecimento da 

úlcera de forma espontânea, ocorre a evolução para outras manifestações da 

infecção (GOTO; LINDOSO, 2012). 
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A leishmaniose visceral afeta cerca de 300 mil pessoas por ano com 

estimativa de 20 mil mortes anuais, podendo esse número ser relativamente maior 

devido a negligência em relação a doença e erros de diagnóstico. Aproximadamente 

90% dos casos de leishmaniose visceral ocorre em seis países: Índia, Bangladesh, 

Sudão, Sudão do Sul, Brasil e Etiópia (ALVAR et al., 2012). Esta manifestação 

clínica ocorre de 4 a 6 meses após a lesão inicial. Neste período os parasitos ficam 

incubados no interior de células hospedeiras e disseminam através da corrente 

sanguínea e linfática até sítios como baço, fígado, medula óssea e gânglios 

linfáticos, órgãos que são ricos em macrófagos. Os sintomas característicos são 

perda de peso, hepatoesplenomegalia, febre e, em estágios mais avançados da 

doença, pode ainda ocorrer anemia, edemas e hemorragias internas. Alguns casos 

podem levar ao óbito devido a perda de função nos órgãos acometidos e infecções 

secundárias oportunistas que se estabelecem (BADARO et al., 1986) 

A leishmaniose tegumentar americana é a forma mais branda da doença e 

pode ser subdivida em: leishmaniose cutânea localizada, leishmaniose cutânea 

disseminada, leishmaniose mucocutânea, leishmaniose difusa e leishmaniose 

recidiva cútis (GOTO; LINDOSO, 2012). Estas manifestações afetam atualmente 

cerca de 220 mil pessoas por ano e cerca de 75% dos casos ocorrem em dez 

países: Afeganistão, Argélia, Colômbia, Brasil, Irã, Síria, Etiópia, Sudão do Norte, 

Costa Rica e Peru (OMS, 2018).  

A leishmaniose cutânea localizada é caracterizada pelo aparecimento da 

lesão inicial, não ocorrendo disseminação e lesões secundárias. A leishmaniose 

mucocutânea aparece após o desaparecimento da lesão inicial e é caracterizada 

pela disseminação do parasito e destruição das mucosas, principalmente nasais e 

orofaríngeas, podendo ser fatal devido ao comprometimento das vias respiratórias. 

Os sintomas iniciais são inespecíficos, o que dificulta o diagnóstico precoce e o seu 

tratamento. A maior complicação é devido ao desenvolvimento de uma resposta 

inflamatória crônica, com potencial desfigurativo e com presença de infecções 

bacterianas secundárias. Cerca de 10% a 25% dos pacientes que apresentam a 

lesão inicial em até 5 anos desenvolvem leishmaniose mucocutânea. A leishmaniose 

cutânea disseminada é o tipo de manifestação mais rara. Nessa manifestação são 

observadas centenas de lesões papulares e de aparência acneiforme, que podem 

acometer o corpo todo, porém ocorre com mais frequência na face e no tronco. Os 
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parasitos após a lesão inicial, migram por via hemática ou linfática e estabelecem em 

poucos dias, causando lesões afastadas. A carga parasitária é baixa nas lesões. O 

tratamento atual é capaz de controlar a infecção após várias séries do tratamento 

(BRASIL, 2007)  

 A leishmaniose cutânea difusa é caracterizada pela ausência de resposta 

celular específica, intensiva proliferação dos parasitos e disseminação da infecção. 

Normalmente o indivíduo acometido não apresenta resposta imunológica celular e 

não sente dor no local das lesões. Na maioria dos casos o tratamento quimioterápico 

não é eficiente na eliminação dos parasitos, o que acaba possibilitando a 

reincidência da doença (TURETZ et al., 2002; GOTO; LINDOSO, 2012; BRASIL, 

2007). 

Os casos de leishmaniose recidiva cútis são predominantes nos países do 

Velho Mundo, porém também ocorrem em países do Novo Mundo. A principal 

característica é o surgimento de úlceras próximas a cicatrizes derivadas da lesão 

inicial da leishmaniose e está associada a ausência ou erro no tratamento 

(CALVOPINA et al., 2006). 
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2.3 – INTERAÇÃO ENTRE LEISHMANIA E MACRÓFAGOS 

Os macrófagos são células do sistema imunológico inato que possuem 

grande importância para o controle de infecções intra e extracelulares, e para o 

desenvolvimento e homeostase do organismo. São derivados de monócitos 

circulantes e podem ser resultado da diferenciação dessas células durante o 

desenvolvimento embrionário ou devido a uma resposta inflamatória (EPELMAN; 

LAVINE; RANDOLPH, 2014).  

A polarização da resposta inflamatória pode estimular de diferentes maneiras 

os macrófagos, que podem se diferenciar em fenótipos funcionais distintos, 

denominados de M1 e M2. Os macrófagos M1, também denominados macrófagos 

ativados classicamente, são ativados por citocinas inflamatórias ou produtos 

microbianos, como o interferon-gama (IFN-γ) e o lipopolissacarídeo (LPS), 

respectivamente. Quando ativados expressam a óxido nítrico sintase induzida 

(iNOS) e utilizam a L-arginina para a produção de óxido nítrico (NO). Além e produzir 

as citocinas interleucina-12 (IL-12), IL-23 e o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNFα) 

e espécies reativas de oxigênio (ROS), que são de extrema importância para a 

eliminação de infecções e tumores. 

Os macrófagos M2 são denominados de macrófagos ativados 

alternativamente e são ativados por citocinas anti-inflamatórias ou reguladoras como 

IL-4 e a IL-10. São primordiais para a eliminação de debris celulares, na 

reconstrução tecidual, deposição de matriz extracelular e também auxiliam no 

crescimento tumoral. Quando ativados produzem citocinas anti-inflamatórias como 

IL-4, IL-10, Fator de Crescimento e Transformação beta (TGF-β) e expressam a 

enzima arginase I, que utiliza a L-arginina para a produção de poliaminas, 

mecanismo antagonista do M1 (LABONTE; TOSELLO-TRAMPONT; HAHN, 2014; 

PATEL et al., 2017). 

Apesar da grande importância para a eliminação de diversas infecções, 

patógenos intracelulares como as bactérias Shigella flexner, Lysteria monocytogenes 

e Mycobacterium tuberculosis, os vírus Flavivírus e os parasitos Toxoplasma gondii 

e Leishmania spp parasitam preferencialmente os macrófagos.  

Na infecção por Leishmania, os macrófagos são as células preferenciais das 

amastigotas para o estabelecimento da infecção. A persistência do parasito no 

organismo está relacionada com a sua capacidade de desenvolver estratégias de 
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escape à atividade antiparasitária do macrófago que impede uma resposta imune 

efetiva contra a infecção, possibilitando a proliferação do parasito e estabelecimento 

da infecção no organismo (PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015).  

A interação entre o parasito e o macrófago inicia-se após as promastigotas 

metacíclicas serem transmitidas durante a hematofagia no local da picada, junto com 

uma substância gelatinosa denominada promastigote secretory gel (PSG). Em 

conjunto, as promastigotas e o PSG induzem a formação de uma resposta 

inflamatória, com produção de quimiocinas responsáveis pela migração de 

monócitos para o local da picada (ROGERS; CHANCE; BATES, 2002; RACOOSIN; 

BEVERLEY, 1997).  

Os dois principais fatores de patogenicidade expressos na Leishmania são as 

moléculas GP63 e o lipofosfoglicano (LPG). A GP63 é uma cisteína protease, 

expressa nas formas promastigotas, reconhecidas principalmente pelo receptor 3 do 

complemento (CR3). Esta enzima é importante para que o parasita resista a ação 

das enzimas lisossomais do macrófago (ISNARD; SHIO; OLIVIER, 2012). O LPG é o 

principal glicoconjugado expresso na superfície de Leishmania, é expresso em maior 

quantidade nas formas promastigotas do que nas amastigotas, é reconhecido pelos 

receptores Toll-like 2 (TLR2) (NOGUEIRA et al., 2016), particispando dessa forma 

da regulação de processos endocíticos e inflamatórios. Além disso, o LPG é capaz 

de proteger as promastigotas metacíclicas da ação lítica do sistema complemento 

(SPÄTH, 2003).  

A interação entre metacíclicas e macrófagos é mediada por receptores dos 

macrófagos e ligantes do parasito, que induzem a fagocitose. Existem diversos 

receptores envolvidos com essa interação, dentre eles se destacam: receptores de 

complemento (CRs), receptores de manose, receptores de fibronectina e receptores 

da fração constante de anticorpos IgG (FcγRs). Porém, devido a heterogeneidade 

genética, essa interação depende das espécies envolvidas, tanto do parasito quanto 

da célula hospedeira (UENO; WILSON, 2012). 

O receptor utilizado no momento da infecção é importante para o 

direcionamento da resposta macrofágica contra o parasito. Caso a interação ocorra 

através dos CRs, especificamente CR3 e CR1, ocorre redução da resposta 

inflamatória e produção de superóxido, que possibilita a sobrevivência do parasito 

dentro do fagolisossomo (MOSSER; EDELSON, 1987). No entanto, quando a 
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interação ocorre através de receptores de manose, fibronectina ou Fcy, ocorre maior 

ativação da resposta inflamatória, produção mais eficiente de enzimas hidrolíticas e 

uma maior ativação de enzimas NADPH oxidase, levando a um maior dano ao 

parasito (UENO; WILSON, 2012). 

Após o reconhecimento pelos macrófagos as promastigotas podem ser 

internalizadas através de cavéolas, que são microdomínios lipídicos ricos em 

colesterol. A degradação do colesterol e a subsequente ruptura deste microdominio 

compromete a fagocitose de promastigotas (RODRÍGUEZ et al., 2011). A formação 

de microdomínios na membrana plasmática da célula hospedeira podem ser 

induzidas por promastigotas por meio da ativação da enzima ácido esfingomielinase, 

responsável em converter esfingomielina em ceramida (GHOSH et al, 2001). O 

aumento da formação de ceramida resulta, além do aumento da fagocitose de 

promastigotas, também no rompimento de plataformas lipídicas e o aumento da 

fluidez da membrana. Em estágios posteriores da infecção, a concentração 

aumentada de ceramida prejudica a apresentação de antígenos, demonstrando a 

importância dos microdomínios lipídicos na interação patógeno-hospedeiro 

(MAJUMDER et al., 2012) 

Outra estrutura celular importante para o momento da infecção na célula 

hospedeira é o citoesqueleto de actina. Células que apresentam citoesqueleto 

desorganizado apresentam carga parasitária menor quando comparadas com 

células com citoesqueleto íntegro (PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015).  

Após a fagocitose do parasito, irá ocorrer a fusão do fagossoma com o 

lisossoma, dando origem ao vacúolo parasitóforo, local onde ocorre a diferenciação 

de promastigota para amastigota e proliferação intracelular. A formação do vacúolo 

parasitóforo proporciona a diminuição do pH, que em conjunto com a temperatura 

elevada do hospedeiro vertebrado e a geração de peróxido de hidrogênio mediada 

pela absorção de ferro, irão possibilitar a diferenciação do parasito (ZILBERSTEIN; 

SHAPIRA, 1994; FLANNERY; RENBERG; ANDREWS, 2013).  

Durante a diferenciação ocorrem alterações no metabolismo parasitário como 

a redução de absorção e utilização de glicose e aminoácidos e o aumento de beta 

oxidação de ácidos graxos. Estas modificações proporcionarão substratos para a 

síntese de glutamato, um aminoácido essencial para o crescimento e sobrevivência 

de amastigota (SAUNDERS et al., 2014). Os parasitos dentro da célula hospedeira 
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tem necessidade nutritiva especial, constituída principalmente por aminoácidos e 

poliaminas como fonte de carbonos e nutrientes e precursores de bases 

nitrogenadas. À longo prazo, a disponibilidade de nutrientes é limitada pelo ambiente 

celular e fusões do vacúolo parasitóforo com endossomos ou vacúolos provenientes 

do retículo endoplasmático se tornam fontes importantes de obtenção de nutrientes 

(NDJAMEN et al., 2010). 

Macrófagos ativados são capazes de controlar a infecção através de dano 

oxidativo ao parasito, gerado a partir da produção de ROS e NO, que afetam a 

sobrevivência do parasito na célula hospedeira (MURRAY; NATHAN, 1999). Os 

parasitas inibem a resposta inflamatória dos macrófagos, induzindo a produção de 

IL-10 e inibindo a produção de IFN-y. Tais alterações resultam em baixa expressão 

de complexo de histocompatibilidade do tipo II (MHC) II e iNOS (MUKBEL et al, 

2007) resultando em menor apresentação de antígeno aos linfócitos T e menor 

produção de NO. Além disso, ocorre o aumento da indução de arginase 1, que utiliza 

a L-arginina para a produção de poliaminas, que são essenciais para o crescimento 

do parasito (MUXEL et al., 2018).  

A arginase 1 e iNOS são induzidas em processos antagonistas nos 

macrófagos. Citocinas pró-inflamatórias do tipo Th1, como o IFN-γ, induzem a 

ativação da iNOS, enquanto que citocinas anti-inflamatórias como a IL-4, IL-10 e 

TGFβ induzem a ativação da arginase e inibem a ativação de NO. Tal mecanismo 

está diretamente relacionado com a resistência e suscetibilidade à infecção, visto a 

importância do NO na eliminação do parasito e das poliaminas na sua sobrevivência 

(ACUÑA et al., 2017). 

Um dos mecanismos de proteção contra danos oxidativos gerados pelos 

macrófagos é a indução da proteína de desacoplamento mitocondrial 2 (UCP2), que 

inibe o recrutamento de NADPH para o vacúolo parasitóforo (VP) através da 

inserção de LPG nos microdomínios lipídicos desta organela (BALL et al., 2014). Ao 

realizar este processo, a apoptose também é suprimida, possibilitando o aumento da 

sobrevivência da célula hospedeira e do parasito. Algumas espécies como L. 

donovani e L. braziliensis expressam a enzima superóxido dismutase (SOD), que 

age como agente antioxidante ao quebrar o íon superóxido (MEHLOTRA, 1996). 

Espécies de Leishmania são capazes de expressar múltiplos fatores para auxiliar a 
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sua sobrevivência (tabela 2), que podem variar de acordo com a espécie e o estágio 

do ciclo de vida.  

 

Tabela 2 – Mecanismos de evasão em Leishmania. Adaptado de 

PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015. 

Nome Descrição Papel na interação parasito-hospedeiro 

LPG  Lipofosfoglicano 

Ativa MAPK, perturba plataformas lipídicas, ↑ 
TNF, ↑ IL-1β, ↑ IL-6, ↓ TLR9, ↓ recrutamento 
de Syntaptotagmin V, NADPH oxidase e V-

ATPase em PV, captura ROS, ↑ HO-1  

GP63  
Metaloprotease 

dependente de zinco 

Ativa PTPs, p130Cas, Cortactin, Caspase 3 ↓ 
miRNA-122, ↓ TNF, ↓ IL-12, ↓ NO, ↓ mTOR, 

↓ AP-1  

ISP  
Inibidor da serina 

peptidase 

↓ Elastase de neutrófilos, ↓ tripisina, ↓ 
quimiotripisina, ↓ ativação de TLR4, ↓ 

ativação de proteína cinase R  

Proibitina Ortologos Proibitina  
Interage com HSP70 do hospedeiro, ↑ 

absorção do parasito  

PKC-like 
Proteína C cinase 

ortóloga  
↑ fagocitose parasitária  

ISCL  
Inositol 

fosfoesfingolipídios 
fosfolipase C-like 

↑ sobrevivência e replicação 

Aldolase  
Aldose frutose-

bifosfoato  
Ativa SHP-1, ↓ acidificação  

MsrA  
Metionina sulfóxido 

redutase A  
↑ Resistência para ROS/RNI  

ALO  
Biosíntese de arabino-
1,4-lactona oxidase / 

vitamina C 
↑ Resistência para ROS/RNI, ↓ IL-12, ↓ TNF 

TXNPx  
Triparedoxina 

peroxidase  
Detoxifica ROS/RNI, ↓ NRAMP-1, 

redistribuição de Fe  

Tioredoxina  
Enzima de eliminação 

de ROS 
Estabiliza PTPs, ↓ vias pró-inflamatórias  

CPB  Protease cisteína Ativa PTPs, ↓ ativação, ↓ NO 

 

2.3.1 - Vacúolo parasitóforo 

Uma vez dentro do macrófago o parasito necessita resistir ao meio hidrolítico, 

evitar ativar o sistema imune e adquirir nutrientes para a sua sobrevivência. Para 

isso, amastigotas de Leishmania residem dentro dos macrófagos em uma organela 

denominada VP (RUSSELL; XU; CHAKRABORTY, 1992).  

Os VPs são formados pelas membranas dos macrófagos e são resultados de 

diversos eventos sucessivos e coordenados de fusão/fissão de vesículas da via 

endocítica, lisossomos, retículo endoplasmático e possivelmente vesículas 
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autofágicas, que resultam em um compartimento ácido semelhante ao 

fagolisossomas (REAL; MORTARA, 2012). 

As promastigotas de Leishmania são capazes de modular a fusão do 

fagossoma e lisossoma. O LPG expresso pelas promastigotas é capaz de adiar a 

fusão das organelas, para que ocorra a diferenciação para as formas amastigotas. O 

atraso na fusão possibilita a sobrevivência do parasito, pois amastigotas são 

melhores adaptadas ao microambiente do VPs (ZILBERSTEIN; SHAPIRA, 1994; 

DESJARDINS; DESCOTEAUX, 1997). A diferenciação de promastigotas para 

amastigotas ocorre devido às condições geradas pela diferenciação da organela e 

formação do VP como a redução do pH (ALEXANDER; RUSSELL, 1992).  

As formas amastigotas possuem diversas adaptações que proporcionam a 

sua sobrevivência dentro do VPs. Além de serem organismos acidófilos, são 

capazes também de modular a resposta imunológica da célula hospedeira, 

degradando moléculas de MHC de classe II e diminuindo a apresentação de 

antígeno do parasito para os linfócitos T (LANG et al., 1994, ANTOINE et al., 1998). 

A formação dos VPs ocorre de maneira semelhante na infecção por diferentes 

espécies de Leishmania. Porém, a morfologia dos vacúolos varia entre as espécies 

envolvidas com a infecção. Parasitos pertencentes ao complexo mexicana, como a 

L. mexicana e L. amazonensis, induzem vacúolos grandes e com vários parasitos 

dentro de um único VP (figura 2A). Ao contrário L. brasiliensis ou L. major, também 

espécies causadoras de leishmaniose tegumentar, induzem a formação de um 

vacúolo pequeno e individual para cada parasito (figura 2B), indicando que mesmo 

que ocorra da maneira igual, a taxa de fusão e fissão dos PVs variam em 

macrófagos infectados com diferentes espécie de leishmania (ANTOINE et al., 

1998). 
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Figura 2 - Vacúolos parasitóforos de macrófagos infectados com 
Leishmania spp. Diferenças estruturais dos vacúolos parasitóforos de macrófagos 
infectados com (A) Leishmania mexicana e (B) Leishmania major. Espécies do 
complexo mexicana induzem a formação de um vacúolo parasitóforo amplo e com 
grandes quantidades de parasitos, enquanto que a infecção com Leishmania major 
induz a formação de um vacúolo parasitóforo individualizado e reduzido. Vermelho - 
Iodeto de propídeo. Cabeça de setas grandes indicam o núcleo do macrófago, 
cabeças de setas pequenas núcleo dos parasitos, setas indicam membrana do VP. 
Asterisco indica o meio do vacúolo parasitóforo (ANTOINE et al., 1998). 
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2.4 - FOSFATIDILSERINA 

As membranas celulares são constituídas por lipídios, proteínas e 

carboidratos, possuindo composição variável dependendo da localização e função. 

Os principais lipídios de membranas celulares são: fosfolipídios, colesterol e 

glicolipídios. Sendo responsáveis pela estrutura, sinalização celular, fluidez e 

permeabilidade seletiva da membrana (EDIDIN; VAN VORIS SESSIONS, 1983). 

Os fosfolipídios majoritários presentes na membrana são a fosfatidilcolina 

(PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol e 

esfingomielina. A distribuição desses lipídios é irregular onde a PC representa 40-

50%, a PE 20-45% dos fosfolipídios totais. Enquanto que o fosfatidilinositol e a PS 

estão em menor quantidade, podendo ser responsáveis por até 15 e 10%, 

respectivamente, dos lipídios totais (VANCE; STEENBERGEN, 2005).  

Na membrana plasmática, a monocamada citosólica possui elementos 

diferentes da monocamada voltada para o ambiente extracelular. Essa assimetria na 

composição entre as monocamadas proporciona diferença de potencial elétrico, e 

condições importantes para vários processos biológicos (KIHARA; IGARASHI, 

2004). A assimetria da composição de fosfolipídios é mantida ativamente por 

enzimas denominadas de fosfolipídio-translocases. As enzimas são divididas em três 

grupos: as flipases, responsáveis pelo transporte de fosfolipídios da face externa 

para a face interna; as flopases, fazem o movimento contrário; e as escramblases, 

capazes de realizar os dois tipos de movimento igualando os fosfolipídeos nas duas 

monocamadas (DIAZ; SCHROIT, 1996). A diferença do potencial elétrico pode ser 

atribuída principalmente a PS, devido a sua carrega negativa e estar 

majoritariamente na face citosólica da bicamada. Estruturalmente a PS é semelhante 

a outros fosfolipídios, possui duas caudas de hidrocarbonos hidrofóbicas, glicerol, e 

um grupo polar (figura 3). O grupo polar é composto deo grupamento fosfato e é o 

responsável pela diferença entre os fosfolipídios, pois é onde se encontra o resíduo 

de serina (VANCE; STEENBERGEN, 2005). 
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Figura 3 - Estrutura da fosfatidilserina- A fosfatidilserina é composta por 
duas caudas de hidrocarbonos hidrofóbicas, glicerol, grupo fosfato, e a serina 
(FONTE: CASSILLY, 2018). 

 
A biosíntese de PS em células de mamíferos é realizada no retículo 

endoplasmático e na membrana mitocondrial pela fosfatidilserina sintase (PSS). A 

PSS possui dois isotipos: a PSS1 e a PSS2 e são responsáveis pela substituição do 

grupo polar de PC ou PE por serina, respectivamente (figuras 4 e 5). 

 

 

Figura 4 – Biossíntese de PS. Em mamíferos PS é sintetizada por uma 
reação de troca de base entre um fosfolipídio pré-formado e o aminoácido L-serina. 
A enzima PSS1 realiza essa reação utilizando PC enquanto que a PSS2 utiliza PE. 
Essa reação é dependente de cálcio e ocorre no retículo endoplasmático e na 
membrana mitocondrial. Em fungos e células procariotas a molécula citidina 
difosfato-diacilglicerol (CDP-DAG) reage com L-serina (ser), em uma reação 
catalizada por uma PS sintase não relacionada com as enzimas de mamíferos. PS- 
Fosfatidilserina; PC- fosfatidilcolina; PE - fosfatidiletanolamina; PSS - fosfatidilserina 
sintase; CMP – monofosfato de citidina. (FONTE: VANCE; TASSEVA, 2013).  
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Figura 5 – Biossíntese de PS no retículo endoplasmático e degradação 
na membrana mitocondrial. A biossíntese de PS nas células de mamíferos ocorre 
através da troca do grupo polar de PC ou PE por serina. O PSS1 medeia a 
liberação de colina do PC, enquanto o PSS2 libera etanolamina do PE, com a 
inserção concomitante de serina e geração de PS em ambas as situações. A 
degradação de PS é realizada pela única PS descarboxilase em mamíferos, 
transformando PS em PE. PS- fosfatidilserina; PC- fosfatidilcolina; PE - 
fosfatidiletanolamina; PSS - fosfatidilserina sintase (Traduzido de KIM; HUANG; 
SPECTOR, 2014) 

 

A degradação de PS pode ocorrer pela reação de decarboxilação, na qual a 

PS é convertida em PE. Esta reação é realizada pela fosfatidilserina descarboxilase 

(PSD) e ocorre na mitocôndria, no complexo de Golgi e em membranas de vacúolos. 

Outra forma de ocorrer a degradação é através de fosfolipases localizadas na 

membrana, que realizam a hidrólise de PS, gerando ácido araquidônico e liso-

fosfatidilserina (VANCE; STEENBERGEN, 2005) 

A PS é importante mesmo em baixas concentrações em diversos processos 

celulares, como no recrutamento e ativação de enzimas e componentes estruturais e 

a sinalização de células e corpos apoptóticos para a fagocitose (LEVENTIS; 

GRINSTEIN, 2010).  

Em Leishmania e outros protozoários, as membranas possuem composição 

semelhante às demais células de mamíferos, sendo majoritariamente composto por 

PC, seguindo por PE e PI e com traços de PA, CL, PG e PS. A síntese e degradação 

dos fosfolipídios também ocorre de maneira semelhante a células mamíferas, porém 

com algumas particularidades nas vias e enzimas envolvidas. Umas das diferenças 
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entre as células de mamíferos e Leishmania é a síntese de PS, os parasitos utilizam 

apenas a PE para a produção de PS, utilizando apenas a via PSS2, atualmente não 

há descrição de enzimas ou proteínas da via PSS1. Ou seja, todas as espécies 

apenas sintetizam PS através da substituição da etanolamina por serina 

(RAMAKRISHNAN et al., 2013). 

2.4.1 – Apoptose 

Apoptose é um tipo de morte celular programada, caracterizada pelo 

arredondamento da célula, retração dos pseudópodes, redução do volume celular, 

condensação da cromatina, fragmentação do núcleo e formação de bolhas na 

membrana plasmática (HACKER, 2000). Todas essas modificações celulares são 

realizadas por reações dependentes de caspases (KROEMER et al., 2009). As 

transformações sofridas pelas células apoptóticas não servem apenas para o 

processo de morte, mas também para preparar a célula para que ocorra a remoção 

de seus detritos sem ativar resposta imune (TAYLOR; CULLEN; MARTIN, 2008). A 

eliminação dos corpos apoptóticos é muito importante para a homeostase do tecido 

em organismo multicelulares, sendo as células fagocitárias, como os macrófagos, as 

células responsáveis por essa eliminação (FADOK et al., 1998). IL-10 e TGF-β são 

responsáveis pela resposta imunossupressora na eliminação dos detritos celulares e 

pelo controle da reação inflamatória, para que não ocorra de maneira exacerbada 

(FADOK et al., 1998). 

Para que ocorra a eliminação das células apoptóticas é necessário que as 

células, ao entrarem em processo de morte, emitam sinais para serem encontradas 

(find-me signals) e para serem reconhecidas e endocitadas (eat-me signals) 

(LAUBER et al., 2004). Um dos principais find-me signals conhecidos é a liberação 

de lisofosfatidilcolina e o ácido araquidônico, ambos após a ativação de fosfolipases 

dependentes de caspases (LAUBER et al., 2003). Os sinais para reconhecimento 

mais conhecidos são a exposição de PS, alterações na oxidação e modificações nos 

açúcares e cargas da membrana plasmática (LAUBER et al., 2004; SARTER et al., 

2007). Essas alterações na membrana precisam ser reconhecidas pelas células 

fagocitárias.  

Existem diversos receptores nos macrófagos capazes de reconhecer PS, 

como: Mertk, TIM-1, TIM-2, TIM-3, scavenger e SCARF-1. Estes receptores formam 

um sistema de reconhecimento redundante e muito potente, capaz de perceber 
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eficientemente essa modificação na membrana das células (BIRGE et al., 2016). 

Porém em certas circunstâncias, para que ocorra a interação entre PS e o receptor, 

é necessária a mediação por moléculas séricas, chamadas moléculas-ponte 

(bridging molecules). As principais moléculas séricas são a glicoproteína MFG-E8, 

proteína S, Gas6 (Growth Arrest Specific Gene 6) e a glicoproteína β2-GPI 

(HANAYAMA et al., 2002; ISHIMOTO et al., 2000; ANDERSON et al., 2003; 

BALASUBRAMANIAN; SCHROIT, 1998). Após o reconhecimento e a fagocitose da 

célula apoptótica o macrófago é induzido a produzir citocinas anti-inflamatórias, 

transformando o meio onde a célula estava em um meio imunossuprimido (figura 6). 

 

Figura 6 – Remoção de células apoptóticas. (A) Ao entrar em apoptose as 
células liberam “find-me signals”, que são responsáveis por atrair os fagócitos. (B) 
Os fagócitos são capazes de reconhecer e fagocitar as células apoptóticas devido 
aos “eat-me signals” expressos na superfície celular. (C) O reconhecimento e a 
fagocitose da célula apoptótica induz a produção de citocinas anti-inflamatórias por 
fagócitos (Traduzido de LAUBER et al., 2004).  

 

2.4.2 – Mimetismo apoptótico 

O mimetismo apoptótico é o mecanismo em que células tumorais, vírus, 

bactérias e parasitos intracelulares expõem PS nos folhetos externos de suas 

membranas, sem apresentar outras características de apoptose, e regulam a 

resposta inflamatória, estabelecendo a infecção no organismo (BIRGE et al., 2016). 

A exposição de PS nos patógenos e nas células tumorais exerce papel similar a das 
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células apoptóticas. Ao serem fagocitados são capazes de ativar a produção de 

citocinas anti-inflamatórias, como IL-10 e TGF-β e imunossuprimir o microambiente. 

Com o meio modificado as células fagocitárias não conseguem responder 

adequadamente, possibilitando assim o estabelecimento e a disseminação infecção 

(DE FREITAS BALANCO, 2001; BIRGE et al., 2016). 

Os vírus utilizam diversos mecanismos para infectar as células hospedeiras 

sem ativar a resposta imunológica. Devido a essa diversidade o mimetismo 

apoptótico em vírus é classificado como clássico e não clássico. O mimetismo 

apoptótico clássico é realizado por vírus envelopados que expõe a PS no folheto 

externo da membrana (figura 7), enquanto que o mimetismo apoptótico não clássico 

ocorre em vírus não envelopados que adquirem receptores de apoptose ao 

sequestrar a membrana da célula hospedeira (figura 8). (AMARA; MERCI, 2015) 

 

 

Figura 7 – Mimetismo apoptótico viral clássico. Vírus envelopados 

expõem PS nos folhetos externos de suas membranas como fator de 

patogenicidade para a infecção da célula alvo e estabelecimento da doença. É o 

caso das infecções por EBOV (vírus ébola), VACV (vírus vaccinia) e DENV (vírus 

da dengue). Estes vírus são reconhecidos via receptores TAM (Tyro 3, Axl e Mer) 

e são endocitados pela célula hospedeira por endocitose mediada por clatrina ou 

macropinocitose (adaptado de AMARA; MERCER, 2015). 
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Figura 8 – Mimetismo apoptótico viral não clássico. Vírus não 

envelopados como o vírus SV40 (vírus vacuolante símio) e HAV (vírus da hepatite 

A) sequestram a membrana da célula hospedeira contendo PS exposto e 

conseguem infectar novas células, sem manifestar resposta inflamatória. O 

sequestro das membranas pode ser tanto por formação de exossomos, 

microvesículas ou autofagossomos. AXL – receptor tirosina cinase, TIM1 - Domínio 

mucina 1 da imunoglobulina de células T, (adaptado de AMARA; MERCER, 2015). 

 

Diversas infecções virais estão relacionadas ao mimetismo apoptótico, como 

demonstrado na tabela 3. 
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Tabela 3 – Infecções virais ocasionados por vírus que realizam o 

mimetismo apoptótico (AMARA; MERCER, 2015) 

Doenças Vírus Função de PS 
Tipo de 

mimetismo 
apoptótico 

Encefalite Alphavirus  Ligação, endocitose e infecção Clássico 

Vírus Pichinde  Arenavirus  Ligação, endocitose e infecção Clássico 

Ebola Ebolavirus e 
Marburgvirus  

Ligação, endocitose, infecção e 
evasão sistema imune 

Clássico 

Dengue/ febre 
amarela 

Flavivirus Ligação, endocitose, infecção e 
evasão sistema imune 

Clássico 

Varíola Orthopoxvirus  Sinalização, endocitose e 
infecção 

Clássico 

Poliomielite Enterovirus  Infecção Não clássico 

Hepatite A Hepatovirus  Desconhecida Não clássico 

 

 

No microambiente tumoral a PS é externalizada nas células apoptóticas 

(tumorais ou não), na vasculatura tumoral imatura, nos exossomos derivados de 

tumor e nas células tumorais viáveis. Com a realização de quimioterapia e 

radioterapia ocorre um aumento da externalização de PS (SATTENTAU; KARAJI, 

2017). A exposição de PS além de suprimir a resposta imunológica com a produção 

de citocinas anti-inflamatórias, promove um fenótipo imaturo das células dendríticas, 

o que reflete na menor expressão das moléculas co-estimulatórias que são 

necessárias para apresentação eficiente de antígenos, afetando a ativação de 

linfócito T (KELLEHER, 2015). As linhagens celulares tumorais que externalizam a 

PS, mesmo viáveis, são: linfoma de Hodgkin`s L540, câncer de pulmão H358, 

câncer de cólon HT29, melanoma B16, câncer de próstata ATI, glioma 9L, glioma 

F98, câncer de mama MDA-MB-231, câncer de mama MDA-MB-435, câncer de 

pâncreas Rip-Tag, câncer de próstata Tramp e câncer de mama PyMT (BIRGE et 

al., 2016). 

Em bactérias gram-negativas e em Mycobacterium tuberculosis o processo de 

mimetismo apoptótico ocorre de maneira semelhante ao mimetismo não clássico de 

vírus. As bactérias induzem a apoptose em células infectadas, os macrófagos as 

fagocitam juntamente com as bactérias intracelulares, disseminando a infecção 

(SATTENTAU; KARAJI, 2017). 
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2.4.3 – Fosfatidilserina e Leishmania 

Os protozoários Trypanosoma cruzi (DAMATTA et al., 2007), Toxoplasma 

gondii (SEABRA et al., 2004; DOS SANTOS, 2011) e Leishmania (DE FREITAS 

BALANCO et al., 2001) são capazes de realizar o mimetismo apoptótico a fim de 

suprimir a resposta inflamatória do hospedeiro e assim conseguir estabelecer e 

disseminar a infecção.  

A exposição de PS no folheto externo da membrana de L. amazonensis 

ocorre nas duas formas evolutivas do parasito de maneiras distintas. As formas 

promastigotas que expõem PS são promastigotas metacíclicas que entraram em 

morte por apoptose. A morte das promastigotas ocorre de maneira semelhante às 

células de organismos multicelulares, sendo induzida pela falta de nutrientes e 

alterações na temperatura (MOREIRA et al., 1996). As formas promastigotas que 

não expõem PS são as células que estabelecem a infecção. Porém, foi demonstrado 

que sem a presença de promastigotas apoptóticas PS-positivas não ocorre o 

estabelecimento da infecção (WANDERLEY et al., 2009), demonstrando assim a 

importância na PS na infecção por promastigotas. A exposição de PS foi observada 

tanto em metacíclicas que se diferenciam in vitro, quanto em experimentos in vivo 

com o inseto vetor. Diferentemente, a exposição de PS na membrana de formas 

amastigotas não ocorre como resultado de morte por apoptose. Todas as formas 

amastigotas realizam mimetismo apoptótico e, portanto, possuem PS exposta em 

sua superfície de membrana, são células viáveis, sem características morfológicas 

de apoptose e capazes de estabelecer infecção. Na verdade, existe uma correlação 

positiva entre a exposição de PS em amastigotas e sua capacidade infectiva. O 

modo como ocorre o mimetismo apoptótico no parasito ainda não está estabelecido, 

porém hipóteses como o sequestro da membrana da célula hospedeira, resíduo da 

sinalização apoptótica ou o resgate por mecanismo desconhecido da morte por 

apoptose são as principais suspeitas (WANDERLEY et al., 2006; WANDERLEY; 

BARCINSKI, 2010). 

A externalização de PS em ambas as formas de Leishmania é capaz de 

modular a resposta imune do hospedeiro para que o parasito consiga infectar e 

estabelecer a doença. As promastigotas PS-positivas são responsáveis por regular 

negativamente a produção de NO nos macrófagos que fagocitam promastigotas PS-

negativas, permitindo assim que as promastigotas consigam entrar, permanecer e 
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diferenciar nos macrófagos. A PS na superfície de amastigotas permite que a 

infecção se dissemine, pois além de controlar a produção de NO no macrófago 

infectado é capaz de induzir a produção de citocinas anti-inflamatórias como IL-10, 

TGF-β e PGE2 que irá suprimir a resposta inflamatória local (figura 9). 

 

 

Figura 9 - Morte apoptótica e mimetismo apoptótico durante infecção e 

estabelecimento da infecção por Leishmania. (1) Na infecção pelo flebotomíneo 

são inoculados promastigotas que entraram em apoptose (expondo PS) e as 

metacíclicas aptas a infectar. As promastigotas mortas têm a capacidade de 

modular a resposta de NO do macrófago, enquanto as metacíclicas vivas são 

responsáveis pela infecção. (2 e 3) O reconhecimento por macrófagos da PS 

exposta por amastigotas é capaz de induzir uma resposta anti-inflamatória e 

imunossupressora local. Após a fagocitose do parasito é induzida a produção de 

citocinas anti-inflamatórias como IL-10 e TGF-β. O que ocasiona a diminuição da 

atividade microbicida dos macrófagos e proporciona o meio ideal para o 

crescimento do parasito. Na parte central da figura observa-se que no hospedeiro 

vertebrado as amastigotas expõem a PS de forma constitutiva, o que permite a 

infecção constante em novos macrófagos (adaptado de BIRGE et al., 2016). 

 

2.5 - ANTICORPOS ANTI – FOSFATIDILSERINA 

A exposição da PS no folheto externo da membrana de tumores e de 

patógenos para o estabelecimento e a disseminação das doenças, propõe a PS 

como importante alvo de quimioterapia para o controle da disseminação das 

manifestações clínicas.  
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Os primeiros trabalhos que avaliaram o bloqueio de PS em modelos de 

infecção utilizaram a ANX. A ANX é uma proteína pertencente à família das 

anexinas, e possui alta afinidade a fosfolipídios aniônicos, principalmente a PS. A 

ligação entre ANX e PS é dependente da presença de altas concentrações de íons 

de cálcio, pois os íons de cálcio são responsáveis por uma mudança estrutural na 

ANX, induzindo a formação de um sítio de ligação que interage especificamente com 

o resíduo de serina do fosfolipídio (SWAIRJO et al., 1995). Dessa forma para 

melhorar a afinidade entre PS e ANX é necessário aumentar a concentração de 

cálcio, acima dos níveis fisiológicos desse íon (TAIT; GIBSON, 1992), o que é uma 

limitação para o uso em modelos in vivo. 

A ANX foi utilizada em diversos modelos experimentais para auxiliar o 

diagnóstico e como estratégia de direcionamento terapêutico no tratamento em 

alguns tumores. O uso de ANX em modelos tumorais resultou na melhora da 

imunidade tumoral mediada por células T e melhora na sobrevida de camundongos 

(YAN et al., 2012). Em modelos experimentais de toxoplasmose, o bloqueio de PS 

com ANX in vitro foi capaz de reduzir a quantidade de parasitos e aumentar a 

produção de NO por macrófagos (SEABRA; DE SOUZA; DAMATTA, 2004). Em 

Leishmania o uso de ANX em infecções in vitro com amastigotas, resultou na 

redução da infecção de macrófagos, retenção no crescimento intracelular do 

parasito, aumento da produção de TGF-β e aumento da atividade inflamatória de 

macrófagos. (DE FREITAS BALANCO et al., 2001; WANDERLEY et al., 2006).  

Com a identificação do potencial terapêutico do bloqueio de PS com ANX em 

diversas doenças, grupos de pesquisa buscaram o desenvolvimento de anticorpos 

capazes de interagir e bloquear a PS de maneira mais específica e eficiente, que 

fossem capazes de reduzir os possíveis efeitos inespecíficos in vivo e fossem 

independentes da presença de altas concentrações de cálcio. 

Os primeiros anticorpos produzidos foram baseados na capacidade do próprio 

organismo em produzir anticorpos antifosfolipídios. Pacientes com a doença auto-

imune síndrome do anticorpo antifosfolipídico (SAA) são capazes de produzir 

anticorpos anti-PS com alta especificidade. Camundongos quando estimulados com 

micelas de fosfolipídios específicos, são capazes de produzir anticorpo 

antifosfolipídico, de maneira similar aos pacientes com SAA. O anticorpo 3SB9b foi 

um dos primeiros anticorpos anti-fosfolipídicos produzidos utilizando micelas de PS 



43 
 

para induzir a produção. O 3SB9b é uma imunoglobulina de classe M (IgM), com alta 

afinidade a PS, a ligação necessita da presença de soro e em testes in vitro, 

apresentou atividade anti-plaquetária (ROTE et al., 1993). O anticorpo 

subsequentemente produzido foi o 9D2 produzido a partir da imunização de ratos 

com células expondo PS. Este anticorpo também é IgM com alta afinidade a PS e 

maior especificidade. Interessantemente, o anticorpo 9D2 não compete com ANX V, 

visto que não ocorre competição pelo sítio de ligação (RAN; DOWNES; THORPE, 

2002). 

A produção de anticorpos IgM que se ligam a PS confere certas limitações 

(REDDY; CORLEY, 1999). Isto foi resolvido com o desenvolvimento do anticorpo 

3G4, produzido de maneira semelhante ao 9D2, porém uma IgG3. Este tem alta 

afinidade a fosfolipídios aniônicos, principalmente a PS, e necessita de soro ou da 

proteína ponte β2 glicoproteína (β2-GPI) para que ocorra a ligação. De forma 

semelhante ao anticorpo 9D2 e a ANX V, o anticorpo 3G4 é capaz de se associar 

em PS em aglomerados na superfície celular. Este anticorpo é estruturalmente 

relacionado com os anticorpos utilizados neste trabalho. 

O desenvolvimento do anticorpo 3G4 deu início ao melhoramento dos 

anticorpos anti-PS para uso terapêutico em humanos. Por ser um anticorpo murino, 

o uso de 3G4 era limitado em humanos, então foi desenvolvida uma versão 

quimérica, composta da porção variável (Fv) de 3G4 e a cadeia pesada de um IgG1k 

humano, chamado Bavituximab. Este anticorpo também necessita da presença de 

β2-GPI para que ocorra a ligação com PS. O complexo β2-GPI e PS possui 

constante de dissociação maior que o complexo PS e ANX, e seu uso in vivo é 

favorável, devido a molécula de β2-GPI já estar presente no organismo. Em testes in 

vivo, Bavituximab foi capaz de provocar regressão tumoral através da ruptura 

vascular tumoral e modulação da resposta imune no microambiente (DEROSE; 

THORPE; GERBER, 2011). Um anticorpo semelhante, o mch1N11 foi utilizado em 

modelo experimental in vivo com L. amazonensis. Este anticorpo é um anticorpo 

quimérico com a região constante da cadeia leve de IgG2a de camundongo com e a 

região variável da cadeia leve e pesada de humano. A interação PS e anticorpo é 

dependente de β2-GPI e a afinidade do complexo PS/β2-GPI com o anticorpo é 

similar à do anticorpo Bavituximab. O tratamento de camundongos infectados com 

mch1N11 promoveu redução da quantidade de parasitos na lesão, porém de 
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maneira heterogênea, com alguns camundongos apresentando carga parasitária 

semelhante a camundongos não tratados. As lesões dos camundongos tratados 

eram menores quando comparados ao não tratados, porém todos os camundongos 

apresentavam lesões progressivas (WANDERLEY et al., 2013).  

Embora os resultados observados no tratamento da infecção in vivo com os 

anticorpos mch1N11 tenham sido promissores, não houve reversão da progressão 

da doença, apenas atraso. Isto sugere que PS não tem papel preponderante na 

infecção, ou que o anticorpo não está funcionando da forma correta. A utilização de 

anticorpos de IgG ao invés de IgM permite a aumento da taxa de fagocitose das 

células que expõem PS, pelo reconhecimento da porção Fc do anticorpo. Esta 

funcionalidade dos anticorpos IgG é favorável no que diz respeito ao tratamento de 

doenças tumorais e mesmo de algumas infecções virais. No entanto, não é uma 

característica interessante no tratamento da infecção por Leishmania, já que este é 

um parasito intracelular obrigatório. Além disso, a necessidade de β2-GPI na 

interação entre PS e o anticorpo pode ser um complicador, já que existem outras 

proteínas séricas que se ligam a PS fisiologicamente, como MFG-E8 (milk fat globule 

protein E8) ou fator XII e anticorpos que se ligam diretamente a PS se encontram 

normalmente no organismo e não estão relacionados com a ocorrência de nenhuma 

doença, e podem ser usados sem restrições (ALVING, 2006).  

Dessa forma, utilizamos uma nova geração de anticorpos anti-PS, derivados 

do clone 11:31 e denominados PGN632, tanto na forma completo quanto a porção 

Fab purificada. O anticorpo PGN632 é uma IgG2 que realiza interação específica 

com PS, independente de β2-GPI (MOODY et al., 2010) 

 

 



45 
 

3 – JUSTIFICATIVA 

O mimetismo apoptótico é um mecanismo largamente utilizado por patógenos 

intracelulares para estabelecimento e disseminação da infecção. O estudo de novas 

estratégias terapêuticas e suas implicações no desenvolvimento de infecções é 

fundamental, visto que as terapias atuais possuem diversas limitações, como 

toxicidade e resistência. A utilização de anticorpos como fármacos, os chamados 

biofármacos, já é eficiente no tratamento de alguns tumores, doenças virais, 

autoimunes, inflamatórias, entre outras (TOVEY; LALLEMAND, 2012). Portanto é 

promissora a possibilidade de utilizar esta abordagem em doenças parasitárias, 

utilizando como alvo um mecanismo de patogenicidade bem conhecido. Estes 

estudos são particularmente importantes em doenças negligenciadas, como é o caso 

da leishmaniose.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



46 
 

4 – OBJETIVOS 

4. 1 - OBJETIVO GERAL 

● Avaliar a ação de anticorpos monoclonais bloqueadores de PS no 

controle da infecção por Leishmania amazonensis. 

 

4. 2 - OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

● Avaliar a eficiência de anticorpos anti-PS independentes de β2GPI e 

suas respectivas porções Fab purificadas no controle da infecção in vitro; 

● Avaliar a inibição da infecção de amastigota L. amazonensis após o 

tratamento com anticorpos monoclonais anti-PS em cultura de macrófagos in vitro; 

● Avaliar resposta inflamatória de macrófagos infectados com L. 

amazonensis tratadas com anticorpos monoclonais anti-PS in vitro; 

● Avaliar a eficiência de anticorpos anti-PS independentes de β2GPI e 

suas respectivas porções Fab purificadas no controle da infecção in vivo; 

● Avaliar alterações de lesão em camundongos tratados de forma 

sistêmica com anticorpos monoclonais anti-PS; 

● Avaliar alterações nas populações celulares de linfonodos cervicais ex 

vivo; 

● Identificar alterações histopatológicas em lesões de camundongos 

tratados com anticorpos monoclonais anti-PS; 
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5 – MATERIAL E MÉTODOS 

5.1 – ANIMAIS 

Foram utilizados camundongos C57BL/6 e BALB/C com até 8 semanas, 

derivados do biotério da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro 

(Biotério Central - UENF) e da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB - 

UNICAMP). Os animais ficaram mantidos no biotério de experimentação do Instituto 

de Macaé de Ciência e Tecnologia, em gaiolas contendo com água e ração ad 

libitum. O uso dos animais foi aprovado pelo comitê de ética e uso de animais da 

UFRJ (MAC047). Foram realizados dois experimentos com infecção in vivo 

utilizando os camundongos C57BL/6, com cinco animais em cada tratamento (11:31, 

11:31 Fab, C44 e PBS), totalizando o uso de 40 animais. 

 

 

5.2 - CÉLULAS 

5.2.1 – Macrófagos derivados de medula óssea 

Os macrófagos foram obtidos através de lavado da medula óssea dos ossos 

fêmur e tíbia de camundongos C57BL/6 com meio Dulbecco's Modified Eagle 

(DMEM - Gibco™) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (GIBCO), 1% 

de piruvato de sódio (SIGMA), 1% de L-glutamina (SIGMA), 1% de penicilina 

(SIGMA) 1000 unidades/mL e estreptomicina (SIGMA) 1000 unidades/ml e 50 µM B-

mercaptoetanol. Nas placas de Petri tratadas TPP foram colocados 1 mL do meio 

com medula óssea e mais 9 mL de DMEM completo suplementado com 30% de 

sobrenadante de L929. Após o quinto dia de cultura foi realizado a troca de 5 mL do 

meio por DMEM completo contendo 30% de sobrenadante de L929. Os macrófagos 

foram utilizados após 10 dias de diferenciação. 

 

5.2.2 – Linhagem de fibroblastos L929 

Os fibroblastos foram cedidos pela Profa. Bartira Bergman do IBCCF/UFRJ. 

As culturas foram mantidas em DMEM completo, em estufa de CO2 à 37°C. Foram 

plaqueados 5x105 de células em uma garrafa de cultura de 25 cm2 que foi mantida 

por 4 - 5 dias em estufa, posteriormente as células foram transferidas para uma 

garrafa de cultura de 75 cm2 e mantidas em estufa por 4 – 5 dias. Após esse período 
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as células foram transferidas para 4 garrafas de 150 cm2 e deixadas por 15 dias ou 

até o meio de cultura adquirir a coloração alaranjada. O sobrenadante foi colhido, 

filtrado e armazenado para o uso. 

 

5.3 - PARASITOS 

Foram utilizados parasitos da espécie Leishmania amazonensis da linhagem 

LV78 (MPRO/BR/72/M1845). 

 

5.3.1 - Promastigotas 

Promastigotas foram cultivadas em meio Schneider drosophila (Gibco) 

contendo 10% de SFB (Cultilab), em estufa B.O.D. à 23oC. Os parasitos foram 

mantidos em cultura por até 6 passagens in vitro. As passagens foram feitas sempre 

ao final da fase logarítmica de crescimento. 

 

5.3.2 – Amastigotas 

Camundongos BALB/c foram infectados na pata com 2 x 106 de 

promastigotas. As formas amastigotas foram mantidas em camundongos BALB/c por 

no máximo 12 semanas. A purificação de amastigotas foi realizada com a 

homogeneização da lesão em DMEM em homogeneizador de tecido de vidro tipo 

Grinder. A solução formada foi centrifugada a 50 g por 10 minutos à 4°C, o 

sobrenadante foi recolhido e centrifugado a 1750 g por 17 minutos à 4°C. O 

precipitado foi ressuspendido e centrifugado a 1750 g por 17 minutos à 4°C por 3 

vezes com 10 mL de DMEM contendo 1% de antibiótico. Após a última centrifugação 

o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 10 mL de 

DMEM contendo 4% de SFB e 1% de antibiótico e incubado por 2 horas com 100 

rpm de agitação, à 34°C. Após a incubação as amastigotas foram centrifugadas a 

1750 g por 17 minutos à 4°C por duas vezes e incubadas durante a noite em DMEM 

contendo 4% de SFB e antibióticos, à 34°C. Após esta incubação as amastigotas 

foram centrifugadas a 1750 g por 17 minutos à 4°C por 3 vezes e o precipitado final 

foi ressuspendido em DMEM contendo 4% de SFB e 1% de penicilina (SIGMA) 1000 

unidades/ml e estreptomicina (SIGMA) 1000 unidades/ml  
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5.4 – ANTICORPOS ANTI-PS 

Foram utilizados os anticorpos monoclonais IgG2 PNG632 (11:31) anti-PS 

completo e sua respectiva fração Fab purificada (11:31 Fab), ambos são 

independentes da presença de β2-glicoproteína. O anticorpo C44 foi utilizado como 

controle do isotipo de anticorpo, por ser um isotipo de IgG2. Os anticorpos foram 

doados pela empresa Peregrine Pharmaceuticals (MTA 27829). Como controle do 

bloqueio de PS in vitro foi utilizado ANX (BD) 1:10 diluída em tampão de ligação de 

ANX (ABB). O tampão ABB é preparado com 10 mM de sal de sódio de HEPES, 150 

mM de cloreto de sódio (NaCl) e 2,5 mM cloreto de sódio bi-hidratado (CaCl2 2H2O), 

em água 

 

5.5 - INFECÇÃO 

Para infecções in vitro foram utilizados macrófagos e amastigotas na 

proporção 5:1.  

 

5.5.1 – Infecção em macrófagos com parasitos tratados com anticorpos 

monoclonais anti-PS 

Para adesão foram plaqueados 2x105 macrófagos derivados da medula óssea 

em placas de 24 poços, contendo lamínulas de 13 mm2, e incubados em meio 

DMEM suplementado, durante a noite em estufa de CO2 á 37º, para adesão nas 

laminulas. Após o período de adesão, foi retirado o meio dos macrófagos e repuxado 

PBS (pH 7,3) com pipetas automáticas de 1000 µL, para realizar a lavagem dos 

poços. Os parasitos que foram adquiridos conforme o item 3.2 foram incubados com 

os anticorpos 11:31 e 11:31 Fab nas concentrações 1,25 e 5 µg/mL e com os 

controles, C44 e anexina V, por 30 minutos em geladeira (4 - 8°C). Em seguida da 

incubação, os parasitos foram centrifugados e resuspendidos em meio DMEM 

suplementado e adicionados nos poços com macrófagos. Após 2 horas de infecções 

todos os poços foram lavados com PBS. Os poços destinados as analíses da 

infecção de 2 horas foram fixados com metanol e os poços destinados as analises 

48 horas de infecção tiveram acréscimo de meio DMEM suplementado, após as 48 

horas de infecção os poços foram novamente lavados com PBS e fixados com 

metanol. Foram realizados três experimentos, com duplicadas em cada. 
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5.5.2 – Infecção in vivo e tratamento com anticorpos 

Os camundongos C57BL/6 foram anestesiados com quetamina (1 µL / peso) 

e cloridrato de xilasina (0,75 µL / peso) e inoculados de forma intradérmica no 

pavilhão auricular com 10 µL de solução salina com 1x106 promastigotas. Os 

anticorpos 11:31, 11:31 Fab e C44 foram aplicados na concentração de 100 µg por 

via intraperitonial um dia após a infecção e de três em três dias, durante sete 

semanas.  

 

 

5.6 - AVALIAÇÃO DE EXPOSIÇÃO DE FOSFATIDILSERINA 

Formas amastigotas purificadas das lesões de camundongos BALB/c foram 

incubadas com anexina V conjugada com Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, 34 

Oregon, EUA) em 20 µL de tampão ABB o e 0,7 µg/ml de iodeto de propídio (PI - 

Sigma, Saint Louis, EUA), um indicador de viabilidade. Os parasitas foram 

analisados por citometria de fluxo (FACS Calibur/ Cytek, N/S E3591). A análise foi 

feita utilizando software FlowJo CE (Cytek). 

 

5.7 – PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO 

Os parasitos obtidos conforme o item 3.2 foram tratados com anticorpos na 

concentração de 5 μg/mL e os respectivos controles e foram incubados por 30 

minutos na geladeira. Após a incubação foram lavados com DMEM contendo SFB e 

utilizados para infectar macrófagos. Após 2 horas de infecção os macrófagos foram 

lavados com PBS e ativados com 100 ng/mL de IFN-γ e 1 µg/mL de LPS. O 

sobrenadante da cultura foi colhido em 8h, 24h e 48h após a infecção.  

A quantidade NO liberado pela célula, foi mensurada indiretamente pela 

reação de Griess (Sigma) e analisado por espectrofotometria (EspectraMax 190) no 

comprimento de onda de 540nm. 

 

5.8 – PREPARAÇÃO DE ANTÍGENO 

Promastigotas de L. amazonensis foram mantidas em meio Schneider, 

suplementado com glutamina, antibióticos e SFB. O repique (renovação de meio) era 

realizada a cada 3 dias. O antígeno de Leishmania (SLA) foi preparado a partir de 

culturas de promastigotas em fase estacionária de crescimento. As promastigotas 
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foram lavados três vezes em 5 mL de PBS estéril e submetidas a cinco ciclos de 

congelamento (-18º) e descongelamento (t.a), a suspensão foi centrifugada a 8.000 

× g por 20 min a 4° C e o sobrenadante contendo SLA foi coletado e armazenado. 

As concentrações de proteína foram estimadas pelo método de Bradford. 

 

5.9 - ATIVAÇÃO DAS CÉLULAS DERIVADAS DOS LINFONODOS CERVICAIS 

Linfonodos cervicais dos camundongos infectados foram obtidos após 

eutanásia dos animais. Foi obtida uma suspensão celular a partir da maceração dos 

linfonodos em um filtro. As células foram quantificadas em uma câmara de Neubauer 

e separadas em dois grupos: ativadas com LSA e não ativadas. 2x106 de células 

foram colocadas em placas de cultura de 96 poços com fundo U com meio DMEM, 

nas células ativadas foram adicionados 50 µg de SLA em cada poço. Após cinco 

dias de incubação os sobrenadantes foram retirados e armazenado para análise das 

citocinas.  

 

5.10 - DETECÇÃO DE CITOCINAS 

Os sobrenadantes das culturas das células não ativadas foram agrupados em 

uma única amostra e os sobrenadantes das células re-estimuladas com LSA foram 

agrupadas em duas amostras. As concentrações das citocinas presentes nos 

sobrenadantes das culturas foram determinadas pelo método Cytometric Bead Array 

(CBA - BD), de acordo com as recomendações do fabricante. Foram analisadas as 

citocinas IL-12p70, TNF-α, MCP-1, IL-6, IL-10 e IFN-γ. 

 

5.11 - ANÁLISE DA CARGA PARASITÁRIA IN VITRO 

Macrófagos infectados em cultura foram fixados em metanol, corados com 

Giemsa e a infecção foi avaliada através de microscopia ótica. A infecção foi 

expressa através do índice de infectividade. Foram contados 300 macrófagos totais 

e analisados o produto da porcentagem de macrófagos infectados pela proporção de 

amastigotas por macrófago infectado. (Índice de infectividade= [macrófagos 

totais/macrófagos infectados] *[amastigotas/macrófagos infectados]). 
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5.12 - HISTOPATOLOGIA 

As orelhas infectadas foram coletadas e fixadas em paraformoldeido 4% em 

tampão fosfato 0,1 M t, a fim de serem encaminhadas para o Laboratório de 

Morfologia e Patologia Animal da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy 

Ribeiro (UENF). Em sequência, foi selecionado a região exata onde se localizava a 

lesão causada pela infecção.  Estes fragmentos de tecido foram desidratados em 

soluções seriadas de álcool etílico nas concentrações de 70%, 80%, 90% e 100%, 

clarificada em xilol, embebidas e incluídas em parafina. Logo após, foram 

seccionadas em micrótomo, obtendo cortes histológicos de 5 μm. Estes cortes foram 

fixados em lâminas de microscopia, corados com hematoxilina (Wcor) e eosina 

(Wcor) e analisadas por microscopia óptica (Olympus BX41). 

 

5.13 – ANÁLISE DO TAMANHO DOS VACÚOLOS PARASITÓFOROS.  

Os tamanhos vacúolos parasitóforos de lesões de camundongos tratados com 

anticorpo anti-PS, isotipo ou PBS foram observados no microscópio Axioplan (Zeiss) 

e as imagens foram capturadas com câmera digital MRC5 AxioCam e processadas 

com o software ImageJ versão 1.47t (Wayne Rasband - NIH). Foram contados 200 

VPs e os valores são referentes a área em μm2. 

 

5.14 - ANÁLISE MORFOLÓGICAS DAS CÉLULAS DO LINFONODOS CERVICAIS 

Linfonodos cervicais dos camundongos infectados foram obtidos após 

eutanásia dos animais. Foi obtida uma suspensão celular a partir da maceração dos 

linfonodos em um filtro. As células foram quantificadas em uma câmara de Neubauer 

e avaliadas por citometria de fluxo (FACS Calibur/ Cytek, N/S E3591). A análise foi 

feita utilizando software FlowJo CE (Cytek), utilizando apenas os parâmetros não-

fluorescentes FSC (forward scatter) e SSC (side scatter). 

 

5.15 - ANÁLISE ESTATÍSTICA 

As análises estatísticas dos dados obtidos foram realizadas no programa 

GraphPad Prism 6.01. Múltiplas comparações com distribuição normal foram 

analisadas pelo teste de ANOVA. Diferenças de p<0,05 foram consideradas 

significantes. 
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6 - RESULTADOS 

 

6.1- EXPOSIÇÃO DE FOSFATIDILSERINA EM AMASTIGOTAS EXTRAÍDAS DE 

LESÕES DE CAMUNDONGOS BALB/C 

 

Formas amastigotas de L. amazonensis expõem fosfatidilserina em sua 

superfície, como já demonstrado anteriormente (DE FREITAS BALANCO et al., 

2001; WANDERLEY, 2006). Para confirmar esta exposição, amastigotas que 

utilizamos neste trabalho foram obtidas de lesões de camundongo BALB/c com 

infecções de oito semanas. A exposição de PS por marcação com ANX e iodeto de 

propídeo (PI) foi realizada por citometria de fluxo. Os parâmetros FSC e SSC foram 

avaliados para seleção da população que apresentou as características de 

amastigotas viáveis (figura 10A). Os eventos fora da área de seleção (gate) foram 

referentes a outros componentes da lesão como hemácias, células mortas e debris 

celulares. No gate de amastigotas foram avaliados os parâmetros de FL1 e FL2. 

Média de 80% das células ANX positivas (pos) e IP negativa (neg) foram obtidas, 

confirmando que as formas amastigotas majoritariamente expõem PS em sua 

superfície (figura 10B). 

 

Figura 10 - Exposição de PS em amastigotas extraídas de lesões de 
camundongos BALB/c. Amastigotas foram extraídas de lesões de camundongos BALB/c 
infectados, purificadas e analisadas por citometria de fluxo. (A) análise de FSC e SSC das 
células extraídas e gate na população com parâmetros característicos de amastigotas 
viáveis. (B) Marcação com ANX conjugada com Alexa Flúor 488 e iodeto de propídeo da 
população do gate selecionado (amostra representativa). FSC - (Forward Scatter) tamanho. 
SSC - (Side Scatter) granulosidade FL1 – canal de fluorescência 1. FL2 – canal de 
fluorescência 2. 
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6.2 - INIBIÇÃO DE INFECÇÃO IN VITRO POR AMASTIGOTAS COM USO DE 

ANTICORPOS ANTI-PS 

A importância de PS para a infecção de amastigotas em macrófagos foi 

descrita por De Freitas Balanco et al. em 2001. Neste trabalho, foi feito o bloqueio de 

PS com ANX, que é uma proteína que se liga em fosfolipídios aniônicos em geral. 

Devido a isso avaliamos a capacidade de anticorpos monoclonais (11:31) ou apenas 

a porção Fab (11:31 Fab) dos anticorpos anti-PS de inibir o índice de infecção em 

macrófagos derivados de medula óssea de camundongos C57BL/6 após interação 

com amastigotas de L. amazonensis.  

Os macrófagos foram infectados com amastigotas tratadas previamente com 

11:31 ou 11:31 Fab e analisado o índice de infecção. Após 2 horas de infecção o 

tratamento com o anticorpo ou a porção Fab tende a bloquear a infecção de maneira 

dose-dependente, já que amastigotas tratadas com 5 μg/mL de anticorpos 

apresentaram maior redução do índice de infectividade (figura 11) quando 

comparado com PBS ou os anticorpos na concentração de 1,25 μg/mL. Não foi 

possível identificar diferenças significativas entre os anticorpos 11:31 e 11:31 Fab. O 

uso de 5 μg/mL de anticorpo ou seu Fab foi capaz de inibir a infecção de maneira 

semelhante a inibição com uso de ANX (figura 11). Nas infecções de 48 horas, os 

anticorpos foram capazes de reduzir significativamente o índice de infectividade 

quando comparados com o tratamento controle com PBS. Porém, o índice de 

infectividade é maior quando comparado com a infecção com amastigotas tratadas 

com ANX (figura 11).  

Ao contrário do que foi encontrado em infecções de 2 horas, o efeito dos 

anticorpos após 48 horas de infecção não foi semelhante quando comparado o 

anticorpo 11.31 e sua porção Fab purificada. O anticorpo 11:31 inibiu de maneira 

dose dependente, e na maior concentração observou-se redução da infecção de 

maneira significativa quando comparado ao PBS. Esse efeito foi semelhante ao 

observado com ANX. Ao contrário, os anticorpos 11:31 Fab não apresentaram efeito 

nas concentrações utilizadas e não apresentaram diferenças estáticas quando 

comparados com o PBS (figura 11). 
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Figura 11- Índice de infectividade de macrófagos após o tratamento com 
os anticorpos anti-PS. Macrófagos derivados de medula óssea de camundongos 
C57BL/c foram infectados com amastigotas de L. amazonensis previamente tratadas 
com anticorpo anti-fosfatidilserina (11:31) ou apenas a porção Fab (11:31 Fab), nas 
concentrações de 5 e 1,25 μg/mL. O índice de infectividade foi observado em 
culturas com 2 e 48 horas após a infecção. Foram utilizados como controle negativo 
PBS e como controle positivo do bloqueio de fosfatidilserina anexina V (ANX). * p= 
0,05: comparação com o índice de infectividade de macrófagos infectados com 
amastigotas tratadas com PBS em culturas de 48h após a infecção. 

 

O índice de infectividade é o produto entre a porcentagem de macrófagos 

infectados e a média do número de amastigotas por macrófago. Dessa forma, os 

dois fatores podem contribuir para alterações na avaliação da infecção. Portanto, 

avaliamos a porcentagem de macrófagos infectados (figura 12) e o número médio de 

amastigotas por macrófagos infectados (figura 13), separadamente.  

O uso dos anticorpos anti-PS alterou a porcentagem de macrófagos 

infectados (figura 12). Observamos tendência de redução na porcentagem de 

macrófagos infectados, de forma dose dependente, após tratamento de amastigotas 

com os anticorpos anti-PS 11:31 e 11:31 Fab. Não observamos diferenças entre os 

anticorpos utilizados e nos dois intervalos de tempos observado, 2 e 48 horas, perfil 

semelhante de índice de infectividade foram encontrados. Em 48 horas os anticorpos 

reduziram a porcentagem de macrófagos infectados quando comparados com os 

infectados com amastigota sem tratamento, porém apresentaram porcentagem 

maior do que os infectados com amastigotas tratadas com ANX (figura 12). 
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Figura 12 - Porcentagem de macrófagos infectados com amastigotas de 
L. amazonensis. Macrófagos derivados de medula óssea de camundongos 
C57BL/6 foram infectados com amastigotas de L. amazonensis previamente tratadas 
com anticorpo anti-fosfatidilserina (11:31) ou a porção Fab purificada (11:31 Fab), 
nas concentrações de 5 e 1,25 μg/mL. A porcentagem de macrófagos infectados foi 
determinada em culturas de 2 e 48 horas após a infecção. Foram contados 300 
macrófagos para ser determinada a porcentagem. Foram utilizados como controle 
negativo PBS e como controle positivo do bloqueio de fosfatidilserina, anexina V 
(ANX).  

 
O número médio de amastigotas por macrófagos após 2 horas de infecção 

não foi significativamente diferente entre os tratamentos. Porém, percebemos que os 

macrófagos infectados com amastigotas tratadas com a concentração de 5 μg/mL de 

11:31 Fab, continham menos amastigotas que os outros tratamentos, traço não 

encontrado em nenhuma outra situação experimental (figura 13). 

Em infecções de 48 horas não foi observado um padrão claro na média do 

número de amastigotas por macrófago infectado (figura 13). Macrófagos infectados 

com amastigotas tratadas com PBS ou ANX apresentaram número de amastigotas 

semelhantes. Macrófagos infectados com amastigotas tratadas com o anticorpo 

11:31 apresentaram tendência de menor número médio de amastigotas quando 

comparado ao tratamento dos parasitos com PBS ou ANX. Macrófagos infectados 

com amastigotas tratadas com anticorpo 11:31 Fab apresentaram número menor de 

amastigotas quando comparado ao tratamento com PBS na concentração de 1,25 

μg/mL do anticorpo. No entanto, número semelhante de amastigotas por macrófago 
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foram observados quando comparado o tratamento com PBS ou ANX e o tratamento 

com 5 μg/mL do anticorpo.  

 

Figura 13 – Número médio de amastigotas por macrófagos infectados 
com L. amazonensis. Macrófagos derivados de medula óssea de camundongos 
C57BL/6 foram infectados com amastigotas de L. amazonensis previamente tratadas 
com anticorpo anti-fosfatidilserina (11:31) ou a porção Fab purificada (11:31 Fab), 
nas concentrações de 5 e 1,25 μg/mL. A proporção de amastigotas por macrófago 
infectado foi determinada em culturas de 2 e 48 horas após a infecção. Foram 
contados 300 macrófagos totais para ser determinada a proporção. Foram utilizados 
como controle negativo PBS e como controle positivo do bloqueio de fosfatidilserina, 
anexina V (ANX).  

 

6.3 - PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO EM INFECÇÕES COM AMASTIGOTAS 

TRATADAS COM ANTICORPOS ANTI-PS 

 

A produção de óxido nítrico é o principal mecanismo leishmanicida dos 

macrófagos (MAUËL, 1996). Em nossos experimentos podemos identificar que 

macrófagos infectados com amastigotas de L. amazonensis produzem NO após 8 

horas de infecção, sendo encontrados nitrito apenas em culturas com 24 e 48 horas 

após a infecção. Além disso foi identificado que os anticorpos anti-PS não foram 

capazes de acentuar a produção de NO após o bloqueio com PS, pois os 

macrófagos infectados com amastigotas previamente tratadas com os anticorpos 

apresentaram produção de NO similar aos das amastigotas não tratadas (figura 14). 
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Figura 14 - Produção de NO por macrófagos infectados com amastigotas 

de L. amazonensis. Macrófagos derivados de medula óssea de camundongos 
C57BL/6 foram infectados com amastigotas de L. amazonensis previamente tratadas 
com anticorpo completo anti-fosfatidilserina (11:31), porção Fab purificada (11:31 
Fab) e o anticorpo isotipo (C44). Foram utilizados como controle negativo do 
bloqueio de fosfatidilserina a incubação com PBS e como controle positivo a anexina 
V (ANX). Após duas horas de infecção os macrófagos foram ativados com LPS e 
IFN-Ɣ, exceto o macrófago controle. Os sobrenadantes foram colhidos em 8, 24 e 48 
horas após o início da infecção, para a mensuração da produção de NO-

2 (nitrito). 
Para determinação de NO-

2 produzido foi utilizado o reagente de Griess. Atv - 
ativado  

 

6.4 - ALTERAÇÕES NAS LESÕES DE CAMUNDONGOS C57BL/6 E TRATADOS 

COM ANTICORPOS ANTI-PS 

 

Para avaliar as características histológicas e imunológicas da lesão, 

camundongos C57BL/6 foram infectados na orelha com formas promastigotas de L. 

amazonensis e tratados de forma sistêmica (i.p.) durante 7 semanas, com anticorpo 

11:31, 11:31 Fab e o isotipo (C44). Lesões nos pavilhões auriculares de 

camundongos C57BL/6 infectados com L. amazonensis apresentaram padrões 

morfológicos distintos após o tratamento com os anticorpos anti-PS (figura 15). 

Camundongos tratados com PBS e C44 apresentaram lesões com perfis 

semelhantes, nas quais após 7 semanas as lesões eram pequenas, não 

apresentaram vestígios de ulceração e nem rubor local (figura 15 A – B). Ao 

contrário, camundongos tratados com os anticorpos 11:31 e 11:31 Fab 
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apresentaram lesão desenvolvida, túrgida, com rubor local e em alguns 

camundongos foi encontrado sinais de ulceração na lesão (figura 15 C- D).  

 

 

Figura 15 - Lesões de camundongos C57BL/6 infectados com L. 
amazonensis. Camundongos foram infectados com 1x106 promastigotas no 
pavilhão auricular e tratados de forma sistêmica (i.p) durante 7 semanas com PBS 
(A); C44 (B); 11:31 (C), 11:31 Fab (D). 

6.4.1 - Alterações histopatológicas 

 

Os tratamentos com os anticorpos anti-PS foram capazes de causar 

alterações histopatológicas nas lesões de L. amazonensis em camundongos 

C57BL/6 (figura 16 - 19). Nossos resultados demonstraram que as duas versões do 

anticorpo anti-PS 11.31 foram capazes de induzir o aumento do infiltrado inflamatório 

granulomatoso, hiperplasias, necrose tecidual e a redução nos tamanhos dos 

vacúolos parasitóforos,  

Orelhas de camundongos tratados com PBS (figura 16) e C44 (figura 17) 

apresentaram perfis histopatológicos clássicos da infecção por L. amazonensis, com 

grande quantidade de infiltrado inflamatório granulomatoso, sendo formado 
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principalmente por células mononucleares, principalmente macrófagos. Os 

macrófagos apresentavam citoplasma vesiculado, devido a formação dos vacúolos 

parasitóforos espaçosos e com presença de várias amastigotas em um único 

vacúolo (figura 16 e 17). 

Orelhas de camundongos infectados com L. amazonensis e tratados com 

anticorpos anti-PS 11:31 (figura 18) e 11:31 Fab (figura 19) apresentaram alterações 

histopatológicas quando comparados com as orelhas dos camundongos controles 

(PBS e C44). As alterações encontradas foram o aumento do infiltrado inflamatório 

granulomatoso, hiperplasia, aumento de células necróticas e redução no tamanho 

dos vacúolos parasitóforos (figura 20).  
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Figura 16 – Cortes histológicos das orelhas de camundongos 

infectados com L. amazonensis e tratados com PBS. A – Camundongos 
C57BL/6 infectados com L. amazonensis no pavilhão auricular e tratados de 
formas sistêmica (i.p.) durante 7 semanas, apresentam infiltrado inflamatório 
mononuclear e com presença de grandes vacúolos parasitóforos. B- Detalhe. # - 
infiltrado inflamatório mononuclear. * – vacúolo prasitóforo. Setas – parasito.  
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Figura 17 – Cortes histológicos das orelhas de camundongos 

infectados com L. amazonensis e tratados com isotipo C44. A – 
Camundongos C57BL/6 infectados com L. amazonensis no pavilhão auricular e 
tratados de formas sistêmica (i.p.) durante 7 semanas, apresentam infiltrado 
inflamatório mononuclear e com presença de grandes vacúolos parasitóforos. B- 

Detalhe. # - infiltrado inflamatório mononuclear. *– vacúolo prasitóforo. Setas – 

parasito.  
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Figura 18 – Cortes histológicos das orelhas de camundongos 

infectados com L. amazonensis e tratados com 11:31. A – Camundongos 
C57BL/6 infectados com L. amazonensis no pavilhão auricular e tratados de 
formas sistêmica (i.p.) durante 7 semanas, apresentam infiltrado inflamatório 
mononuclear, com redução no tamanho dos vacúolos parasitóforos, aumento de 
necrose e hiperemia. B- Detalhe. # - infiltrado inflamatório mononuclear. * – 
vacúolo prasitóforo. Setas – parasito. Cabeça de seta – vasos sanguíneos. 
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Figura 19 – Cortes histológicos das orelhas de camundongos 

infectados com L. amazonensis e tratados com 11:31 Fab. A – Camundongos 
C57BL/6 infectados com L. amazonensis no pavilhão auricular e tratados de 
formas sistêmica (i.p.) durante 7 semanas. Apresentam infiltrado inflamatório 
mononuclear, com redução no tamanho dos vacúolos parasitóforos, aumento de 
necrose, hiperemia e matriz extracelular. B- Detalhe. # – infiltrado inflamatório 
mononuclear. Cabeça de seta – vasos sanguíneos. * – vacúolo prasitóforo. Setas 
– parasito.  
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Embora a diferença no tamanho dos vacúolos parasitóforos seja percebida 

nas análises morfológicas, a área dos vacúolos parasitóforos foi morfométricamente 

determinada através do programa ImageJ, com a medida de 200 vacúolos 

parasitóforos contendo amastigotas. O uso do anticorpo 11:31 e 11:31 Fab resultou 

na diminuição na área dos vacúolos parasitóforos nos macrófagos quando 

comparados com o grupo que recebeu apenas PBS e o anticorpo isotipo, de maneira 

significativa. Porém entre os tratamentos, o anticorpo 11:31 Fab reduziu o tamanho 

dos vacúolos parasitóforos de maneira significativa até mesmo quando comparado 

com o tratamento 11:31, se mostrando mais eficiente (figura 20). 

 

Figura 20 - Quantificação morfométrica da área dos vacúolos 

parasitóforos em lesões de camundongos. Tamanho de vacúolos parasitóforos 

das lesões de camundongos C57BL/6 infectados com L. amazonensis tratados com 

PBS, anticorpo completo anti-fosfatidilserina (11:31), porção Fab purificada (11:31 

Fab) e o anticorpo isotipo (C44). **** p <0,0001 comparado ao PBS; # p <0,05 

comparado ao 11:31. 
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6.5 - ALTERAÇÕES NA RESPOSTA IMUNE IN VIVO NO TRATAMENTO COM 

ANTICORPOS ANTI-PS 

 

Com o intuito de avaliar alterações provocadas pelos anticorpos anti-PS na 

resposta imune dos camundongos C57BL/6 contra infecção de L. amazonensis, 

avaliamos as populações das células nos linfonodos cervicais (LFC) e o 

direcionamento da resposta imune, através da identificação do padrão de citocinas 

produzidas pelas células de linfonodos, ativadas com LSA e mantidas em culturas.  

6.5.1 - Análise das populações celulares dos linfonodos cervicais 

A celularidade nos linfonodos drenantes de um sítio lesionado é um indicativo 

da ativação da resposta imune tecidual. Dessa forma, realizamos a análise 

morfológica das células dos LFCs através de citometria de fluxo, onde foram 

discriminadas as diferentes populações celulares através do perfil observado pelos 

parâmetros FSC e SSC. As populações foram diferenciadas em células 

polimorfonucleares (PMN), monocíticas e linfocíticas (figura 21). 

 

 
Figura 21 - Estratégia de gate para distinguir entre populações de 

células dos linfonodos cervicais. Análise da população de células dos linfonodos 
de camundongos infectados com L. amazonensis, por citometria de fluxo e o perfil 
FSC e SSC utilizado para distinguir células monocíticas, linfocíticas e granulocíticas 
(PMN). FSC - (Forward Scatter) tamanho. SSC - (Side Scatter) granulosidade 

 

As análises das populações celulares apresentaram alterações nas 

proporções das células dos LFC após os tratamentos com os anticorpos anti-PS. As 
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populações de linfócitos foram reduzidas nos LFCs de camundongos tratados com 

os anticorpos anti-PS, em relação aos camundongos tratados com PBS. Porém 

apenas nos camundongos tratados com o anticorpo 11:31 foi notada diferenças 

estatísticas (figura 22 A). Os tratamentos com os anticorpos anti-PS foram capazes 

de estimular o aumento da população granulocítica, quando comparado aos tratados 

com PBS, sendo identificado apenas nos camundongos tratados com 11:31 a 

diferença estatística (figura 22 B). As populações de macrófagos não apresentaram 

alterações nos camundongos tratados com o anticorpo em relação aos tratados com 

PBS (figura 22 C). 

 

 

Figura 22 - Análise morfológica das células de linfonodos cervicais de 
camundongos infectados e tratados com anticorpos anti-PS. Porcentagem de 
células derivadas de linfonodos cervicais de camundongos C57BL/6 infectados na 
orelha com L. amazonensis e tratados i.p. durante 7 semanas com 100 μg de 
anticorpo completo anti-fosfatidilserina (11:31), porção Fab purificada (11:31 Fab) e 
o anticorpo isotipo (C44), 2 vezes na semana. (A)% de linfócitos. (B)% de 
granulocíticas (PMN). (C)% de monócitos. * P <0,05.  

 
Determinados a quantidade de células absolutas nos LFCs dos camundongos 

após os tratamentos com o anticorpo anti-PS, foi identificado que os tratamentos os 

camundongos aumentaram as populações celulares de linfócitos, monócitos e PMN 

de maneira similar com o uso dos dois anticorpos anti-PS (figura 23). 
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Figura 23 - Quantidades absolutas de células derivadas de linfonodos 
cervicais de camundongos infectados e tratados com anticorpos anti-PS. 
Quantidade absolutas de células derivadas de linfonodos cervicais de camundongos 
C57BL/6 infectados na orelha com L. amazonensis e tratados i.p. durante 7 semanas 
com 200 μg/mL de anticorpo completo anti-fosfatidilserina (11:31), porção Fab 
purificada (11:31 Fab) e o anticorpo isotipo (C44), 2 vezes na semana. (A) células 
linfocíticas, (B) células granulocíticas (PMN), (C) células monocíticas. 

 

6.5.2 - Análise do perfil imunológico das células derivadas dos 

linfonodos cervicais 

 
Para analisar se anticorpos anti-PS são capazes de modular a resposta 

inflamatória na infecção por L. amazonensis em camundongos C57BL/6, foram 

analisadas citocinas produzidas pelas células derivadas dos LFCs.  

As células foram extraídas dos LFCs e mantidas em DMEM com presença ou 

não de antígenos de leishmania (LSA) por 5 dias, em triplicatas, os sobrenadantes 

foram coletados e utilizados para a dosagem da quimiocina MCP-1 e as citocinas 

IL12p-70, TNFα, TGFβ MCP-1, IFNγ, IL-10 e IL-6 pelo kit CBA-BD (cytokine bead 

array). Para a dosagem dos mediadores imunológicos as amostras foram agrupadas 

para as análises. Os sobrenadantes das células não ativadas de cada grupo de 
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tratamento foram agrupados em uma amostra e os sobrenadantes das células 

ativadas foram agrupadas em duas amostras respectivo ao grupo do tratamento. 

Foram observadas pequenas alterações na produção de mediadores 

imunológicos entre os grupos que receberam os tratamentos com anticorpos anti-

PS, em comparação com o grupo que recebeu PBS. A produção da quimiocina 

MCP-1 e citocinas TNFα, IFNγ, IL12p-70, IL-10 e IL-6 por células não ativadas, 

apresentaram uma pequena redução na produção, em células derivadas de 

camundongos que receberam os tratamentos dos anticorpos anti-PS, quando 

comparados com os tratados com PBS, porém sem diferenças estatísticas.  

Nas células mantidas em meio com LSA, apenas as células derivadas dos 

camundongos tratados com o anticorpo 11:31 Fab apresentaram alterações quando 

comparadas com as células derivadas dos camundongos controle (PBS). Nota-se o 

aumento de TNFα, IFNγ, IL-10 e IL-6 e diminuição na produção de IL-12. Mesmo 

não apresentando diferenças estatísticas entre os grupos, quando avaliamos 

separadamente as amostras, uma amostra do grupo 11:31 Fab destaca se com 

alterações relativas às outras amostras na produção de TNFα, IFNγ, IL-10 e IL-6 e 

com alterações significas na produção de IFNγ, com p<0,001 e na produção de IL-1, 

com p<0,001 (tabela 4). 

Não foram encontradas diferenças estatísticas nas produções dos 

mediadores imunológicos, quando comparamos células não ativadas com as 

ativadas com LSA (figura 24). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24 - Produção ex vivo de mediadores imunológicos. Células 

derivadas de linfonodos cervicais de camundongos C57BL/6 infectados com L. 
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amazonensis e tratados i.p. com anticorpo completo anti-fosfatidilserina (11:31), 
porção Fab purificada (11:31 Fab) e o anticorpo isotipo (C44), foram mantidas em 
culturas com meio + LSA (ativado) ou apenas meio (não ativado). Os sobrenadantes 
das culturas foram retirados após 5 dias e utilizados para determinação de MCP-1, 
IL-12p70, TNFα, IFNγ, IL-10 e IL-6, através de citometria de fluxo com o kit CBA-BD. 
LSA - antígeno de leishmania. 
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Tabela 4 - Concentração dos mediadores imunológicos das células 

ativadas (pg/mL)

 

Amostras individuais das produções de mediadores imunológicos pelas 
células dos linfonodos cervicais de camundongos infectados com L. amazonensis e 
tratados com anticorpo completo anti-fosfatidilserina (11:31), porção Fab purificada 
(11:31 Fab) e o anticorpo isotipo (C44). Destaque na amostra de 11:31 Fab que 
apresentou alterações significativas comparadas às outras amostras. **p<0,001; *** 
p< 0,0001 
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7 - DISCUSSÃO 

Diversos parasitos intracelulares como Toxoplasma gondii e Leishmania spp. 

e algumas células tumorais expõem PS na superfície da membrana plasmática. Este 

fosfolipídio funciona como fator de patogenicidade participando do processo de 

estabelecimento da infecção no organismo. Coletivamente, o mecanismo no qual PS 

participa no estabelecimento da infecção é chamado de mimetismo apoptótico, pois 

é similar ao processo de reconhecimento e endocitose de células apoptóticas e seus 

corpos apoptóticos por células eucarióticas. No início do processo de morte 

programada por apoptose, as células expõem PS na sua membrana externa como 

um dos sinais de “eat-me”. Estes sinais são essenciais para que células fagocíticas 

reconheçam e eliminem células apoptóticas sem ocasionar inflamação e dano às 

células viáveis próximas (BIRGE et al., 2016). Visto que PS é uma importante 

molécula para o estabelecimento de diversos tipos de tumores, infecções virais, 

bacterianas e parasitárias, é importante determinar a influência do bloqueio de PS no 

desenvolvimento de doença e de possíveis novas estratégias terapêuticas.  

Os primeiros trabalhos que avaliaram o bloqueio de PS em modelos de 

infecção utilizaram a ANX e o bloqueio foi capaz reprogramar a resposta 

imunológica, ativando-a e tornando-a capaz de inibir o crescimento tumoral 

(HUANG; BENNETT; THORPE, 2005), extinguir infecções virais (SOARES; KING; 

THORPE, 2008) e diminuir a taxa de infecção por Leishmania (DE FREITAS 

BALANCO, 2001; WANDERLEY et al., 2006; WANDERLEY; BARCINSKI, 2010). 

Atualmente são produzidos anticorpos monoclonais anti-PS para realizar o bloqueio 

de PS nas células tumorais (HUANG; BENNETT; THORPE, 2005). O primeiro 

anticorpo produzido foi o 3G4. O Bavituximab é a versão quimérica de 3G4 e 

demonstrou ser capaz de reativar a resposta imunológica contra tumores (YIN et al., 

2013) e vírus (SOARES; KING; THORPE, 2008), controlando o crescimento tumoral 

e desenvolvendo uma resposta imunológica eficiente contra os vírus. Tem sido 

usado como monoterapia ou em terapias combinadas com outros agentes 

quimioterapêuticos para o tratamento de tumores no pulmão, mama e outros. 

O uso de anticorpos na infecção por Leishmania amazonensis foi avaliado 

através do anticorpo mch1N11 por Wanderley et al. (2013). Foi possível perceber 

uma redução da quantidade de parasitos na lesão, porém de forma heterogênea e 

insuficiente para impedir a progressão da infecção (WANDERLEY et al., 2013). 
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Dessa forma, utilizamos uma nova geração de anticorpos anti-PS, derivados do 

clone 11:31 e denominados PGN632, tanto na forma completa quanto a porção Fab 

purificada, que realiza interação específica com PS, independente de β2-GPI 

(MOODY et al., 2010). 

No presente trabalho, foi demonstrado que o uso do anticorpo completo 

(11:31) e porção Fab purificada (Fab) foi capaz de induzir uma redução na carga 

parasitária de maneira similar e dose dependente, em infecções in vitro de 2 horas 

(figura 9). A redução da carga parasitária em duas horas está relacionada com a 

capacidade do anticorpo em se ligar a PS e inibir a internalização do parasito. 

Devido a relação dose dependente não ter atingido o platô, outras concentrações 

devem ser testadas para conseguir identificar o IC50 do anticorpo. Porém a 

concentração máxima utilizada nos experimentos de 5 μg/mL bloquearam a 

internalização do parasito de maneira bastante similar a ANX. A inibição observada 

está de acordo com o modelo descrito para a infecção de macrófagos por 

amastigotas de L. amazonensis de modo dependente de PS. Este modelo foi 

denominado, em células apoptóticas de eferocitose (KUMAR; CALIANESE; BIRGE, 

2017) e depende de um ligante que promova adesão entre a célula fagocítica e a 

célula alvo, que no caso de amastigotas normalmente são anticorpos anti-

amastigotas (WANDERLEY et al., 2006); e de um ligante que promova ativação do 

citoesqueleto e macropinocitose, normalmente PS (HOFFMANN et al., 2001; 

WANDERLEY et al., 2006). 

No entanto, por não termos observado diferenças entre o tratamento com o 

anticorpo completo e a porção Fab purificada, podemos deduzir que a porção Fc do 

anticorpo 11:31 não é capaz de induzir a opsonização e internalização do parasito 

via FcyRs (Fc gamma receptors). Os receptores FcyR são importantes mediadores 

da resposta imune celular e humoral e são capazes de reconhecer a porção Fc dos 

anticorpos IgG. São responsáveis por diversos mecanismos imunes para a 

eliminação de antígenos como a fagocitose, citotoxicidade celular dependente de 

anticorpo (ADCC: antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity), geração de 

espécies reativas de oxigênio, liberação de enzimas lisossomais, eliminação de 

imunocomplexos e regulação da produção de anticorpos. Sua atividade funcional é 

determinada pelo tipo celular, tipo do FcyR e a classe da IgG. Considerando que o 

anticorpo utilizado foi uma IgG2 e as células utilizadas no experimentos eram 
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macrófagos, os principais FcyRs relacionados com a participação do 

reconhecimento do anticorpo são os FcyRIIa- R131 e FcyRIIa- H131, ambos 

induzem a fagocitose, ADCC, endocitose, internalização, produção de ROS e TNF-α 

e inibem a produção IL-4. No entanto, consultando trabalhos anteriores que 

relataram a importância da interação de anticorpos para opsonização do parasito e 

fagocitose via FcyRs em macrófagos (PETERS et al., 1995; GUY; REBECCA; 

BELOSEVIC, 1993), observamos que é relatado que a IgG2 reconhecida por FcyRI 

não é utilizada para a entrada de amastigotas (GUY; REBECCA; BELOSEVIC, 

1993), podendo esse ser um dos motivos do anticorpo 11:31 não ter induzido maior 

fagocitose da amastigota, em comparação com a porção Fab. 

Em infecções de macrófagos por 48 horas encontramos diferenças na carga 

parasitária nos distintos tipos de tratamento. O 11:31, inibiu a infecção de forma 

dose dependente, padrão não encontrado nas infecções bloqueadas com 11:31 Fab. 

O controle da carga parasitária observada no tratamento com o 11:31 após 48 horas 

de infecção, pode ser devido ao reconhecimento da porção Fc do anticorpo pelos 

receptores FcRys e a estimulação da produção de TNF-ɑ, que é uma molécula que 

ativa o macrófago para a eliminação do parasito (LIEW et al., 1990), mesmo não 

ocorrendo intensificação na produção de NO (figura 14) a maior concentração do 

anticorpo 11:31 foi capaz de reduzir a carga parasitária de maneira significativa 

quando comparado com as infecções sem tratamento.  

Nas infecções in vitro, tratadas com o anticorpo 11:31 Fab não observamos 

redução significativa na carga parasitária após 48 horas de infecção (figura 11), 

porém a porcentagem de macrófagos infectados teve a tendência de reduzir de 

maneira dose dependente (figura 12). Estes resultados podem estar relacionados 

com o restabelecimento da atividade microbicida do macrófago. Sabe-se que um dos 

papéis fundamentais da exposição de PS na infecção de Leishmania é supressão da 

resposta imune, com a produção de citocinas anti-inflamatórias IL-10, TGF-β e 

PGE2, ativação da arginase-1 e inibição da iNOS, o que possibilita a sobrevivência e 

disseminação do parasito dentro dos macrófagos.  

O bloqueio de PS nas amastigotas em infecções de macrófagos de 

camundongos BALB/c restaura a atividade microbicida do macrófago e reduz a 

carga parasitária (WANDERLEY et al, 2006; WANDERLEY et al., 2019, [submetido, 

anexo 1]). Porém, não encontramos esse padrão em infecções de macrófagos de 
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camundongos C57BL/6, já que o bloqueio de PS com os anticorpos não intensificou 

a produção de NO (figura 14), indicando que o anticorpo não é capaz de estimular a 

produção de NO do macrófago através do bloqueio de PS. Devido a porção Fab não 

induzir fagocitose pelo receptor de FcyR nem a produção de mediadores 

inflamatórios como TNF-ɑ, os parasitos que conseguiram entrar por outras vias de 

endocitose, como a opsonização por anticorpos oriundos da lesão ou via 

complemento (GUY; BELOSEVIC, 1993) conseguem sobreviver e proliferar dentro 

dos macrófagos.  

Interessantemente, macrófagos obtidos de camundongos C57BL/6 quando 

ativados e infectados com L. amazonensis são capazes de responder e controlar a 

infecção, devido a produção de citocinas inflamatórias como IL-1β e a consequente 

estimulação de NO. A produção de IL-1β nesse caso está relacionada com a 

ativação do inflamassoma associado a Nlrp3, que é ativado pela infecção por L. 

amazonensis (LIMA-JUNIOR et al., 2013). Considerando que as amastigotas de L. 

amazonensis expõem PS (figura 10) e os macrófagos obtidos de camundongos 

C57BL/6 ainda assim produziram NO, mais estudos devem ser realizados para 

determinar a relação de PS e as infecções de macrófagos desta linhagem, 

principalmente no que diz respeito à relação entre a inibição da via o 

reconhecimento de PS e a ativação da produção de citocinas via inflamassomas.  

Em nossos experimentos foram utilizados macrófagos derivados de medula 

óssea de C57BL/6 e o uso dos anticorpo anti-PS não foi capaz de aumentar a 

produção de NO (figura 14), porém como não está claro como a PS exposta pela 

amastigota participa na infecção dessa linhagem de macrófagos, não podemos 

confirmar que os anticorpos falharam ao modular a resposta macrofágica. Mais 

experimentos devem ser realizados para confirmar a importância de PS na infecção 

desse modelo celular e a capacidade dos anticorpos em modular a resposta 

macrofágica. Além disso, este foi o primeiro trabalho utilizando os anticorpos da 

versão PGN632 para observar o bloqueio de PS na superfície de amastigotas de L. 

amazonensis. Wanderley et al. (2013) utilizaram o anticorpo mch1N11, o qual tinha 

estrutura diferente e dependência de β2-GPI para a ligação à PS. Dessa forma, 

alguns parâmetros ainda precisam ser estabelecidos como a ligação do anticorpo 

com PS na superfície de formas amastigotas, ensaios de competição com ANX e 
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com mch1N11 e análise da capacidade do anticorpo bloquear a sinalização via 

reconhecimento de PS.  

Outra consideração a ser feita é sobre a eficiência da porção Fab no bloqueio 

do reconhecimento de PS. A porção Fab dos anticorpos é formada pela cadeia leve 

completa, ligada a porção variável (Fv) e um fragmento constante (Fc) da cadeia 

pesada (figura 25). Este fragmento tem vantagens do ponto de vista terapêutico 

como maior penetrância nos tecidos, maior facilidade de excreção e ausência de 

ativação de FcγR (CRIVIANU-GAITA; THOMPSON, 2016). No entanto, este 

fragmento pode apresentar especificidade e afinidade menor ou diferente do 

anticorpo completo (CRIVIANU-GAITA; THOMPSON, 2016). Alternativas a isso 

podem ser o fragmento Fab', que consiste no fragmento Fab, mas com a ligação das 

duas subunidades por uma ponte dissulfeto (figura 25). Além disso, é possível obter 

também o fragmento F(ab')2. Este fragmento consiste em um anticorpo completo 

sem as porções constantes (Fc) da cadeia pesada (figura 25). Ou seja, nesse caso, 

é incomum a perda de especificidade e afinidade (CRIVIANU-GAITA, THOMPSON, 

2016), já que todas as porções do anticorpo original, envolvidas com o 

reconhecimento do antígeno são mantidas. Todos estes fragmentos podem ser 

obtidos através de clivagem enzimática do anticorpo inteiro. 

 
Figura 25 - Fragmentos de anticorpos obtidos por clivagem enzimática e 

utilizados terapeuticamente. Anticorpos são proteínas formadas por quatro cadeias 
polipeptídicas: duas cadeias pesadas (heavy chain - H) e duas cadeias leves (light 
chain - L). Cada uma dessas cadeias é formada por porções constantes (C) e 
variáveis (V). O fragmento Fab é composto pela cadeia leve (VL+CL) e por duas 
porções da cadeia pesada (VH e CH). O fragmento Fab' tem a mesma composição, 
no entanto as duas subunidades são conectadas por pontes dissulfeto. O fragmento 
F(ab')2 é formado pelo anticorpo completo sem as duas porções constantes 
terminais da cadeia pesada (CH2 e CH3). 

 



77 
 

Camundongos infectados e tratados sistemicamente (i.p.) com os anticorpos 

anti-PS apresentaram intensificação nos sinais inflamatórios quando comparados 

aos controles como aumento da lesão, eritema e necrose (figura 15). Nas análises 

histológicas foi possível verificar o aumento do infiltrado inflamatório PMN, aumento 

de células em necrose e aumento da quantidade de vasos sanguíneos (figuras 16 a 

19), corroborando os sinais morfológicos que os anticorpos intensificaram a resposta 

inflamatória no local na lesão. Vale ressaltar que é necessário confirmação das 

populações celulares quantificadas morfologicamente, tanto por imunohistoquímica 

quanto por citometria de fluxo.  

Ambos os tratamentos induziram aumento nos sinais inflamatórios, porém as 

orelhas tratadas com o anticorpo anti-PS completo (figura 18) apresentaram infiltrado 

inflamatório mais denso e maior quantidade de células em necrose do que as 

orelhas dos camundongos tratados com a porção Fab (figura 19). Estes resultados 

corroboram o trabalho de De Freitas Balanco et al. (2001) sobre a importância de PS 

não apenas na internalização do parasito, mas também na inibição da atividade 

inflamatória de macrófagos. A resposta inflamatória pode também ter sido 

estimulada devido o anticorpo utilizado ser da classe IgG, pois estes são capazes de 

aumentar o infiltrado inflamatório de monócitos e macrófagos no local da lesão 

devido o reconhecimento da porção Fc do anticorpo pelos receptores Fcy (RAN et 

al., 2005).  

O anticorpo 11:31 Fab não é capaz de ativar mecanismos inflamatórios 

induzidos por FcyRs e o complemento (KOCHI; JOHNSON; DALMASSO, 1993). No 

entanto, em nossos resultados, foi observado o aumento do infiltrado inflamatório 

nas lesões dos camundongos tratados com a porção Fab do anticorpo, 

contradizendo alguns trabalhos anteriores que relatam que o uso da porção Fab de 

anticorpo é capaz de inibir a resposta inflamatória local (YOSHINO; MIZUTANI, 

2016). Camundongos geneticamente modificados com ausência da cadeia gama de 

FcyRs, infectados com L. amazonensis apresentaram redução no tamanho da lesão 

e na população de macrófagos no local da infecção quando comparados aos 

controles (KIMA et al., 2000). De forma semelhante, camundongos geneticamente 

modificados com a ausência de FcyRs e infectados com L. major apresentaram 

tamanho de lesão menor e a carga parasitária menor do que o camundongo controle 

(PADIGEL; FARRELL, 2005). Isso sugere que a indução de resposta inflamatória 
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observada in vivo pode estar diretamente relacionada ao bloqueio de PS e não a 

modulação da atividade de FcyRs. Estes resultados abrem novos questionamentos, 

como se a porção Fab do anticorpo anti-PS fosse capaz de ativar a resposta 

imunológica no local da lesão, através da ativação do macrófago por outras 

moléculas expressas pelo parasito. Análises no local da lesão como dosagem da 

expressão de citocinas, imunofenotipagem e até mesmo a avaliação da carga 

parasitária devem ser realizadas para melhor esclarecermos os resultados 

promissores encontrados.  

Os VPs formados na infecção por L. amazonensis são amplos contendo, 

muitas vezes, vários parasitos (figura 2). Porém seu tamanho é mantido mesmo 

quando tem poucas amastigotas, e podem ser visualizados em macrófagos já nas 

horas iniciais pós-infecção. São semelhantes aos macropinossomas, que são as 

estruturas formadas após a macropinocitose. Ramos (2014) demonstrou que a 

internalização da L. amazonensis ocorre através da fagocitose, no entanto pode 

também acontecer através de receptores de macropinocitose, reforçando o trabalho 

de Wanderley (2006) onde foi observado que o reconhecimento da PS das formas 

amastigotas induz a internalização através de processos macropinocíticos (DE 

CARVALHO; BARRIAS; DE SOUZA, 2015).  

Em nosso trabalho, anticorpos anti-PS foram capazes de alterar o tamanho 

dos VPs nas lesões dos camundongos infectados com L. amazonensis (figura 20), 

demonstrando que o bloqueio de PS induz a internalização do parasito por outra via 

endocítica que não a macropinocitose. O tamanho aumentado do VP das 

amastigotas da espécie L. amazonensis, assim como das outras espécies do 

complexo mexicana é importante para a infecção. De acorda com Wilson et al. 

(2008) essa característica está associada a nutrição do parasito, já que o aumento 

do tamanho do VP ocorre através da fusão de vesículas endocíticas do macrófago, 

levando a disponibilização de nutrientes externos para o parasito. Além disso, o 

tamanho aumentado do VP possibilita a diluição das substâncias tóxicas produzidas 

pelo macrófago, como ROS e NO, possibilitando a sobrevivência das amastigotas 

(SACKS; SHER, 2002). Dessa forma, nossos dados sugerem haver uma correlação 

entre a modulação do tamanho do VP e as alterações inflamatórias observadas na 

lesão (WANDERLEY, 2019, [submetido, anexo 1]) 
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A resistência e suscetibilidade à infecção por leishmania em camundongos 

estão relacionadas ao tipo de resposta inflamatória desenvolvida no momento da 

infecção e o direcionamento da resposta de linfócitos T. O IFN-y está relacionada 

com a resposta Th1 e a resistência à infecção, enquanto que IL-4 e IL-10 estão 

relacionadas com a resposta Th2 e com a suscetibilidade à infecção. Camundongos 

resistentes são caracterizados pela alta produção de IFN-y e baixa quantidade de IL-

4, enquanto que camundongos suscetíveis se comportam de forma contrária. Em 

modelos experimentais, este paradigma é particularmente correto na infecção por L. 

major. Porém em modelos de infecção por L. amazonensis, os camundongos 

desenvolvem uma resposta inflamatória heterogênea e não polarizada (AFONSO; 

SCOTT, 1993; DE SOUZA et al, 2000; JI; SUN; SOONG, 2002).  

As citocinas desempenham papéis determinantes no perfil de resistência ou 

suscetibilidade a infecções, pois são responsáveis pela diferenciação e propagação 

das células do sistema imune contra o patógeno. Dessa forma, obtivemos células de 

linfonodos dos camundongos infectados e tratados com anticorpos anti-PS, re-

estimulamos as células in vitro e quantificamos algumas citocinas importantes para a 

resposta inflamatória e adaptativa. As células de linfonodo de camundongos tratados 

com a porção Fab do anticorpo apresentaram alterações na produção de algumas 

citocinas, como uma singela tendência no aumento na produção de TNF, IFN-y, IL-

10 e IL-6 e uma pequena tendência redução na produção de IL-12 (figura 24). Uma 

amostra específica deste grupo de animais apresentou diferenças significativas no 

aumento da produção de IFN-y e IL-10 (tabela 4).  

Em infecções com L. brasiliensis a intensificação da produção de IFN-y e 

TNF-α está relacionada o aumento da lesão tecidual e o desenvolvimento de lesões 

progressivas, porém sua produção é importante para o controle do parasito 

(ANTONELLI et al, 2005; MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016). A IL-12 possui 

papel semelhante ao IFN-y no controle do parasito, pois é uma citocina essencial 

para a diferenciação de células Th1 na leishmaniose. Ao contrário, a produção de IL-

6 está relacionada com a suscetibilidade da infecção com L. amazonensis. A IL-10 

por sua vez, possui papéis divergentes na infecção, pois é responsável por suprimir 

a resposta imune celular e a produção de citocinas inflamatórias como IFN-γ e TNF-

α, e permitir à persistência do parasito no local da infecção. Porém, é responsável 

também por inibir uma imunopatologia exagerada, como graves danos teciduais 
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após o aumento da produção de citocinas inflamatórias e desempenha um papel 

central na regulação do remodelamento tecidual durante a cicatrização das lesões 

(MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016). A MCP-1 é uma quimiocina importante na 

imunidade precoce em infecções cutâneas, sendo responsável pelo recrutamento de 

macrófagos, monócitos e células NK, em conjunto com IFN-y é capaz de ativar 

macrófagos para eliminas os parasitos (OGHUMU et al, 2010). 

Assim como observado em outros trabalhos, o perfil geral de produção de 

citocinas das células de linfonodo de animais infectados com L. amazonensis não foi 

alterado significativamente (JI; SUN; SOONG 2002; WANDERLEY et al., 2013). No 

entanto, as alterações encontradas nos grupos de camundongos tratados com a 

porção Fab sugerem que essa porção é capaz de modular a resposta inflamatória. 

As duas principais alterações observadas estão relacionadas com as citocinas IFN-y 

e IL-10, que são citocinas que estão relacionadas com o desenvolvimento da lesão. 

Em conjunto com os resultados da histologia e da análise morfológica, podemos 

sugerir que a porção Fab do anticorpo é capaz de alterar a resposta inflamatória na 

lesão. Contudo, mais experimentos devem ser realizados para identificar o padrão 

da alteração e a relação com tamanho da lesão e carga parasitária, para podermos 

confirmar se a alteração na resposta inflamatória está relacionada com o controle da 

infecção.  

Nos órgãos linfóides secundários acontece o direcionamento da resposta 

imunológicas contra patógenos, pois são neles que ocorre a interação entre sistema 

imune inato e o adaptativo. Células dendríticas e macrófagos são as principais 

células relacionadas com o transporte de antígeno do local da infecção para o os 

linfonodos. Na infecção por L. amazonensis, ocorre a inibição da migração de 

células dendríticas do sítio da lesão para o linfonodo, como forma de escape da 

resposta adaptativa (HERMIDA et al, 2014). No entanto a blastogênese, que é uma 

das formas de medição da ativação linfocitária é mantida de forma relativamente 

normal nos primeiros meses de infecção (PÉREZ; BOLIVAR, 1985). Isso significa 

que ocorre ativação de linfócitos e geração de células diferenciadas para atuar no 

sítio lesionado. Isso pode ser visualizado na histopatologia mostrada nas figuras 16 

e 17, com a presença de infiltrado inflamatório mononuclear, assim como a 

intensificação da resposta com tratamento com os anticorpos anti-PS, mostrada nas 

figuras 18 e 19. Além disso, observamos também um aumento do número total de 
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células linfocíticas, monocíticas e granulocíticas nos linfonodos cervicais, drenantes 

do sítio de infecção, nos camundongos tratados com anticorpos anti-PS, tanto 

completos quanto a porção Fab (figura 23). Isto indica que a resposta sistêmica está 

sendo estimulada, já que linfocitose, monocitose e neutrofilia são esperadas durante 

a infecção por L. amazonensis e a intensidade dessas alterações leucocitárias é 

diretamente proporcional à resposta contra a infecção (DE OLIVEIRA CARDOSO et 

al 2010). Além disso, observamos que percentualmente, o número relativo de células 

linfocíticas diminuiu nos mesmos linfonodos dos camundongos tratados, indicando 

que o tratamento está aumentando a migração destas células para o sítio de 

infecção (figura 22A). Podemos observar o efeito contrário na população de células 

granulocíticas (figura 22b). Este resultado reflete o aumento do número total dessa 

população celular nos linfonodos drenantes dos animais tratados com anticorpos 

anti-PS, já que os neutrófilos e outros PMNs não são preferencialmente atraídos 

para a lesão causada por L. amazonensis, pelo contrário, estas células tendem a 

diminuir quantitativamente, devido ao bloqueio da atividade inflamatória exercido 

pelo parasito (POMPEU et al., 1990). 
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8 - CONCLUSÕES 

● Os anticorpos anti-PS PGN632 são capazes de inibir parcialmente a 

internalização de amastigotas de L. amazonensis in vitro; 

● O anticorpo completo foi capaz de controlar a multiplicação intracelular 

do parasito, em infecções de 48h; 

● O bloqueio de PS com os anticorpos PGN 632, não foi capaz de 

modular a produção NO, nas infecções de macrófagos de camundongos C57BL/6; 

● Os anticorpos anti-PS foram capazes de modular a resposta imune 

local da lesão e de forma sistêmica dos camundongos infectados, pois foi 

responsável pelo aparente aumento da lesão, do infiltrado inflamatório de células 

granulocíticas, da ocorrência de morte por necrose e por hiperemia, sustentando a 

inflamatória aguda, mesmo depois de 7 semanas de infecção. 

● Nos linfonodos cervicais, o tratamento com anticorpos anti-PS 

expandiu a população celular de linfócitos, monócitos e granulócitos e o anticorpo 

completo reduziu a porcentagem de linfócitos e aumentou a porcentagem de 

granulócitos. 
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ANEXO 1 
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