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RESUMO 

 

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) constitui uma protozoose com 

elevada incidência na região Amazônica causada por diferentes espécies do gênero 

Leishmania. Este protozoário é um parasita intracelular obrigatório que desenvolve 

mecanismos para se defender da atividade microbicida dos macrófagos, tais como a inibição 

de produção do superóxidos e do óxido nítrico (NO). O óxido nítrico possui um papel 

importante na eliminação do parasito in vitro e in vivo. Este trabalho tem como objetivo 

analisar comparativamente a expressão da enzima óxido nítrico sintase constitutiva (cNOS) 

em três diferentes espécies de Leishmania, Leishmania (Leishmania) amazonensis , 

Leishmania (Viannia) shawi.e L. (Viannia) braziliensis. As formas promastigotas foram 

mantidas em meio RPMI 1640, suplementadas com 10% de soro bovino fetal (SBF) e 

mantidas em estufa a 27°C. Macrófagos foram cultivados em meio DMEM suplementado 

com 10% de SBF e mantidos em estufa de CO2 por 24h. A atividade diaforásica da enzima 

óxido nítrico sintase constitutiva (cNOS) foi analisada utilizando NADPH (1mM). A 

determinação da concentração de nitrito foi realizada utilizando-se o método de Griess. A 

técnica de imunofluorescência foi utilizada para a detecção da enzima (cNOS) na forma 

promastigota. Os ensaios de imunofluorescência e de Citoquímica mostraram que 

promastigotas das três espécies expressam a enzima. Entretanto, a espécie L.braziliensis 

apresentou maior reatividade quando comparada com L. shawi e L.amazonensis. Na dosagem 

de nitrito observou-se que a L.braziliensis apresentou uma concentração mais elevada de NO 

em comparação às outras espécies. Após a interação, observaram-se diferenças no padrão de 

resposta dos macrófagos infectados, onde a L.amazonensis foi capaz de inibir a produção de 

NO pelo macrófago enquanto que a L.shawi inibiu parcialmente essa produção. Estudos 

realizados por nosso grupo mostraram que a espécie L. (V.) braziliensis também possui a 

capacidade de inibir a produção de NO pelo macrófago.  Sendo assim, os resultados sugerem 

que existe uma correlação entre a expressão da enzima cNOS e NO em diferentes espécies de 

Leishmania e a produção de NO pela célula hospedeira. 

 

Palavras-chave: Leishmania sp, cNOS, óxido nítrico. 
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ABSTRACT 

 

American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is a parasitic disease, widely spread 

in most countries of Latin America, and caused by different species of the genus Leishmania. 

This protozoan is an obligate intracellular parasite that developed mechanisms to subvert the 

microbicidal activity of macrophages, such as inhibition of superoxide and nitric oxide (NO) 

production. In murine leishmaniasis, the nitric oxide plays a crucial role in the killing of 

parasites in vitro and in vivo. In this work, we analyzed the constitutive Oxido Nitric Synthase 

(cNOS) expression and NO production by three species of Leishmania, Leishmania 

(Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) shawi e Leishmania (Viannia) braziliensis. 

Parasites were maintained in RPMI 1640 medium supplemented with 10% of fetal bovine 

serum at 27°C. For detection of NADPH-diaphorasic activity, promastigotes were incubated 

with 1mM NADPH for 2 hours and analyzed in Interferential Microscopy (Axiophot Zeiss). 

Leishmania cNOS was identified in promastigotes using indirect Immunofluorescence assays, 

using polyclonal antibody anti-cNOS (Sigma) diluted 1:100 in PBS-BSA-Tw. The measure of 

the nitric oxide production was determinate in the supernatants of promastigotes cultures as 

nitrite form by adding Griess reagent. Immunofluorescence and cytochemistry assays showed 

that promastigotes of three Leishmania species are able to express cNOS. However, L. 

braziliensis had a strong reactivity when compared with L. amazonensis and L. shawi. By 

Nitrite measure was observed that the species were able to produce NO, but L. braziliensis 

interaction produced the highest amount of NO in comparison with the other species. About 

the interaction with the host cell we observed that, there were differences in the response of 

infected macrophages, where L.amazonensis was able to inhibit NO production by 

macrophages while L.shawi partially inhibited this production. Studies by our group showed 

that the species L. (V.) braziliensis also has the ability to inhibit NO production by 

macrophage. Thus, the results suggest that there is a correlation between the expression of the 

cNOS and NO in different species of Leishmania and NO production by the host cell.  

 

Keywords: Leishmania sp, cNOS, Nitric Oxide. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

As Leishmanioses são doenças causadas por tripanossomatídeos do gênero 

Leishmania, afetando dois milhões de pessoas todo ano na África, Ásia, América do Sul e 

Mediterrâneo (Gomes et al., 2003). São caracterizadas por apresentarem diferentes 

manifestações clínicas, incluindo desde ulcerações cutâneas até formas viscerais que podem 

ser fatais, as quais estão relacionadas tanto com as espécies parasitas quanto com a saúde do 

hospedeiro (Foth et al., 2002; Tanaka et al., 2007). Na região amazônica, sete espécies 

diferentes do gênero Leishmania estão envolvidas com a etiologia da leishmaniose tegumentar 

humana – Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) shawi, L. (V.) 

guyanensis, L. (V.) naiff, L. (V.) laisoni, L. (V.) braziliensis e L. (V.) lindenbergi (Silveira et 

al., 2002). 

A Leishmania é um protozoário intracelular obrigatório e apresenta-se sobre duas 

formas evolutivas: a forma promastigota, de vida extracelular; e a forma amastigota, 

intracelular obrigatório, presente, principalmente nas células fagocíticas mononucleadas 

(Lainson & Shaw, 1987). A inibição do crescimento ou destruição das leishmanias dentro de 

macrófagos é um mecanismo fundamental para eliminar o reduzir a infecção. Recentemente 

foi demonstrado que a inabilidade de macrófagos exercerem efeito leishmanicida, parece estar 

relacionada com a capacidade de algumas espécies em inibir a produção de óxido nítrico 

(Gregory &Olivier, 2005; Balestieri et al., 2002). 

Dados recentes da literatura mostram que algumas espécies de Leishmania 

possuem a capacidade de produzir óxido nítrico a partir de uma forma constitutiva da enzima 

Óxido Nítrico Sintase (NOS). Este pode ser um dos mecanismos pelo qual o parasito evade da 

resposta microbicida da célula hospedeira (Genestra et al., 2006b). 
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1.1 AS LEISHMANIOSES 

 
As Leishmanioses são doenças infecciosas que acometem milhões de pessoas em 

todo o mundo (WHO, 2009). São causadas por protozoários do gênero Leishmania, 

pertencentes à família Trypanosomatidae. É uma doença com características zoonóticas, 

afetando animais silvestres manifestando-se com diferentes formas clínicas.  A transmissão 

ocorre através da picada de insetos fêmeas que podem pertencer a várias espécies de 

flebotomíneos, dependendo da localização geográfica (Reinthinger et al., 2007) (Tabela 1). 

  

1.1.1 LEISHMANIOSES CAUSADAS POR L. (L.) amazonensis, L. (V.) shawi e L. (V.) 

braziliensis. 

 

As espécies Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) 

braziliensis e Leishmania (Viannia) shawi são agentes causadores da leishmaniose cutânea 

localizada (LCL). Porém, causam outras formas clínicas, como a leishmaniose cutânea difusa 

(LCD) causada pela Leishmania (L.) amazonensis; e a leishmaniose cutaneomucosa (LCM) 

causada pela Leishmania (V.) braziliensis (Silveira et al., 2004) (Tabela 1).  

A lesão da LCL, forma clínica mais comum da doença pode curar 

espontaneamente, após algumas semanas ou meses, mas pode deixar marcas permanentes. A 

forma cutaneomucosa, causada por espécies do complexo braziliensis, inicia-se com úlceras 

simples de pele, as quais podem produzir metástases na região oronasal, causando destruição 

tecidual. A forma cutânea-difusa produz lesões crônicas e disseminadas e são mais difíceis de 

curar. Estas lesões múltiplas contêm número elevado de parasitos e são causadas pela L. 

amazonensis, no Brasil. Ao contrário da forma cutâneomucosa, que induz a um aumento da 

imunidade celular do hospedeiro, a leishmaniose cutânea difusa é caracterizada por ausência 

de resposta celular (Lainson, 1983). A leishmaniose cutânea começa com uma pápula ou 

nódulo no sítio de inoculação pelo mosquito infectado. A pápula aumenta lentamente para 

formar uma úlcera crônica. Uma ou mais úlceras podem se desenvolver, dependendo da 

espécie de Leishmania. 
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Tabela 1: Espécies de Leishmania e forma clínica relacionada. Fonte: REINTHINGER et al., 2007 (modificado). 
 Forma Clínica Distribuição Geográfica 
 
Leishmania spp. do Novo Mundo 
L (Viannia) braziliensis LCL,cutaneomucosa Américas do Sul e Central, México 
L (Viannia) panamensis LCL,cutaneomucosa Américas do Sul e Central 
L (Viannia) peruviana LCL Peru 
L (Viannia) guyanensis LCL América do Sul 
L (Viannia) lainsoni LCL América do Sul 
L (Viannia) colombiensis LCL América do Sul  

L (Viannia) shawi LCL América do Sul 

L (Viannia) lindenbergi   LCL América do Sul 

L (Leishmania) amazonensis LCL, LCD América do Sul 
L (Leishmania) mexicana LCL, LCD América Central, México e EUA 
L (Leishmania) pifanoi LCL América do Sul 
L (Leishmania) venezuelensis LCL América do Sul 
L (Leishmania) garnhami LCL América do Sul 
L. (Leishmania) chagasi Visceral Américas do Norte, Central e Sul 
 
Leishmania spp. do Velho Mundo 
L (Leishmania) aethiopica LCL, LCD Etiópia, Quênia 
L (Leishmania) killicki LCL África do Norte 
L (Leishmania) major LCL Àsia, Àfrica 
L (Leishmania) tropica LCL Àsia, Àfrica 
L (Leishmania) donovani  Visceral, LCL Àsia, Àfrica 
 
Leishmania spp. do Novo e Velho Mundo 
L (Leishmania) infantum           Visceral, LCL Europa, África, Américas central e Sul 
LCL=Leishmaniose Cutânea Localizada; LCD=Leishmaniose Cutânea Difusa. 

 

 

1.1.2 Agente Etiológico – Morfologia 

 

Os protozoários do gênero Leishmania são digenéticos, apresentando as formas 

promastigota e amastigota (Lainson & Shaw, 1987). 

A forma promastigota possui corpo celular e flagelo alongado. Essa forma tem 

ciclo extracelular, sendo encontrada no tubo digestivo do vetor (Figura 1). A forma 

amastigota, que é tipicamente ovóide ou esférica, sem flagelo livre, encontrada no citoplasma 

dos macrófagos dos hospedeiros vertebrado (Vannier – Santos et al., 2002) (Figura 2).  Além 

disso, em ambas as formas há presença do cinetoplasto que possui um arranjo complexo de 

DNA mitocondrial, característico de sua classe Kinetoplastida (Lainson & Shaw, 1987; 

Cavalcanti et al., 2008). 
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Figura 1. Forma promastigota. a- desenho esquemático. b- forma promastigota em MET (Microscopia eletrônica 

de transmissão). Fonte: (Balanco et al.,1998). F-flagelo, C-cinetoplasto e N-núcleo. 

 
 
 

 

 

Figura 2. Forma amastigota. a- desenho esquemático. b- forma amastigota de Leishmania spp. em MET. Fonte: 

(Balanco et al.,1998). F-flagelo, C-cinetoplasto, M-mitocôndria, N-núcleo. 
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1.1.3 CICLO 

 

Os parasitos do gênero Leishmania são protozoários heteroxenos, que em seu 

ciclo evolutivo apresenta um hospedeiro invertebrado, o inseto da subfamília Phlebotominae, 

e um hospedeiro mamífero, que pode ser o homem (Lainson & Shaw, 1987). 

Durante o repasto sanguíneo, a fêmea do flebotomíneo ingere formas amastigotas 

circulantes ou que estão na pele, no interior de macrófagos que chegarão ao intestino médio 

do vetor. Neste local, as amastigotas transformam-se em promastigotas procíclicas. Após, 

aproximadamente, cinco dias as promastigotas procíclicas desenvolvem-se em promastigotas 

metacíclicas, sendo esta infectante para o hospedeiro mamífero (Sacks, 2001). Após 

penetrarem no hospedeiro, as promastigotas metacíclicas serão reconhecidas na pele por 

células do sistema imune e mantidas no fagolisossomo, onde por influência de enzimas e 

alterações do pH e temperatura sofrerão modificações morfológicas adquirindo a forma 

arredondada da amastigota (Sereno et al., 2007). Essa forma passa a se multiplicar no interior 

das células fagocíticas até a ruptura, passando a infectar novos macrófagos e também novos 

vetores se estiverem presentes no mesmo habitat do homem infectado, mantendo o ciclo com 

o homem como hospedeiro e os animais, muitas vezes domésticos, como reservatórios (Bailey 

et al., 2007) (Figura3). 

 

 

 

Figura 3. Ciclo de vida do parasito do gênero Leishmania. FONTE: Sacks et al.; 2002 (modificado). 
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1.2 A CÉLULA HOSPEDEIRA 

 

 O protozoário do gênero Leishmania é um parasita intracelular obrigatório que se 

multiplica, principalmente, no interior de macrófagos do hospedeiro mamífero (Rittig & 

Bogdan, 2000; Handman & Bullen, 2002).  

No sistema imune, os macrófagos juntamente com os neutrófilos, são as principais 

células fagocíticas do organismo, que desempenham uma função vital no reconhecimento de 

microorganismos patogênicos e na resposta contra esses patógenos (Murrey, 1998). 

A fagocitose é uma forma de endocitose por meio da qual o microorganismo e 

células mortas são ingeridos através das grandes vesículas endocíticas, os fagossomos 

(Alberts, 2004). Este processo inicia-se com o reconhecimento do parasito através de 

receptores presentes na membrana dos macrófagos. Dentre os mecanismos com os quais os 

macrófagos reconhecem o parasito, estão os receptores para o complemento. O 

reconhecimento se dá, principalmente, nos receptores CR1 e CR3 (Ambrosio & De Messias-

Reason, 2005). Além disso, receptores na superfície de macrófagos, específicos para o 

fosfolipídio fosfatidilserina, são igualmente importantes para o reconhecimento de parasitas 

do gênero Leishmania (Van Zandbergen et al., 2006). 

Após o reconhecimento, o microorganismo é fagocitado iniciando o processo de 

destruição do parasito por enzimas no interior dos fagossomos, ou por intermediários tóxicos 

formados por macrófagos ativados (Stafford et al., 2002). 

Durante a fagocitose, os macrófagos produzem uma grande quantidade de radicais 

de oxigênio (ROS) como íons superóxidos (O2
-) e peróxido de hidrogênio (H2O2), reação 

conhecida como “Burst Oxidativo” (Finald et al., 2006). Os efeitos citotóxicos do “Burst 

Oxidativo” se devem, em parte, a capacidade que possuem de reagir com outros produtos 

antimicrobicidas, gerando assim moléculas mais reativas, como por exemplo, a reação de O2
- 

com óxido Nítrico (NO) formando radicais hidroxila (OH -) (Robinson et al., 2004). De 

acordo com Descoteaux et al. (2006), estes compostos são tóxicos contra promastigotas de 

Leishmania. 

Outro importante mecanismo microbicida de macrófagos é a produção de Óxido 

Nítrico (NO). A síntese do NO resulta da oxidação de um dos dois nitrogênios guanidino da 

L-arginina, que é convertida em L-citrulina pela enzima iNOS, utilizando o NADPH como 

cofator (Marleta, 1993), (Figura 4). O NO é uma molécula altamente reativa com potente 

capacidade microbicida (Winberg et al., 2007), e está ausente em macrófagos inativados, 

sendo ativada, principalmente, por meio do LPS e INF-γ (Hortelano, 2003). Além disso, esta 
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molécula é sinalizadora para reações moleculares no interior da célula, como ativação da 

guanilato ciclase e posterior liberação de Ca++ intracelular (Lo et al., 2002; Winberg et al., 

2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Desenho esquemático da ação da enzima iNOS. A L-arginina é transportada por uma proteína de 

membrana para o interior da célula, sendo convertida em NO e L-citrulina pela enzima iNOS. 

 

Existem três isoformas da enzima óxido nítrico sintase: duas constitutivas e uma 

induzível, recebendo as siglas respectivas de cNOS e iNOS. A isoforma constitutiva 

compreende a NOS neuronal e a NOS endotelial, que são produzidas continuamente pela 

célula e são dependentes do íon Cálcio (Ca2+) e de Calmodulina, está envolvida na sinalização 

celular; e a isoforma induzível (iNOS), independente de Ca2+, não é expressa sob condições 

normais, produzida por macrófagos e outras células ativadas por citocinas (Groves et al., 

2000; Seabra et al., 2002).  

A isoforma induzida requer algumas horas para ser expressa, mas, uma vez 

sintetizada, libera quantidades maiores de NO que a cNOS e a produção deste continua 

indefinidamente até que a L-arginina ou os co-fatores necessários para sua síntese sejam 

reduzidos ou ocorra à morte celular (Dusting et al., 1995). 

A primeira demonstração da existência da via do NO em Tripanossomatídeos foi 

realizada em 1995 por Paveto e Colaboradores, em Trypanosoma cruzi (Paveto et al. 1995). 

Piacenza et al. (2001), demonstraram que o metabolismo do NO medeia proteção contra a 

morte apoptótica. Além disso, estudos realizados por Genestra et al. (2006b), relataram à 

produção de NO por promastigotas de Leishmania sp. e a participação do NO  durante a 

interação da L.amazonensis com a célula  hospedeira. 



 
 

8 

 

 

Figura 5 - Isoformas da NOS. FONTE: (Dusse et al., 2003). 

 
 
1.3  A INTERAÇÃO PARASITO-HOSPEDEIRO 

 

A Leishmania é um parasito intracelular obrigatório. O processo de fagocitose 

requer uma interação entre receptores especializados na superfície de células fagocíticas e 

ligantes complementares na membrana da célula alvo. Esta interação induz a formação de 

pseudópodes que irão envolver o microorganismo (Rittig & Bogdan, 2000). 

A fagocitose das promastigotas de Leishmania ocorre através da ligação do 

parasito a receptores presentes na superfície dos macrófagos. Dentre os receptores envolvidos 

estão os receptores para o complemento CR, CR1, CR3, iniciando com isso a formação de 

pseudópodes que culminará com a internalização do parasito, formando, assim, um 

fagossomo (Gruenheid & Finlay, 2003).  

Para evitar a lise pelo complemento, o parasito deve ser rapidamente fagocitado. 

A protease Gp63 é um potente fator de virulência durante a interação com a célula hospedeira 

e também com o sistema do complemento atua diretamente sobre a proteína C3, inibindo a 

cascata imunológica (Joshi et al., 2002). Além disso, a Gp63 também é capaz de inativar a 

iNOS de macrófagos infectados com L. major (Winberg et al., 2007). Esta ligação também é 

responsável com que o macrófago não dispare seu mecanismo microbicida através do “burst 

oxidativo”, favorecendo o estabelecimento da infecção no hospedeiro mamífero (Neves et al., 

2005). 

Além da Gp63, existem na superfície do parasito moléculas de fundamental 

importância para o sucesso da infecção como o LPG, molécula capaz de atuar na inibição da 
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fusão do lisossomo, além de causar alterações no retículo endoplasmático da célula 

hospedeira conferindo assim proteção contra degradação do parasito (Guelrard et al., 2007); 

açúcares (manose, galactose) auxiliam na fagocitose pelas células hospedeiras e a 

fosfatidilserina, um fosfolipídio presente na membrana plasmática das promastigotas que 

possui alta especificidade com receptores na superfície de macrófagos.  Esta molécula atua 

estimulando a atividade fagocítica do macrófago, porém inibindo a produção de NO, IL-10 e 

TGF-β e, consequentemente, a reação inflamatória (Wanderley et al., 2006). 

Estes mecanismos demonstram que o protozoário Leishmania manipula as 

funções de sua célula hospedeira de várias maneiras. 
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1.4 JUSTIFICATIVA 

 
As Leishmanioses são doenças que acometem milhões de pessoas em todo o 

mundo. São causadas por protozoários flagelados pertencentes ao gênero Leishmania 

(Libusová et al., 2004). A transmissão ocorre através da picada de insetos hematófagos, 

conhecidos como flebotomíneo, pertencentes a 30 espécies diferentes (WHO, 2009), 

dependendo da sua localização geográfica. 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde, as Leishmanioses afetam 

aproximadamente dois milhões de pessoas no mundo, sendo uma das seis doenças tropicais de 

maior relevância no mundo (WHO, 2009). 

O Brasil está entre os cinco países com maior número de casos desta endemia, 

representando um grande problema de saúde pública, com destaque para a região Norte, 

Centro-Oeste e Nordeste (Vieira et al., 2007). 

O protozoário do gênero Leishmania é um parasita intracelular obrigatório que se 

multiplica, principalmente, no interior de macrófagos do hospedeiro mamífero (Rittig & 

Bogdan, 2000; Handman & Bullen, 2002). A inibição do crescimento ou a destruição da 

Leishmania dentro de macrófagos é um mecanismo fundamental para eliminar ou reduzir a 

infecção. A habilidade de resistir aos processos microbicidas da célula hospedeira é uma 

importante característica dos parasitas da espécie Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania 

(V.) braziliensis. Entretanto, algumas espécies como L. (V.) shawi apresentam menor 

capacidade em resistir a estes mecanismos microbicidas. 

 Estudos envolvendo moléculas sintetizadas por parasitas são de fundamental 

importância para avaliar a função e a contribuição destas para a infectividade do parasita. 

Além disso, ensaios envolvendo essas moléculas podem ser úteis no diagnóstico da 

leishmaniose e na identificação das várias cepas de uma determinada forma clínica da doença. 

Portanto, existe a necessidade de identificar fatores intrínsecos das diferentes 

espécies de Leishmanias que incidem na região, que possam favorecer a evasão destes 

mecanismos microbicidas. 
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2  OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Analisar comparativamente a presença da enzima Óxido Nítrico Sintase 

constitutiva (cNOS) e a produção de óxido nítrico nas espécies Leishmania (L.) amazonensis, 

L. (V.) braziliensis e L. (V.) shawi. 

 

2.2.OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

� Detecção citoquímica e imunocitoquímica da enzima cNOS nas diferentes 

espécies de Leishmania; 

� Medir produção de óxido nítrico no sobrenadante de cultura das diferentes 

espécies analisadas;  

 

 

 



 
 

12

3  MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 CULTIVO E MANUTENÇÃO DO PARASITO 

 

As formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis 

(IFLA/67/BR/PH8), Leishmania (Viannia) braziliensis (M17593) e Leishmania (Viannia) 

shawi (MHOM/2001/BR/M19703) foram obtidas em meio NNN do programa de 

leishmaniose do pelo Instituto Evandro Chagas, Belém - Pará. As formas promastigotas foram 

cultivadas em meio RPMI 1640, suplementado com soro bovino fetal (SBF) a 10% e GPPS a 

1% (Glutamina 0,2M; Ácido Pirúvico 0,0125 M; Penicilina/Estreptomicina 1%) e mantidos a 

27ºC em estufa B.O.D. O repique da cultura foi feito na fase estacionária da curva de 

crescimento.  

 

3.2 OBTENÇÃO E CULTIVO DA CÉLULA HOSPEDEIRA 

 

Macrófagos peritoneais foram obtidos a partir de camundongos albinos (Mus 

musculus). Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e a coleta dos 

macrófagos peritoneais foi feita através de lavagem da cavidade peritoneal com solução de 

Hanks estéril, utilizando seringa e agulhas estéreis. O material aspirado foi concentrado por 

centrifugação a 1.500 rpm durante 10 minutos a uma temperatura de 4 ºC. O sedimento foi 

ressuspendido em meio de cultura sem soro. A contagem das células foi feita em Câmara de 

Neubauer e a concentração foi ajustada de acordo com o número de células utilizadas em cada 

experimento. Os macrófagos foram então semeados em placas de cultura e incubados à 37 ºC 

em estufa contendo 5% de CO2 e 95% de O2, durante uma hora para adesão em lamínula. 

Após esse tempo foi feito uma lavagem com solução salina de fosfato estéril (PBS) pH 7,2, 

para remoção de células que não aderiram, e em seguida foi adicionado meio DMEM 

suplementado com 10% de SBF. As células foram, então, mantidas a 37 ºC em atmosfera de 

5% de CO2. 

 

 

 

 



 
 

13

3.3 MEDIDA DA PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO EM SOBRENADANTE DE 

CULTURA DAS DIFERENTES ESPÉCIES 

 

 A determinação da concentração de nitrito no meio de cultura é uma forma 

indireta de se determinar a concentração de óxido nítrico (NO) produzido pelos parasitos. Este 

procedimento foi realizado utilizando-se método de Griess, que consiste em adicionar 50 µl 

do reagente de Griess (sulfanilamida a 1% em ácido fosfórico a 5% e Naphtylenediamina a 

0,1% em água destilada) a 50 µl do sobrenadante das culturas com L.(L.) amazonensis, L.(V.) 

braziliensis e L.(V.) shawi. A leitura foi feita em espectrofotômetro sobre um comprimento de 

onda de 570 nm, e a concentração de nitrito é expressa em µM.  

 

3.4 DETECÇÃO DA ATIVIDADE DIAFORÁSICA DA ENZIMA ÓXIDO NÍTRICO 

SINTASE CONSTITUTIVA (CNOS) ATRAVÉS DA TÉCNICA DE CITOQUÍMICA NAS 

DIFERENTES ESPÉCIES 

 

Formas promastigotas de L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis, L. (V.) shawi na 

fase estacionária e logarítmica foram aderidas em lamínula coberta com 0.1% de poli-L-lisina, 

fixadas com paraformaldeído a 4% durante trinta minutos, e em seguida lavadas com PBS. As 

células foram incubas em 50 mM tampão Tris - HCl contendo 1mM de NADPH, 0,4 mg/ml 

de NBT e 0,2% de Triton X-100 (Tracey et al., 1993). As lamínulas foram incubadas a 37ºC 

em condições de escuridão, por 2 horas. Em seguida, lavadas com tampão Tris – HCl e 

montadas para visualização em microscópio óptico. 

 

3.5 DETECÇÃO DA ENZIMA ÓXIDO NÍTRICO SINTASE CONSTITUTIVA (CNOS) 

POR IMUNOFLUORESCÊNCIA 

 

Formas promastigotas de L.(L.) amazonensis, L.(V.) braziliensis, L.(V.) shawi na 

fase logarítmica e estacionária foram aderidas em uma lamínula coberta com 0.1% de poli-L-

lisina, e fixadas por imersão em uma solução contendo: 3,7% de paraformaldeído e 0,1% de 

glutaraldeído, em tampão PHEM (5mM cloreto de Magnésio, 70 mM cloreto de potássio, 10 

mM EGTA, 20 mM HEPES, 60 mM PIPES), 0,1 M , pH 7,2 por um período de 30 minutos a 

temperatura ambiente e posteriormente permeabilizados com 0,1% de Triton X 100 durante 3 

minutos. Posteriormente, as células foram lavadas no tampão PBS com 1% de Soro Albumina 

Bovina (PBS-BSA 1%) por 20 minutos e incubadas por 15 minutos em PBS contendo 50 mM 
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NH4Cl. Após lavagem em PBS-BSA 1%, as células foram incubadas por 1 hora a temperatura 

ambiente com anticorpo policlonal anti-cNOS (Sigma) diluído 1:100 em tampão PHEM e 

posteriormente uma segunda incubação com anticorpo secundário obtido em cabra anti IgG 

de coelho, marcado com Alexa 488 nm (Molecular Probes) diluído 1:100 no mesmo tampão. 

As lamínulas foram montadas em lâmina contendo anti-fadding e observadas em Microscópio 

Laser Confocal LSM 5 Pascal Zeiss. Como controle negativo foi feita omissão do primeiro 

anticorpo. 

 

3.6 MEDIDA DA PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO EM SOBRENADANTE DE 

CULTURA DE MACRÓFAGOS INFECTADOS COM L. (V.) SHAWI E L. (L.) 

AMAZONENSIS 

 

Este procedimento foi feito utilizando-se método de Griess, que consiste em 

adicionar 500 µl do reagente de Griess (sulfanilamida a 1% em ácido fosfórico a 5% e 

Naphtylenediamina a 0,1% em água destilada) a 500 µl do sobrenadante dos macrófagos 

infectados e não infectados com L.(L.) amazonensis e L.(V.) shawi. A leitura foi feita em 

espectrofotômetro sobre um comprimento de onda de 540 nm, e a concentração de nitrito foi 

expressa em µM. 

 

3.7 DETECÇÃO DA ATIVIDADE DIAFORÁSICA DA ENZIMA (INOS) EM 

MACRÓFAGOS INFECTADOS COM L. (V.) SHAWI E L. (L.) AMAZONENSIS 

 

Macrófagos peritoneais previamente estimulados com LPS (1mg/ml) e INF - γ (50 

U/ml) durante 24 horas foram infectados com L. amazonensis e L. shawi na proporção de 10 

parasitas por macrófago, durante 2 horas. As leishmanias não fagocitadas foram removidas 

com lavagem utilizando solução de PBS e a cultura de macrófagos infectados foi mantida 

durante 24 horas a 37ºC em atmosfera de 5% de CO2. Após este tempo, as células foram 

fixadas com paraformaldeído a 4% durante trinta minutos, e em seguida lavadas com PBS. As 

células foram então incubas em 50 mM tampão Tris - HCl contendo 1mM de NADPH, 0,4 

mg/ml de NBT e 0,2% de Triton X-100 (Tracey et al., 1993). As lamínulas foram incubas a 

37ºC protegidas da luz por 2 horas. Em seguida, foram lavadas com tampão Tris – HCl e 

montadas para visualização em microscópio óptico. 
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 Como controle negativo e positivo da reação foram utilizadas culturas de 

macrófagos sem estímulo e estimuladas com LPS (1mg/ml) e INF- γ (50U/ml), 

respectivamente. 

 

3.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados obtidos foram analisados utilizando o Biostat 5.0. O teste usado foi a análise de 

variância, ANOVA, e Teste t de Student, com p <0,05 (Ayres et al., 2007). 
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4 RESULTADOS 

 
 

4.1 MEDIDA DA PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO EM SOBRENADANTE DE 

CULTURA DAS DIFERENTES ESPÉCIES DE LEISHMANIA 

 

Foi observado que a espécie L.(V.) braziliensis apresentou uma produção maior de 

NO comparada com as espécies L.(V) shawi e L. (L.) amazonensis (Figura 6). Também foi 

observado que todas as espécies apresentaram maior concentração de nitrito na fase 

logarítmica (fase de crescimento) quando comparada à fase estacionária.  
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Figura 6: Medida da produção do óxido nítrico através do método de reação de Griess em sobrenadante da 

cultura de L.shawi, L.amazonensis e L.braziliensis nas fases logaritimica (Log) e estacionária (Estacion.) de 

crescimento.  
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4.2 DETECÇÃO DA ENZIMA ÓXIDO NÍTRICO SINTASE CONSTITUTIVA (CNOS) 

ATRAVÉS DA TÉCNICA DE IMUNOFLUORESCÊNCIA  

 

Nos ensaios de imunofluorescência (Figura 7), foi possível observar que as formas 

promastigotas das três espécies de Leishmania expressaram a enzima cNOS. Entretanto, a 

espécie L.braziliensis (Figs 7-E e F) apresentou uma maior reatividade comparada com as 

espécies L.shawi (Figs 7-C e D) e L.amazonensis (Figs 7-A e B).  
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Figura 7: Detecção da atividade da enzima óxido nítrico sintase constitutiva (cNOS) em promastigotas de 

L.amazonensis, L.shawi e L.braziliensis na fase logarítmica (A, C e E) e na fase estacionária (B, D e F) através 

da técnica de imunofluorescência. (A-B) L.amazonensis, (C-D) L. shawi e (E-F) L.braziliensis. Notar que todas 

as espécies expressam a enzima cNOS, porém mais intensa na fase logarítmica quando comparado com a fase 

estacionária. 
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4.3 DETECÇÃO DA ATIVIDADE DIAFORÁSICA DA ENZIMA ÓXIDO NÍTRICO 

SINTASE CONSTITUTIVA (CNOS) ATRAVÉS DA TÉCNICA DE CITOQUÍMICA 

 

Nos ensaios de citoquímica (Figura 8) foi possível observar que a espécie 

L.braziliensis (Figs 8-E e F) apresentou uma maior reatividade comparada com as espécies 

L.shawi (Figs 8-C e D) e L.amazonensis (Figs 8-A e B). Também foi observado que todas as 

espécies possuem maior reatividade enzimática na fase Logarítmica de crescimento quando 

comparada à fase estacionária.   
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Figura 8: Detecção da atividade diaforásica da enzima NADPH em promastigotas de L.amazonensis L.shawi e 

L.braziliensis na fase logarítmica (A, C e E) e na fase estacionária (B, D e F) através da técnica de citoquímica. 

(A-B) L.amazonensis, (C-D) L. shawi e (E-F) L.braziliensis. Notar maior marcação nos parasitos da fase 

logarítmica e maior expressão da enzima nos parasitas de L.braziliensis. 
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4.4 DETECÇÃO DA ATIVIDADE DIAFORÁSICA DA ENZIMA ÓXIDO NÍTRICO 

SINTASE INDUZIDA (INOS) DURANTE INTERAÇÃO COM MACRÓFAGOS 

PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS 

 

Durante a interação com a célula hospedeira as espécies foram capazes de reduzir 

a produção de óxido nítrico pelo macrófago (Figura 9). 

 

 

Figura 9: Detecção da Atividade Diaforásica da Enzima Óxido Nítrico Sintase Induzida (iNOS) em macrófagos 

previamente estimulados e infectados com parasitas da espécie L. amazonensis  e L.shawi . (A) Macrófagos não 

infectados. Ausência de reação. (B) Macrófagos estimulados. Observar forte marcação por toda célula (setas). 

(C) Macrófagos infectados com L. amazonensis (seta preta). Observar a ausência de reação em células infectadas 

quando comparado com célula não infectada (seta vermelha). (D) Macrófagos infectados com L. shawi (seta 

preta). Observar pequena reatividade na célula infectada (seta vermelha). 
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4.5 PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO POR MACRÓFAGOS INFECTADOS POR L. (V.) 

SHAWI E L. (L.) AMAZONENSIS 

 

Foi verificada a produção de NO em macrófagos previamente estimulados com 

INF- γ e LPS e infectados com L. (L.) amazonensis e L. (V.) shawi. Na figura 10 é possível 

observar que ocorreu uma diminuição significativa na produção de NO em macrófagos 

infectados com ambas as espécies quando comparados com macrófagos não infectados. 

Entretanto, a produção de NO foi menor em macrófagos infectados com L. (L.) amazonensis 

quando comparados com macrófagos infectados com L. (V.) shawi. 
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Figura 10: Medida da produção de NO em macrófagos estimulados com LPS (1µg/ml) e INF-γ (50U/ml) e não 

infectados e em macrófagos estimulados e infectados com L. (L.) amazonensis e L. (V.) shawi. Foi utilizado 

ANOVA, t Student (*) diferença entre células estimuladas, células estimuladas e infectadas em relação ao 

controle, p< 0,05. 
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5  DISCUSSÃO  

 

Os protozoários do gênero Leishmania são parasitos intracelulares obrigatórios que 

se multiplicam, principalmente, no interior de macrófagos do hospedeiro mamífero (Rittig & 

Bogdan, 2000). O estabelecimento da infecção e a sobrevivência do parasito no interior de 

uma célula fagocítica requer habilidades para burlar o sistema de defesa da célula hospedeira. 

Dados da literatura mostram que diferentes espécies de Leishmania possuem 

mecanismos diferentes de evasão (Kima, 2007). Dentre estes mecanismos, destacam-se: 

inibição do “burst oxidativo”, diminuição da expressão da enzima Óxido Nítrico Sintase 

Induzida (iNOS) e, conseqüentemente, de Óxido Nítrico (NO) (Bogdan & RöllinghofF, 1997; 

Alexander et al., 1999; Stafford et al., 2002). 

Nossos resultados demonstraram que promastigotas das três espécies analisadas 

são capazes de expressar a enzima cNOS. No entanto, a espécie L. (V.) braziliensis apresentou 

uma forte reatividade da atividade diaforásica da enzima cNOS quando comparada com as 

espécies L.shawi e L.amazonensis. Estes resultados sugerem que pode haver uma relação da 

expressão da enzima cNOS com a  severidade da lesão causada por L. braziliensis quando 

comparada as outras espécies.  

Genestra et al. (2003c) demonstraram que promastigotas das espécies L. 

amazonensis, L. braziliensis e L.chagasi, produzem NO, a partir de uma enzima constitutiva, 

a cNOS, e que a produção de NO pela espécie L. braziliensis, na fase infectiva, foi elevada 

quando comparada com as espécies L. amazonensis e L.chagasi. Além de que com aumento 

do número de passagens, ou seja, com a diminuição das formas metacíclicas, havia uma 

redução na produção NO nas três espécies de Leishmania estudadas.  

Em tripanossomatídeos, Piacenza et al. (2001), demonstraram que a produção de 

NO, por epimatigotas de T. cruzi, participa na proteção contra a morte apoptótica. Genestra et 

al.; (2003b) demonstraram que promastigotas de L. amazonensis pré-incubadas com L-

NAME, um inibidor irreversível da enzima óxido nítrico constitutiva (cNOS), reduzia a 

infecção em macrófagos em 61% em 24h e 19% após 48h. Estes dados demonstram que a via 

NO, no parasito, é importante para o estabelecimento da infecção. 

Em relação à medida da produção de óxido nítrico, nossos dados demonstraram 

que as formas promastigotas de L. (V.) braziliensis apresentaram maior produção de óxido 

nítrico, em sobrenadante de cultura, comparado L. (V.) shawi e L. (L.) amazonensis. Também 

foi observado que todas as espécies estudadas apresentaram maior produção de óxido nítrico 

na fase logaritmica  de crescimento quando comparada à fase estacionária de crescimento. 
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A maior expressão dessa enzima na fase logarítmica pode estar relacionada à 

maior necessidade do íon Cálcio (Ca2+) para o desenvolvimento do parasito, uma vez que a 

enzima cNOS  é dependente de Ca2+. Prasad et al., (2001) sugerem uma relação entre o 

metabolismo do cálcio e a sobrevivência do parasito e com o ciclo de vida do patógeno.  

Entretanto, a função do cálcio como biomodulador no ciclo de vida de protozoários e outros 

microorganismos não está completamente esclarecida. 

Em relação à interação das espécies com a célula hospedeira foi verificada uma 

diferença na produção de NO por macrófagos peritoneais de camundongo e previamente 

estimulados com LPS e INF – γ, infectados com Leishmania (Leishmania) amazonensis e 

Leishmania (Viannia) shawi, foi possível observar que a espécie L. (L). amazonensis 

apresentou a capacidade de inibir a produção de NO pelo macrófago, enquanto a espécie 

L.(V.) shawi não possui a capacidade de inibir totalmente essa produção. Estudos realizados 

por nosso grupo mostraram que a espécie L. (V.) braziliensis também possui a capacidade de 

inibir a produção de NO pelo macrófago. Estes resultados evidenciam que a resposta 

microbicida dos macrófagos depende da espécie de Leishmania envolvida e que o 

estabelecimento da infecção e sobrevivência do parasito no interior da célula hospedeira estão 

relacionados com a capacidade do parasito em modular os mecanismos de defesa do 

macrófago. 

A atividade iNOS com produção de Óxido Nítrico (NO) é um importante 

mecanismo de defesa da célula hospedeira contra multiplicação de parasitos intracelulares 

(Dusse et al., 2003 Winberg et al., 2007). Entretanto, como mecanismo de escape, alguns 

protozoários intracelulares como Toxoplasma gondii e Leishmania spp. inibem a produção de 

NO em macrófagos ativados (Seabra et al., 2002; Balestieri et al., 2003). 

Balestieri et al., 2003 demonstraram que a inibição da produção de NO por L. (L.) 

amazonensis parece ser resultado de alterações no transporte intracelular de L-arginina, 

substrato utilizado pela enzima iNOS na reação de produção de NO, ou ainda pela 

interferência na dimerização da enzima, com conseqüente redução de co-fatores associados, 

necessário para a formação da molécula.  A capacidade de inibir a síntese de NO pode estar 

relacionado com a ativação de outras vias de sinalização intracelular, na célula hospedeira, 

causando comprometimento da formação da  iNOS (Proudfoot  et al.; 1995,1996). 

Balestieri et al. (2002) demonstraram que a baixa produção de NO por 

macrófagos J774-G8 infectados L. amazonensis e estimulados com LPS pode estar 

relacionada com a redução na atividade da enzima iNOS, sugerindo que os parasitas afetam a 

via de sinalização que induz a produção de NO. Além disso, foi demonstrado que esta espécie 
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inibe a expressão de TNF – α e estimula a produção de TGF – β, que inibe a expressão da 

proteína iNOS, e conseqüentemente a produção de NO (Stenger et al., 1994; Gomes et al., 

2003).  

Dados na literatura mostraram que moléculas presentes na superfície da 

Leishmania, GP63 e LPG, desempenham papéis importantes no mecanismo de defesa do 

parasito em relação à resposta microbicida dos macrófagos (Alexander et al., 1999). Estudos 

em modelos experimentais por inoculação de cepas de Leishmania (L.) major mutantes que 

não expressavam as moléculas GP63 ou LPG mostraram redução na virulência da 

Leishmania, indicando importância destas moléculas no estabelecimento da infecção
 
(Joshi et 

al., 2002). 

Outros estudos indicam que estas moléculas agem em conjunto para o sucesso no 

estabelecimento da vida intracelular do parasito. Durante a fase inicial da infecção 

intracelular, a molécula de LPG seria responsável por inibir a fusão do fagossomo, contendo o 

parasito, com os lisossomos contendo enzimas líticas, pelo fato de inibir a maturação do 

fagossomo
 
(Dermine et al., 2000; Desjardins et al., 1997), enquanto que a GP63 ficaria 

responsável por inativar as enzimas do lisossomo, caso a fusão com o fagossomo ocorresse
 

(Pessoa et al., 1948).    

Nossos resultados evidenciam que existe uma associação da produção da enzima 

cNOS com o mecanismo de escape do parasita com a célula hospedeira. Além de que a 

resposta microbicida pelo macrófago depende da espécie de Leishmania envolvida e que o 

estabelecimento da infecção, sobrevivência do parasito no interior da célula hospedeira e a 

forma clínica resultante estão diretamente relacionadas com a capacidade do parasita em 

modular os mecanismos de defesa do macrófago. 
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6 CONCLUSÕES 

 
Os resultados apresentados e discutidos permitem concluir que: 

 

1. Todas as espécies estudadas expressam a enzima cNOS. 

 

2. Todas as espécies estudadas apresentaram maior produção de óxido nítrico na 

fase logaritimica de crescimento quando comparada à fase estacionária de 

crescimento. 

 

3. A espécie L. braziliensis apresentou uma forte reatividade na atividade 

diaforásica da enzima cNOS quando comparada com as espécies L.shawi e 

L.amazonensis. 

 

4. Tanto L. (L.) amazonensis quanto L. (V.) shawi inibiram a produção de Óxido 

Nítrico por macrófagos ativados com LPS e INF – γ. 
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8  ANEXOS 
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