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Resumo 

 

A leishmaniose experimental murina causada por Leishmania amazonensis é um modelo 

parasitário que apresenta variações no desenvolvimento da lesão dependendo da linhagem 

de camundongo utilizada, bem como do local de inoculação do parasito, e tem contribuído 

para o entendimento da imunopatologia das doenças infecciosas. Em nosso trabalho, 

avaliamos o desenvolvimento da lesão, hipóxia tecidual (HypoxyprobeTM-1, HIF-1 e HIF-

2), angiogênese (VEGF) e dinâmica do processo inflamatório (COX-2, Gal-3 HO-1, HSP-

70, MIF, MIP-2 e p38MAPk) no dorso e pata de camundongos susceptíveis à infecção 

(BALB/c/AnUnib) e na pata de camundongos capazes de controlar a infecção 

(C57BL/6/JUnib). Essa mesma avaliação foi feita após o tratamento com Glucantime e com 

Anfotericina B em camundongos BALB/c/AnUnib/ infectados. Para detecção das proteínas 

relacionadas a hipóxia, angiogênese e inflamação utilizamos as técnicas de imuno-

histoquímica e imunofluorescência. As lesões causadas por L. amazonensis no dorso de 

camundongos BALB/c/AnUnib são semelhantes a lesões em seres humanos. Na fase inicial 

da infecção foi observado um infiltrado com macrófagos parasitados, microambientes 

hipóxicos e expressão de COX-2, HSP-70, Gal-3 e MIP-2. MIF foi detectado a partir de 70 

dias de infecção e HIF-1, HIF-2, HO-1 e p38MAPk foram detectados na fase crônica, 

concomitante ao aparecimento de infecção secundária na lesão. Nas lesões em pata de 

camundongos BALB/c/AnUnib observamos na fase inicial da infecção um infiltrado 

inflamatório com muitos macrófagos vacuolizados e parasitados, detectamos 

microambientes hipóxicos, HIF-1, HIF-2 e proteínas inflamatórias como COX-2, HSP-

70, MIF, Gal-3 e MIP-2. Na fase crônica da infecção detectamos HO-1 e p38MAPk, 

infecções secundárias e metástases. O fator angiogênico, VEGF, não foi detectado em 

nenhum dos tempos avaliados nas lesões de dorso e pata em BALB/c/AnUnib. Nas lesões 

em pata de camundongos C57BL/6/JUnib detectamos na fase inicial da infecção um 

infiltrado inflamatório rico em linfócitos T e as seguintes proteínas HIF-1, HIF-2, COX-

2, Gal-3, HO-1, HSP-70, MIF e MIP-2. O fator angiogênico, VEGF, foi detectado aos 20 e 
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70 dias de infecção. Na fase crônica da infecção detectamos microambientes hipóxicos e a 

expressão de p38MAPk. Camundongos susceptíveis (BALB/c/AnUnib) infectados com L. 

amazonensis e tratados com Glucantime ou Anfotericina B apresentaram redução da carga 

parasitária, mas não houve cura. Foi detectada hipoxia tecidual, pelo método 

HypoxyprobeTM-1 e expressão de HIF-1, HIF-2 antes e após tratamento. Avaliamos as 

seguintes proteínas HO-1, p38MAPk e MIF importantes à manutenção da homeostase 

celular e ao controle da infecção que foram detectadas antes e após tratamento. O fator 

angiogênico, VEGF, foi detectado somente após tratamento com Glucantime ou com 

Anfotericina B em lesões de pata de BALB/c/AnUnib. O VEGF foi a única proteína 

expressa somente nas lesões em pata de camundongos C57BL/6/JUnib. Em lesões na pata 

de BALB/c/AnUnib só detectamos VEGF após o tratamento anti leishmaniose. Assim, 

sugerimos o VEGF como marcador relacionado ao controle da infecção e ao prognóstico 

dessa parasitose. 
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Abstract 

 

The experimental murine leishmaniasis caused by Leishmania amazonensis parasite is a 

useful model to understanding the immunopathogenesis of the infectious diseases. It has 

some differences on the lesion development in according with the mouse strain and the site 

of the parasite inoculation. We evaluated the lesion development, hypoxia 

microenvironments (HypoxyprobeTM-1, HIF-1 and HIF-2), angiogenesis (VEGF) and 

the inflammatory dynamics (COX-2, Gal-3 HO-1, HSP -70, MIF, p38MAPk and MIP-2) in 

the rump and footpad lesions of susceptible mice (BALB/c/AnUnib) and footpad lesions of 

resistant mice (C57BL/6/JUnib) infected by L. amazonesis. We evaluated the hypoxia, 

angiogenesis and the inflammatory dynamics (HO-1, p38MAPk and MIF) in footpad 

lesions of BALB/c/AnUnib mice infected with L. amazonensis and treated with Glucantime 

and Amphotericin B. The immunohistochemistry and immunofluorescence techniques were 

used to detection the proteins related to hypoxia, angiogenesis and inflammation. The rump 

lesions caused by L. amazonensis in BALB/c/AnUnib mice are similar to human cutaneous 

leishmaniasis lesions. The parasitized macrophages, hypoxic microenvironments 

(HypoxyprobeTM-1) and inflammatory proteins (COX-2, HSP-70, Gal-3 and MIP-2) were 

detected in 40 days of infection. MIF was detected in 70 days after infection. The HIF-1, 

HIF-2, HO-1 and p38MAPk were detected in the chronic phase (110 and 140 days of 

infection), concomitant with the secondary infection. Footpad lesions in BALB/c/AnUnib 

presents an inflammatory infiltrate with many vacuolated and parasitized macrophages, 

hypoxic microenvironments (HypoxyprobeTM-1, HIF-1 and HIF-2) and inflammatory 

proteins (COX-2, HSP-70, MIF, Gal-3 and MIP-2) in the acute phase of the infection (20 

days). In the chronic phase of infection (70 and 150 days) we detected HO-1 and 

p38MAPk, secondary infections and metastases. The angiogenic factor, VEGF, was not 

detected in any time evaluated on the rump and footpad lesions in BALB/c/AnUnib mice. 

Footpad lesions in C57BL/6/JUnib present an inflammatory infiltrate with predominance of 

the T lymphocytes and expression of HIF-1, HIF-2, COX-2, Gal-3, HO-1, HSP-70, MIF 

and MIP-2 in the acute phase of infection. The VEGF was detected at 20 and 70 days of 
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infection. In the chronic infection was detected the hypoxic microenvironments 

(HypoxyprobeTM-1) and the p38MAPk expression. Susceptible mice (BALB/c/AnUnib) 

infected with L. amazonensis and treated with Glucantime or Amphotericin B showed a 

reduction of parasite burden, but there was no cure. Hypoxic microenvironments were 

detected on the footpad lesions in BALB/c/AnUnib mice before and after treatment with 

Glucantime and Anfotericin B. We detected the expression of HO-1, p38MAPK and MIF, 

before and after the treatments. These proteins were important to the maintenance of 

cellular homeostasis and control of infection. The VEGF was detected only after treatment 

with Glucantime or Amphotericin B. VEGF is the protein expressed in the footpad lesions 

in C57BL/6/JUnib mice. In footpad lesions of BALB/c/AnUnib mice VEGF was detected 

after the treatment by Glucantime and Anfotericin B. Thus, we suggest the VEGF is a 

marker related to infection control and a prognosis of experimental leishmaniasis. 
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1. Introdução 

 

1.1 Aspectos gerais da leishmaniose  

A leishmaniose é uma parasitose endêmica, causada por diferentes espécies de 

protozoários do gênero Leishmania, parasita intracelular obrigatório de células do sistema 

fagocitário mononuclear (KAYE & SCOTT, 2011). É considerada grave problema de saúde 

pública e predominante nas áreas tropicais e subtropicais do mundo, sendo encontrada em 

98 países. Apresenta uma incidência anual 0,7 a 1,2 milhões casos de leishmaniose 

tegumentar e 0,2 a 0,4 milhões casos de leishmaniose visceral (WHO, 2010; ALVAR et al., 

2012). 

Os protozoários do gênero Leishmania apresentam duas formas no seu ciclo evolutivo. 

As formas promastigotas (alongadas, flageladas e móveis) se desenvolvem no hospedeiro 

invertebrado, dípteros do gênero Phlebotomus e Lutzomyia. As formas amastigotas são 

arredondadas (sem flagelo externo e imóveis), e se desenvolvem no hospedeiro vertebrado 

(REITHINGER et al., 2007; KAYE & SCOTT, 2011). 

 O flebotomíneo infectado transmite os promastigotas metacíclicos, presente na sua 

probóscide ao hospedeiro vertebrado no momento do repasto sanguíneo. As promastigotas 

são rapidamente fagocitadas por macrófagos teciduais (histiócitos). Nessas células há a 

formação do vacúolo parasitóforo, onde ocorre diferenciação dos promastigotas em 

amastigotas. Através de divisão binária, as amastigotas se multiplicam até o rompimento do 

macrófago, liberando novos parasitas, que são fagocitados por outros macrófagos. Durante 

o repasto sanguíneo, flebotomíneos não infectados podem ingerir macrófagos contendo 

amastigotas. No trato digestivo do inseto as amastigotas se diferenciam em promastigotas, 

estes se multiplicam por divisão binária. Parte destas formas flageladas se diferenciam em 

promastigotas metacíclicas, infectante aos vertebrados. Estas formas migram até a 

probóscide do inseto, durante repasto sanguíneo, são regurgitadas e entram em contato com 

o tecido subcutâneo do hospedeiro vertebrado, reiniciando o ciclo evolutivo da Leishmania 
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(HANDMAN, 2001; MURRAY et al., 2005; REITHINGER et al., 2007; KAYE & 

SCOTT, 2011). 

A epidemiologia da leishmaniose é bem diversificada com cerca de 20 espécies 

patogênicas para os humanos e 70 espécies de dípteros descritos como vetores do parasito. 

O parasito pode realizar o ciclo zoonótico, onde hospedeiros reservatórios participam do 

ciclo de transmissão, e o ciclo antroponótico, em que os humanos são a única fonte de 

infecção ao vetor (MURRAY et al., 2005; SHAW, 2007).  

As principais espécies de Leishmania que afetam os humanos são L. major, L. tropica, 

L. aethiopica, L. donovani, L. infantum (nos continentes Europeu, Asiático e Africano) e L. 

chagasi, L. mexicana, L. panamensis,L. pifanoi, L. peruviana, L. guyanensis, L. brasiliensis 

e L. amazonensis (no continente Americano) (MURRAY et al., 2005; KAYE & SCOTT, 

2011).  

Algumas espécies de Leishmania induzem a leishmaniose tegumentar, doença crônica 

com manifestações clínicas na pele ou mucosa do indivíduo. A leishmaniose tegumentar 

pode ser caracterizada por lesões cutâneas localizadas, ou cutâneo difusas ou 

mucocutâneas. Outras espécies de Leishmania se disseminam pelos órgãos internos como 

fígado, baço e medula óssea causando a leishmaniose visceral. O desenvolvimento da 

doença está relacionado a vários fatores dentre eles às características genéticas do parasito e 

do hospedeiro, suas condições imunológicas e nutricionais e as características químicas da 

saliva do inseto vetor (REITHINGER et al., 2007; KAYE & SCOTT, 2011). 

 

1.2 Leishmania amazonensis 

A espécie Leishmania amazonensis utilizada neste estudo, é comum principalmente 

na região da Amazônia. Esse parasito está associado a lesões cutâneas tanto localizadas 

quanto difusas. O modelo experimental murino de infecção por L. amazonensis é capaz de 

mimetizar muitas características fisiológicas da infecção em humanos (GRIMALDI et al., 

1989; BARRAL et al.,1991; AWASTHI et al., 2004). 
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O modelo é bem estudado em linhagem BALB/c que, quando infectados com 

amastigotas de L. amazonensis, apresentam úlcera no local da inoculação do parasito, 

progressão do tamanho da lesão, aumento da carga parasitária, infiltrado de macrófagos e 

metástase na cauda e nariz. A mortalidade é muito alta. A presença de infecção bacteriana 

secundária com odor característico de fermentação anaeróbica é notável na área central 

necrótica das lesões leishmanióticas em estados avançados (AFONSO & SCOTT, 1993; 

GIORGIO et al., 1998; ARRAIS-SILVA et al., 2005, ARAÚJO et al., 2012). A expressão 

de HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor) também é observada nestas lesões em fase crônica 

(ARRAIS-SILVA et al., 2005; ARAÚJO et al., 2012). 

 

1.3 Imunopatogênese das lesões cutâneas localizadas 

A formação de um eritema seguido de pápula, no local da picada do vetor, é o 

primeiro sinal do desenvolvimento da infecção. Quando a pápula se desenvolve formando 

um nódulo que ulcera, gera lesão característica da leishmaniose cutânea localizada. A 

resposta imunológica do indivíduo é um fator determinante no resultado da infecção por 

Leishmania (AWASTI et al., 2004; REITHINGER et al., 2007). Modelos animais são 

utilizados para a avaliação do desenvolvimento da resposta imune diante da infecção com 

alguma espécie de Leishmania.  

Modelos murinos infectados com L. major e L. amazonensis tem sido utilizados para 

descrição de diversos mecanismos de susceptibilidade e resistência. Quando o camundongo 

é infectado pelo parasito, macrófagos e células dendríticas atuam fagocitando o parasito, 

são as principais células apresentadoras de antígeno capazes de induzir a diferenciação e 

ativação de linfócitos T CD4+ (Th1/Th2) (AFONSO & SCOTT, 1993; BEIL et al., 1992; 

GIORGIO et al., 1998; ROGERS et al 2002; AWASTHI et al., 2004; REITHINGER et 

al.,2007; TRIPATHI et al., 2007). 

A resistência do organismo ao parasito ocorre mediante a diferenciação seletiva dos 

linfócitos T CD4+ para o tipo 1 (resposta Th1). Essa resposta é caracterizada pela presença 

de citocinas pró-inflamatórias (INF-γ, IL-12, IL-18, TNF-α), que induzem a ativação de 
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macrófagos, produção de óxido nítrico e intermediários reativos de oxigênio necessários 

para destruir parasitas intracelulares (AFONSO & SCOTT, 1993; ROGERS et al., 2002; 

AWASTHI et al., 2004; TRIPATHI et al.,2007; LOPEZ-KOSTKA et al., 2009; NYLÉN & 

GAUTAM, 2010). Em hospedeiros susceptíveis, que não controlam a infecção com 

Leishmania, citocinas como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 regulam a resposta Th1 e são 

produzidas por linfócitos T CD4+ tipo 2 (resposta Th2). A resposta Th2 impede a extensiva 

destruição tecidual e está associada à susceptibilidade de modelos murinos (BALB/c) à L. 

major e a L amazonensis. Além disso, linfócitos T reguladores também produzem IL-10 e 

aliadas aos linfócitos Th17 são responsáveis pela manutenção da infecção crônica 

(AWASTHI et al., 2004; TRIPATHI et al.,2007; LOPEZ-KOSTKA et al., 2009; NYLÉN & 

GAUTAM, 2010). 

Camundongos BALB/c infectados por L. major apresentam uma resposta Th2, no 

início da infecção, responsável pela susceptibilidade do animal ao parasito (JI et al., 2002; 

AWASTHI et al., 2004). Entretanto, camundongos C57BL/6, capazes de controlar a 

proliferação do parasito, apresentam uma resposta inicial Th1, com produção de IFN- e 

IL-12. Porém, altos níveis de IL-10 são responsáveis pela persistência do parasito 

(AWASTHI et al., 2004).  

Diferentemente da infecção por L. major, a infecção de BALB/c por L. amazonensis é 

caracterizada pela co-existência de resposta imune celular Th1/Th2 (JI et al., 2002). 

Quando há um desequilíbrio na resposta Th1/Th2, com predominância da resposta Th2, há 

uma progressão da doença (JI et al., 2003). Entretanto, a imunidade protetora está 

relacionada a um aumento da resposta Th1(MC-MAHON-PRATT & ALEXANDER, 

2004). Ji et al. (2003) sugeriram que a capacidade da L. amazonensis em evadir da resposta 

immune do hospedeiro murino reside no impedimento da produção de citocinas 

inflamatórias e de linfócitos T CD4+ tipo1, no início da infecção, mesmo com baixos níveis 

de citocinas Th2. 

Em lesões causadas por L. amazonensis que se curam espontaneamente, em humanos, 

é possível observar macrófagos pouco parasitados, abundância de células gigantes e células 

epitelióides. Há predominância da resposta Th1 com secreção de citocinas pro-
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inflamatórias (IL-12, IFN- e TNF-). Esta resposta é regulada por citocinas como IL-4, 

IL-10, IL-13 e TGF-β. Há uma completa re-epitelização com fibrose e diminuição do 

infiltrado inflamatório local (REITHINGER et al., 2007; NYLÉN & GAUTAM, 2010). 

Quando a célula hospedeira não consegue eliminar o parasito, as amastigotas se 

multiplicam, há aumento do infiltrado inflamatório, macrófagos intensamente vacuolizados 

e parasitados na derme, e poucos linfócitos. A infecção se cronifica, com presença baixos 

níveis de IFN- , altos níveis de IL-4 e IL-10 e muitos linfócitos T regulatórios. Pode haver 

infecção secundária (HANDMAN, 2001; REITHINGER et al., 2007; SILVEIRA et al., 

2009). Esses fatores são semelhantes em modelo murino (BALB/c e CBA) infectados com 

L. amazonensis (SILVEIRA et al., 2009). 

Nas lesões cutâneas difusas, causadas por L. amazonensis, em humanos, os nódulos 

raramente se ulceram. No interior dos nódulos há um abundante número de macrófagos 

infectados, com constante multiplicação dos amastigotas e um infiltrado inflamatório 

intenso. A resposta Th2 é predominante, com presença de IL-4 e IL-5 e baixos níveis de 

IFN- e IL-12 (SILVEIRA et al., 2004; REITHINGER et al., 2007). 

Camundongos BALB/c são infectados com L. amazonensis, tanto no dorso quanto na 

pata, para estudos imunopatólogicos (McELRATH et al., 1987; GIORGIO et al., 1998; 

ARRAIS-SILVA et al., 2005; HERNANDEZ-CHINEA, 2007; ARAÚJO et al., 2012). Em 

infecções no dorso de BALB/c, as lesões cutâneas tiveram aparecimento lento, quando 

comparadas as lesões em pata (McELRATH et al., 1987; GIORGIO et al., 1998; ARRAIS-

SILVA et al., 2005; ARAÚJO et al., 2012). Na fase crônica da leishmaniose observa-se 

infecção secundária, tanto em lesões no dorso quanto em pata. Muitos macrófagos 

infectados e vacuolizados foram observados na derme e no tecido subcutâneo, além de um 

infiltrado eosinofílico e poucos linfócitos T e B, em lesões no dorso (McELRATH et al., 

1987; AYRES et al., 2011). Nas lesões de pata observa-se um infiltrado celular com 

macrófagos intensamente parasitados e com grandes vacúolos parasitóforos, expressão de 

HIF-1 e microrregiões hipóxicas (GIORGIO et al., 1998; ARRAIS-SILVA et al., 2005; 

HERNANDEZ-CHINEA, 2007; ARAÚJO et al., 2012). As lesões de dorso tem aspecto 
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circunscrito e quando ulceradas são semelhantes às lesões em humanos, diferente das lesões 

causadas por L. amazonensis na pata de BALB/c.  

 Diante de todas estas observações, camundongos BALB/c são considerados 

susceptíveis à infecção por L. amazonensis, tanto em pata quanto em dorso, apesar das 

diferenças no desenvolvimento da lesão dependendo do local de inoculação do parasito 

(MCELRATH et al., 1987; GIORGIO et al., 1998; ARRAIS-SILVA et al., 2005; 

HERNANDEZ-CHINEA, 2007; ARAÚJO et al., 2012). 

Ao contrário dos camundongos BALB/c, a linhagem C57BL/6 apresenta uma 

capacidade de controlar a infecção por L. amazonensis. As lesões tem um desenvolvimento 

mais lento, tanto no dorso quanto na pata, quando comparada as lesões em BALB/c. 

Também não são observadas áreas necróticas, infecções secundárias, nem metástases 

(MCELRATH et al., 1987; GIORGIO et al., 1998; HERNANDEZ-CHINEA, 2007; 

CARDOSO et al., 2010; ARAÚJO et al., 2012). Giorgio et al. (1998) observaram uma 

diminuição da carga parasitária aos 90 dias de infecção nas lesões de pata em C57BL/6. 

Um infiltrado inflamatório com predominância de linfócitos T e poucos macrófagos 

infectados foram visualizados, porém não houve cura (GIORGIO et al., 1998; ARAÚJO et 

al., 2012). 

1.4 Tratamento farmacológico da leishmaniose cutânea 

O arsenal terapêutico contra a leishmaniose cutânea é restrito e possui severas 

limitações diante da toxicidade dos medicamentos disponíveis. Os fármacos convencionais 

utilizados no tratamento anti-leishmaniose como Glucantime e Anfotericina B 

apresentam graves efeitos colaterais tais como cardiotoxicidade, mialgia, insuficiência renal 

aguda e intolerância quando em uso em humano. 

O Glucantime, antimonial pentavalente, é o fármaco de primeira escolha no 

tratamento da leishmaniose. Este composto não possui um mecanismo de ação totalmente 

elucidado, mas sugere-se que atue como pró-droga e seja convertida em antimônio 

trivalente (Sb III), a forma responsável pelo efeito terapêutico e tóxico. O Sb III pode 
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interferir no processo de oxidação de ácidos graxos e glicólise do parasita, levando a uma 

depleção dos níveis de ATP intracelular (RATH et al., 2003; CROFT & OLLIARO, 2011). 

Esse medicamento é contra-indicado a gestantes e indivíduos portadores de doenças 

crônicas (cardiopatias, nefropatias, hepatopatias, Doença de Chagas) e nos casos de 

indivíduos com tuberculose, malária e alergias (RATH et al., 2003; OLIVEIRA et al., 

2011). 

A Anfotericina B é um antibiótico poliênico, droga de segunda escolha no tratamento 

da leishmaniose cutânea, sendo utilizado em casos que não respondem terapeuticamente ao 

tratamento com Glucantime ou na impossibilidade do seu uso. A anfotericina B se liga a 

esteróis de parede celular, preferencialmente ao ergosterol, que é o principal esterol 

presente na membrana celular de fungos, bem como de Leishmania, mas não das 

membranas celulares de mamíferos. Assim, inibe selectivamente a síntese da membrana do 

parasita e promove formação de poros nesta membrana, levando-o a morte (SINGH & 

SIVAKUMAR, 2004). Deve ser administrada sob vigilância, em serviços especializados, 

com paciente hospitalizado. Possui alto custo, muitos efeitos colaterais por ser muito tóxica 

e é contra indicada a gestantes, cardiopatas, nefropatas e hepatopatas (MACHADO-PINTO 

et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2011). Este fármaco pode ser incorporado a lipossomas 

carreadores sendo absorvido pelo sistema reticuloendotelial onde o parasita Leishmania 

reside (SINGH & SIVAKUMAR, 2004) e assim é pouco absorvido pelos rins, o maior 

órgão alvo para a toxicidade da anfotericina B, mas seu alto custo limita seu uso pelos 

pacientes (RATH et al., 2003; AMATO et al., 2004).  

A Pentamidina é outro medicamento que apresenta bons resultados com baixas doses, 

na infecção por L. guyanensis. Tem as mesmas contra-indicações da Anfotericina B e 

vários efeitos colaterais como hipoglicemia, hipotensão, alterações cardiológicas e 

nefrotoxicidade (AMATO, 1997; OLIVEIRA et al., 2011). A Paramomicina tem sido 

testada em diferentes formulações químicas e apresenta resultados variáveis (CROFT & 

OLLIARIO, 2011). A Miltefosina oral tem apresentado resultados variáveis também em 

relação a lesões cutâneas induzidas por diferentes espécies de Leishmania (SERRANO-

MARTÍN et al., 2009). Outros fármacos vêm sendo testados em lesões leishmanióticas 
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como o fluconazol, itraconazol e cetoconazol, mas até agora não tiveram resultados 

satisfatórios capazes de torná-los fármacos de escolha para o tratamento da leishmaniose 

cutânea. 

 

1.5 Relevância fisiopatológica da hipóxia e seus marcadores 

Características das lesões leishmanióticas como intensa proliferação do parasito, 

infiltrado inflamatório nos tecidos infectados, microcirculação prejudicada com mudanças 

no fluxo sanguíneo tecidual, infecções secundárias com bactérias aeróbias e anaeróbias e 

detecção de HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor) são fortes indicativos da formação de um 

microambiente com baixos níveis de oxigênio, isto é, de hipóxia. 

A hipóxia (reduzida pressão parcial de oxigênio) pode ser causada pela redução do 

suprimento de oxigênio ou por isquemia localizada. Muitos tumores sólidos apresentam 

regiões hipóxicas (pO2 < 5 mmHg) devido a incapacidade dos vasos em fornecer oxigênio 

suficiente ao rápido crescimento do tumor.  Além disso, é reconhecida como um importante 

mecanismo patofisiológico de muitas doenças como arteriosclerose, fraturas ósseas, artrites 

e reações inflamatórias em geral (WENGER, 2002; KAELIN & RATCLIFFE, 2008; KOH 

et al., 2008). Entretanto, a hipóxia também tem um importante e benéfico papel na 

fisiologia dos mamíferos, constituindo um estímulo fisiológico que ocorre em resposta ao 

crescimento tecidual durante o desenvolvimento normal e a embriogênese (KOH et al., 

2008; SEMENZA et al., 2009). 

Existem evidências de que o microambiente hipóxico em lesões inflamatórias e 

tumorais esteja relacionado à cronicidade destas lesões e as dificuldades na difusão de 

quimio e radioterápicos durante o tratamento de carcinomas. Uma importante relação entre 

a hipóxia e o processo de cicatrização já foi relatado, com crescimento vascular e tecidual, 

em um modelo de lesão cutânea induzida em ratos (LOKMIC et al., 2006). 

Estudos realizados em sistemas in vitro demonstraram que a hipóxia é um estímulo 

metabólico específico e um sinal que afeta as propriedades dos macrófagos (LEWIS et al., 

1999; MURDOCH et al., 2005). Nosso grupo observou, in vitro, uma alteração no fenótipo 
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de macrófagos em relação à infecção com L. amazonensis, tornando-os mais resistentes à 

proliferação intracelular deste parasito (COLHONE et al., 2004; DEGROSSOLI et al., 

2004). Degrossoli et al. (2011) avaliando os mecanismos pelos quais macrófagos são 

capazes de controlar a infecção por L.  amazonensis, durante a hipóxia, observaram uma 

relação de ROS (intermediários reativos de oxigênio) com o efeito leishmanicida desses 

macrófagos. Além disso, foi relatado que a infecção por L. amazonensis induz, in vitro, a 

expressão de HIF-1 e HIF-2 pelos macrófagos, sugerindo que a hipóxia, condição 

presente nos tecidos infectados, altera o fenótipo dos macrófagos, modulando a resposta 

destes à infecção por Leishmania (DEGROSSOLI et al., 2011).  

Uma forma de avaliar a presença de microambientes hipóxicos é através do 

pimonidazol, um marcador de hipóxia exógeno. O pimonidazol se liga irreversivelmente 

em células com baixa tensão de oxigênio em órgãos de animais vivos, formando adutos. A 

detecção destes adutos é feita pelo método HypoxyprobeTM-1, que se baseia na técnica de 

imuno-histoquímica (TERADA et al., 2007). Estes adutos são imunogênicos e podem ser 

reconhecidos por anticorpos monoclonais e policlonais (ARTEEL et al., 1995). Vários 

trabalhos foram realizados com este sistema de detecção de hipóxia para a avaliação da pO2 

em órgãos como fígado, baço, pulmões, intestino, lesões cutâneas e tumores, avaliados em 

camundongos, humanos e cães (AZUMA et al., 1997; RALEIGH  et al., 2001; AZUMA et 

al., 2003; PLOCK et al., 2007; TERADA et al., 2007; HUANG & CHEN, 2009; ARAÚJO 

et al., 2010; ARAÚJO et al., 2012). 

Outro marcador de hipóxia é o fator de transcrição HIF (Hypoxia Inducible Factor), 

um heterodímero constituído pela subunidade β (HIF-1/ARNT), constitutivamente 

expressa no núcleo das células, e por uma das três subunidades  (HIF-1, HIF-2 ou HIF-

3) que é regulada pela presença de oxigênio (GORDAN & SIMON, 2007; KAELIN & 

RATCLIFFE, 2008; NIZET & JONHSON, 2009). Em condições normais de oxigênio a 

subunidade  do HIF sofre hidroxilação pós-transcricional realizada pelas enzimas 

dependentes de oxigênio, as prolil-hidroxilases, que levam HIF-αa uma rápida degradação 

proteossomal via complexo von Hippel-Lindau-E3 ligase (KOH et al., 2008; SEMENZA, 
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2009). Em condições hipóxicas a subunidade  do HIF é estabilizada, uma vez que os 

mecanismos reguladores são inibidos, ocorrendo acúmulo nuclear e citoplasmático de HIF-

. O HIF- presente no núcleo se complexa com HIF-β desencadeando ativação e 

expressão de diversos genes envolvidos principalmente nos processos de angiogênese, 

metabolismo da glicose, proliferação celular e apoptose (KOH et al., 2008; SEMENZA, 

2009; IMTYIAZ & SIMON, 2010). 

HIF-1 é um fator de transcrição presente em diversos tecidos com inflamação e 

ambientes com baixa pressão parcial de oxigênio (SEMENZA, 2001; ZINKERNAGEL & 

JOHNSON, 2007). Além disso, este fator é responsável pela atividade de vários genes 

envolvidos principalmente na glicólise anaeróbica, mas também no metabolismo do ferro, 

na sobrevivência, na proliferação celular, angiogênese e na apoptose a fim de aumentar a 

adaptação da célula ao microambiente hipóxico (ZINKERNAGEL & JOHNSON, 2007; 

SEMENZA, 2009; IMTYIAZ & SIMON, 2010).  

Nosso grupo avaliou a expressão de HIF-1 em lesões causadas L. amazonensis em 

pata de camundongos BALB/c e detectou HIF-1 no citoplasma de macrófagos infectados 

a partir de 70 dias de infecção (ARRAIS-SILVA et al., 2005). Diferentemente do 

encontrado em lesões induzidas por L. amazonensis em BALB/c, alguns estudos têm 

demonstrado que em casos de tumores o acúmulo de HIF-1 é predominantemente nuclear, 

no entanto, alguns macrófagos associados a tumores expostos a hipóxia expressam HIF-1 

tanto no núcleo quanto no citoplasma (CROWTHER et al., 2001; BURKE et al., 2002).  

O HIF-2 possui uma expressão limitada ao endotélio, rim, coração, pulmões, eptélio 

gastrointestinal, macrófagos de medula óssea e algumas células do sistema nervoso central. 

O HIF-2 também é um importante regulador da imunidade inata e atua preferencialmente 

na ativação de VEGF e TGF- em processos inflamatórios (GORDAN & SIMON, 2007; 

IMTIYAZ et al., 2010). Degrossoli et al. (2011) demonstraram in vitro, a expressão de 

HIF-1 e HIF-2 em macrófagos peritoneais de BALB/c, infectados ou não com L. 

amazonensis e submetidos a hipóxia. O HIF-2 foi detectado tanto no núcleo quanto no 

citoplasma dos macrófagos, quando avaliado por imunofluorescência. A presença deste 
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fator no núcleo de células infectadas com Leishmania nos induz a avaliação da angiogênese 

principalmente pela indução da expressão de VEGF. 

Abaixo faremos uma descrição do fator angiogênico, VEGF, e de algumas proteínas 

inflamatórias (COX-2, HO-1, HSP-70, Gal-3, MIF, MIP-2, p38MAPk) que avaliamos neste 

trabalho para o entendimento do desenvolvimento da infecção em diferentes modelos.   

 

1.6 Angiogênese induzida pela hipóxia  

O VEGF (Vascular Endotelial Growth Factor) é um potente fator angiogênico 

relacionado principalmente ao aumento da permeabilidade vascular e neovascularização em 

câncer, retinopatia diabética, feridas, degeneração macular relacionada à idade e infecções 

parasitárias como a esquistossomose. Assim como HIF-1, ambientes com baixa pressão de 

oxigênio são estímulos à produção de VEGF por macrófagos (HARMEY et al., 1998; 

XIONG et al., 1998; KONNER & DUPONT, 2004; ARAÚJO et al., 2010). O VEGF 

também é importante em processos fisiológicos como o desenvolvimento vascular 

embrionário, onde a ausência de sua produção é letal ao embrião (FERRARA et al., 1996; 

ICHIHARA et a., 2011). 

Bateman et al. (2007) demonstraram uma correlação positiva entre a expressão de 

HIF-1 e VEGF durante a endotoxemia do miocárdio, em ratos. Poulaki et al. (2002) 

utilizando modelo murino, para retinopatia diabética, observaram que HIF-1 induz a 

expressão de VEGF na retina, levando a angiogênese, remodelamento vascular e quebra da 

barreira hemato-retinal. Outros autores sugeriram uma relação entre o HIF-1 e a expressão 

de VEGF com a progressão de tumores sólidos, e consequente prognóstico indesejável aos 

pacientes com câncer (GORDAN & SIMON, 2007; QING & SIMON, 2009; IMTIYAZ et 

al., 2010; ICHIHARA et a., 2011).  

Araújo et al. (2010) observaram uma correlação positiva entre a presença de 

microrregiões hipóxicas (detectadas pelo método HypoxyprobeTM-1) e expressão de HIF-

1 e VEGF nos tecidos de fígado, baço, intestino de camundongos infectados com 
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Schistosoma mansoni. Esse estudo sugeriu que a hipóxia exerce um papel na manutenção 

da resposta angiogênica em granulomas. 

A avaliação da existência de correlação entre hipóxia e seus marcadores 

(Hypoxyprobe, HIF-1 e HIF-2) com a expressão de VEGF na leishmaniose cutânea em 

diferentes modelos de infecção na linhagem susceptível e resistente pode ser útil ao 

entendimento do desenvolvimento destas lesões. Assim como da interação destes fatores 

com algumas proteínas inflamatórias durante a infecção crônica e sua relação com o 

controle da proliferação do parasita pelo hospedeiro após o tratamento.  

 

1.7 Avaliação de proteínas inflamatórias 

O microambiente tissular instalado após a infecção por L. amazonensis em modelos 

de infecção, como dorso ou pata, em linhagens BALB/c/AnUnib e C57BL/6/JUnib deve 

apresentar diferenças, como na expressão das proteínas inflamatórias descritas neste item. 

A avaliação da dinâmica de expressão destas proteínas, em cada modelo, pode auxiliar na 

elucidação dos variados desenvolvimentos da infecção.  

1.7.1 HO-1 - Heme Oxigenase-1 

A Heme oxigenase (HO) é uma importante enzima que atua em reações de óxido-

redução intracelular, regula da degradação da proteína heme e do metabolismo do ferro, 

atua na supressão do estresse oxidativo através da formação de poderosos antioxidantes 

(bilirrubina e biliverdina) e contribui com a modulação de monóxido de carbono (CO) no 

endotélio vascular. A biliverdina e seus metabólitos possuem propriedades antioxidantes e 

antiinflamatórias. O CO liberado atua como um importante vasodilatador e é capaz de 

induzir p-38 MAPK em processos anti-inflamatórios e angiogênese (ABRAHAM & 

KAPPAS, 2008).  

A duas principais isoformas são HO-1, isoenzima induzível também conhecida como 

uma “heat shock protein” – HSP 32, e HO-2, isoenzima constitutiva. Muitos fatores podem 

contribuir para a o aumento da expressão de HO-1, dentre eles processos inflamatórios e 
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hipóxia crônica, sendo possível relacionar o aumento de HO-1 com HIF-1, óxido nítrico, 

intermediários reativos de oxigênio (BESCHORNER et al., 2000; MORITA et al.,2005; 

ABRAHAM & KAPPAS, 2008). E curiosamente, HO-1 também modula a imunidade inata 

e adaptativa, sendo considerada uma enzima citoprotetora com importante função na 

manutenção da homeostase celular, durante processos inflamatórios (SOARES et a., 2009; 

LUZ et al., 2012). 

Sunderram et al., (2009) observaram expressão de HO-1 em camundongos 

submetidos a hipóxia crônica para indução de uma adaptação cardiorespiratória. Esta 

proteína foi observada no quarto dia de hipóxia e persistiu até o décimo dia. Lin et al., 

(2009) demonstraram que uma super expressão de HO-1 pode promover neovascularização 

em tecidos cardíacos isquêmicos através da indução de VEGF e pelo recrutamento de 

células progenitoras da medula óssea. 

Pham et al. (2005) utilizando células RAW 264.7 infectadas com L. pifanoi 

observaram que os amastigotas podem induzir maior aumento da expressão de HO-1 

quando comparado aos promastigotas. E com este mecanismo ambos inibem a produção de 

superóxidos pela célula hospedeira, e pode ser considerado um mecanismo de evasão do 

mesmo à resposta imune do hospedeiro.  

Luz et al. (2012) observaram um aumento de HO-1 tanto em macrófagos murinos 

quando em amostras de soro humano de pacientes infectados com L. chagasi. Esse trabalho 

demonstrou que HO-1 regula produção de mediadores pró-inflamatórios e relacionados ao 

estresse oxidativo. Assim, o HO-1 contribui para persistência do parasito em macrófagos, 

reforçando a teoria de que a indução de HO-1 é um mecanismo de escape do parasito. 

 

1.7.2 p-38MAPk - Mitogen-Activated Protein Kinase 

As MAPk desempenham um papel chave na regulação de funções celulares de 

diversos estímulos extracelulares. A família de MAPk inclui quinase 1 e 2 (ERK1/2), p38 

MAPK e JNK. A cascata ERK1/2 é ativada em resposta a mitógenos e fatores de 

crescimento e estão associados à regulação de proliferação, desenvolvimento e 
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diferenciação celular. As cascatas de p38MAPk e JNK se tornam ativadas em resposta a 

fatores fisiológicos, estresse e regula respostas inflamatórias. A cascata MAPk tem uma 

função importante em macrófagos, regulando seu envolvimento na inflamação e defesa do 

hospedeiro (HAMBLETON et al. 1996; BASU et al., 2006; RUHLAND & KIMA, 2009).  

A p-38MAPk é uma proteína quinase com maior expressão e ativação pela presença 

de citocinas pró-inflamatórios (TNF-, IL-1, IL-12 e IL-17) e em casos de estresse 

provocado pela radiação ultravioleta, choque osmótico e hipóxia (ONO & HAN, 2000). A 

p-38 MAPk também contribui para o aumento da permeabilidade vascular (IRWIN et al., 

2005). Kim et al. (2005) demonstraram que Toxoplasma gondii desencadeia uma ativação 

de MAPk em macrófagos de medula de camundongos, levando a indução de IL-12 

dependente de p38. A produção de IL-12 também é alterada em macrófagos derivados de 

medula óssea de BALB/c e C57BL/6 infectados por L. amazonensis. Os resultados sugerem 

que p38 está relacionado a inibição da produção de IL-12, via PI3K/Akt, porém os dados 

ainda são inconclusivos (RUHLAND et al., 2009)  

Basu et al. (2006) avaliaram a capacidade dos antimoniais pentavalente ativarem um 

mecanismo microbicida através da ativação de PI3K, PKC (proteína C quinase) e MAPks 

para eliminar L. donovani em macrófagos peritoneais de BALB/c e C57BL/6, e observaram 

que os antimoniais pentavalentes induziram a fosforilação de p38MAPk que levou um 

aumento da produção de NO e TNF-. 

 

1.7.3 COX-2 - Ciclooxigenase 2 

A Ciclooxigenase 2 (COX-2), proteína clássica de inflamação, tem expressão elevada 

em vários tipos de câncer humano e vários processos inflamatórios em diversos órgãos. No 

caso de neoplasisas, esta expressão indica um prognóstico indesejado para a progressão da 

doença (FERRANDINA et al., 2002; GAFFNEY et al., 2001; GHOSH et al., 2010). A 

COX-2 está relacionada ao metabolismo de prostaglandinas bloqueando a apoptose e 

promovendo angiogênese. Uma relação entre COX-2 e VEGF tem sido encontrada, onde a 

inibição da COX-2 in vitro e camundongos geneticamente modificados sem a expressão da 
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COX-2 apresentou síntese reduzida de VEGF (CHIARUGI et al., 1998; WILLIAMS et al., 

2000). Vários autores já demonstraram uma relação entre VEGF e MIP-2, MCP-1, MIF e 

COX-2 em células tumorais (CHIARUGI et al., 1998; UENO et al., 2000; WILLIAMS et 

al., 2000; SCAPINI te al., 2004; GHOSH et al., 2010). Estas proteínas têm ação na indução 

da angiogênese e estão presentes em ambientes hipóxicos.  

Matte et al. (2001) observaram que monócitos humanos (U937) infectados com L. 

donovani induzem expressão de COX-2, que está envolvida na produção de PGE2, 

molécula imunossupressora, estando este mecanismo relacionado ao processo de 

patofisiologia da leishmaniose. Shweash et al. (2011) observaram que macrófagos 

infectados com L. mexicana apresentam fosforilação da p38MAPk que está relacionado ao 

aumento da expressão de COX-2 e iNOS e diminuição de IL-12. 

 

1.7.4 MIF - Macrophage Migration Inhibitory Factor  

MIF é uma proteína pró-inflamatória induzida pela hipóxia, importante na 

angiogênese, proliferação e diferenciação celular. É encontrada em casos de sepse, asma, 

isquemia cardíaca, inflamações crônicas, doenças autoimunes e processos tumorais 

(GABER et al., 2011; GAO et al., 2011). A influência de MIF na angiogênese pode ocorrer 

tanto em condições hipóxicas quanto em normóxia.  

Em condições hipóxicas, a presença de MIF amplifica a expressão e atividade de 

HIF-1. Em tumores, MIF induzido por hipóxia pode se difundir para áreas não hipóxicas e 

aumentar a expressão de VEGF e IL-8, promovendo aumento da neovascularização 

(RENDON et al., 2009). MIF está relacionada a mau prognóstico do câncer, com 

desenvolvimento de metástases e é secretada pela glândula pituitária anterior e por 

macrófagos ativados (REN et al., 2003; BUCALA et al., 2007; BACH et al., 2008; GAO et 

al., 2011).  

Em microambientes hipóxicos, a expressão de MIF é dependente de HIF-1 tanto em 

células tumorais de modelo murino (BUCALA et al., 2007) como em linfócitos T humano 

(GABER et al., 2011). Ren et al., (2003) observaram um aumento de MIF na presença de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Shweash%2BM%5bauth%5d


Introdução 

 

  16 

 

VEGF, em carcinoma hepatocelular em humanos. Santos-Oliveira et al. (2011) observaram 

uma correlação entre os altos níveis de LPS plasmático e o aumento de MIF e citocinas pró-

inflamatórias, em indivíduos com leishmaniose visceral, sugerindo mau prognóstico da 

doença.  

 

1.7.5 HSP 70 – “Heat Shock Protein” 

HSP-70 é uma proteína de choque térmico (“heat shock protein”), produzida pelas 

células como uma das formas de se proteger de danos causados por estresse do tipo 

hipertermia, estresse oxidativo, hipóxia e exposição a toxinas (YUAN et al., 2010). 

Nosso grupo de pesquisa avaliou a expressão de proteínas de choque térmico (HSP-

70) em macrófagos, sendo observada uma redução na expressão de HSP-70 nessas células 

durante hipóxia e infecção com Leishmania (DEGROSSOLI et al., 2007). Em outro estudo 

desenvolvido pelo nosso grupo, subpopulações de macrófagos foram adaptados ao 

ambiente hipóxico (J774 resistentes à morte em hipóxia severa (1% O2) e selecionados in 

vitro, estes apresentaram uma modulação negativa da expressão de HSP 70, redução do 

número de macrófagos infectados e do número de parasitas por macrófagos. Estas células 

apresentaram uma modulação negativa da expressão de HSP 70, da produção de TNF-α e 

NO, além de apresentar uma susceptibilidade reduzida à infecção com L. amazonensis 

(DEGROSSOLI et al.,2004;2007).  

 

1.7.6 MIP-2 - Macrophage Inflammatory Protein-2 

Uma proteína importante na angiogênese e também correlacionada a microambientes 

hipóxicos é a CXCL1/MIP-2 (Macrophage Inflammatory Protein-2). Scapini et al. (2004) 

observaram a relação entre MIP-2 e VEGF-A na angiogênese, em modelo murino 

(C57BL/6). A neutralização de VEGF-A por anticorpos específicos impedia a resposta 

angiogênica induzida por MIP-2, indicando que MIP-2 induz o recrutamento de neutrófilos 

que liberam VEGF, resultando na angiogênese.  
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Ji et al. (2003) avaliando a expressão de  alguns mediadores inflamatórios nos 

estágios iniciais de infecção de camundongos C57BL/6 por L. amazonensis e L. major, 

observaram que a infecção por L. amazonensis não apresenta uma produção de citocinas 

inflamatórias no estágio inicial de infecção, concomitante à redução de MIP-2. Estas 

alterações foram acompanhadas pela diminuição da capacidade de resposta das células T o 

que contribuiu para a progressão da lesão nos animais infectados por L. amazonensis, 

diferentemente da infecção por L. major. 

Robert-Gangneux et al. (2012) avaliaram o papel das células iNKT, de C57BL/6 

infectados com L. donovani, na formação de granulomas hepáticos e eliminação do 

parasito. O grupo observou que estas células estão envolvidas na produção de quimiocinas, 

dentre elas MIP-2, e citocinas utilizadas para o recrutamento de células para formação do 

granuloma. Uma correlação positiva foi observada entre a produção de MIP-2 e a 

quantidade de granulomas maduros, que supostamente estão envolvidos na resolução da 

infecção. 

 

1.7.7 Gal-3 - Galectina 3  

A Galectina 3 é um membro da família das lectinas que se liga seletivamente a 

resíduos de β-galactosidase. Localiza-se predominantemente no citoplasma, mas pode se 

translocar para o núcleo. A Gal-3 está relacionada a processos de adesão, proliferação, 

diferenciação celular, angiogênese e metástase em tumores. Dependendo do tipo de tumor 

pode apresentar atividades pró-apoptótica ou anti-apoptótica (NAKAHARA et al.,2005; 

BROWN et al., 2012). 

Outra ação da Gal-3 é na implantação do embrião, uma vez que há maior expressão 

desta proteína no endométrio e trofoblasto. Além disto, ela está relacionada ao processo de 

adesão celular eptelial do endométrio e proliferação (LEI et al., 2009; YANG et al., 2012) 

Brown et al. (2012) relataram um pior prognóstico de melanomas humanos mediante 

maior expressão de Gal-3, sugerindo que esta molécula possui uma função importante na 
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patogênese do melanoma e que pode ser utilizada como marcador de prognóstico em 

melanoma primário 

Uma relação de infecção por protozoários, Trypanosoma cruzi, em mamíferos e a 

Gal-3 foi observada por Villalta et al. (2009), onde o silenciamento da Gal-3 humana 

promoveu redução da adesão dos tripomastigotas nas células hospedeiras. 

 

Diante da hipótese de que existem alterações no microambiente da lesão causada por 

L. amazonensis, como concentração de oxigênio, expressão de VEGF e de proteínas 

inflamatórias (COX-2, HO-1, HSP-70, Gal-3, MIF, MIP-2, e p38MAPk), e de que estas 

aleterações estejam relacionadas ao curso da infecção, avaliamos o perfil destes marcadores 

em linhagens de camundongos suscepíveis (Balb/c) e capazes de controlar a infecção 

(C57BL/6). Além disso, as proteínas que tiveram alterações mais relevantes foram 

avaliadas, também após tratamentos farmacológicos convencionais. Como estes 

tratamentos reduzem a carga parasitária acreditamos que é possível uma alteração no 

microambiente, com mudanças no perfil destas proteínas em lesões murinas induzidas por 

L. amazonensis, confirmando ou não a importância destes fatores no controle da infecção.  
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2. Objetivo Geral 

Compreender o papel do microambiente hipóxico e avaliar a expressão de algumas 

proteínas inflamatórias durante a infecção por Leishmania amazonensis em camundongos 

susceptíveis (BALB/c/AnUnib) e capazes de controlar a infecção (C57BL/6/JUnib). 

 

2.1 Objetivos específicos 

Avaliar a presença de microambiente hipóxico das lesões de pata e dorso de camundongos 

BALB/c/AnUnib e lesões de pata em C57BL/6/JUnib, infectados com L. amazonensis, pelo 

método HypoxyprobeTM-1e pela detecção de HIF-1 e HIF-2. 

 

Avaliar o perfil de expressão do fator angiogênico, VEGF, em lesões de pata e de dorso de 

camundongos BALB/c/AnUnib e em lesões de pata em C57BL/6/JUnib, infectados com L. 

amazonensis.  

 

Avaliar o perfil de expressão de proteínas inflamatórias (COX-2, HO-1, HSP-70, Gal-3, 

MIF, MIP-2, p38MAPk) nas lesões de pata e de dorso de camundongos BALB/c/AnUnib e 

lesões de pata em C57BL/6/JUnib, infectados com L. amazonensis. 

 

Avaliar se camundongos BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis e submetidos ao 

tratamento com Glucantime ou Anfotericina B apresentam modificações no 

microambiente hipóxico (HypoxyprobeTM-1, HIF-1 e HIF-2), fator angiogênico (VEGF) 

e perfil de expressão das seguintes proteínas inflamatórias (HO-1, MIF e p38MAPk).
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3. Materiais e Métodos 

3.1 Parasitas  

As amastigotas de Leishmania amazonensis (MHOM/BR/73/M2269) foram 

mantidas em camundongos isogênicos BALB/c/AnUnib, no coxim plantar da pata traseira 

direita. Estes amastigotas foram retirados das lesões através de raspagem, com bisturi 

estéril, em solução salina contendo gentamicina (25mg/l). A suspensão obtida foi filtrada 

em gaze estéril para a retirada de resíduos teciduais. O número de amastigotas foi contado 

em câmara de Neubauer (BARBIERI et al., 1993). 

 

3.2 Animais 

Camundongos isogênicos da linhagem BALB/c/AnUnib e C57BL/6/JUnib (fêmeas, 

4 semanas), SPF (Specific Patogen Free), fornecidos pelo CEMIB/Unicamp foram 

mantidos no isolador do Departamento de Biologia Animal do Instituto de Biologia da 

Unicamp, durante o decorrer dos experimentos. A Comissão de Ética em Experimentação 

Animal da Unicamp (CEEA-IB-UNICAMP) aprovou a utilização destes animais e a 

realização deste trabalho (Número 1891-1).  

 

3.3 Infecção de camundongos com L. amazonensis 

Os camundongos foram infectados, via subcutânea, no coxim plantar da pata 

traseira direita com 105 amastigotas de L. amazonensis (GIORGIO et al., 1998; ARRAIS-

SILVA et al., 2005). Alternativamente, para infecção no dorso, os camundongos foram 

infectados com 105 amastigotas de L. amazonensis próximo a cauda. Para este modelo foi 

necessário a retirada dos pêlos, 2 dias antes da infecção, com o auxílio de uma lâmina de 

barbear. Este mesmo procedimento foi realizado, quando necessário, durante o período de 

desenvolvimento da lesão, para que não houvesse pêlos no local (AYRES, 2007).  
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3.4 Avaliação da infecção de camundongos inoculados com L. amazonensis  

O curso da infecção na pata foi monitorado pelo acompanhamento do aumento da 

lesão, através da medição do seu comprimento e largura, utilizando um paquímetro, como 

instrumento de medição. O tamanho da pata infectada foi comparado ao tamanho da pata 

não infectada (GIORGIO et al., 1998; ARRAIS-SILVA et al., 2005). Os camundongos 

infectados na pata foram sacrificados por deslocamento cervical nos tempos 2, 20, 70 e 150 

dias após a infecção.  

O curso da infecção no dorso foi avaliado através da determinação do diâmetro da 

lesão. Para isso, medidas como o comprimento e a largura da lesão foram determinadas por 

paquímetro, semanalmente (AYRES, 2007). Nos tempos de 40, 70, 110 e 140 dias após a 

infecção os camundongos com lesão no dorso foram sacrificados por deslocamento 

cervical.  

 

3.5 Avaliação da hipóxia por Hypoxyprobe TM-1 

 Aos animais foi administrado intraperitonealmente 120µl de hidrocloreto de 

pimonidazol (60mg/Kg) (HypoxyprobeTM-1) uma hora antes do sacrifício. Para isto, o 

pimonidazol foi diluído em soro fisiológico estéril, na concentração de 10mg/ml. 

Os tecidos da pata e do dorso foram fixados em parafomaldeído 4%, durante 24 horas 

e processados em parafina. Cortes de 5µm foram obtidos no micrótomo (Leica). A técnica 

de imuno-histoquímica para o kit Hypoxyprobe-1 foi realizada de acordo com o protocolo 

do fabricante deste kit. Após a desparafinização e hidratação dos cortes foi realizado o 

consumo da peroxidase endógena com uma solução de H2O2 5% em PBS 0,05M pH 7,4, 

durante 5 minutos, a temperatura ambiente. A recuperação antigênica foi realizada com 

uma solução de pronase (Sigma) 0,01%, à 40ºC, durante 40 minutos. Para o bloqueio dos 

sítios inespecíficos foi realizado incubação com soro de cabra (1:50) por 30 minutos, em 

câmara úmida a temperatura ambiente. Todas as lavagens foram realizadas com PBS 0,05M 

pH 7,4 + 0,2% Brij 35. As secções teciduais foram incubados, durante 40 minutos a 

temperatura ambiente, com anticorpo primário monoclonal MAb1 (HypoxyprobeTM-1) para 
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detecção dos adutos de pimonidazol. Após lavagem, foi adicionado ao tecido anticorpo 

secundário (IgG anti camundongo produzido em coelho conjugados com biotina), durante 

10 minutos a temperatura ambiente. A incubação com a estreptavidina-peroxidase foi 

realizada em câmara úmida, a temperatura ambiente durante 10 minutos. A 3,3-

diaminobenzidina e o peróxido de hidrogênio foram utilizados como substratos. A contra-

coloração foi realizada com Hematoxilina aquosa de Harris. Após desidratação, 

diafanização dos cortes e montagem das lâminas as imagens foram observadas no 

microscópio Eclipse 50i (Nikon) e capturadas pelo software ACT-1 (Nikon). Como 

controle negativo um corte por lâmina não recebeu anticorpo primário.  

 

3.6 Avaliação da expressão de COX-2, Gal-3, HIF-1α, HO-1, HSP-70, Mac-3, 

MIF, MIP-2, p38-MAPK e VEGF pelo método de imuno-histoquímica 

A avaliação da expressão de COX-2, Gal-3, HIF-1α, HO-1, HSP-70, Mac-3, MIF, 

MIP-2, p38-MAPK e VEGF nos tecidos de dorso e pata dos camundongos infectados com 

L. amazonensis foi realizada pelo método de imuno-histoquímica.  

Os tecidos foram fixados em paraformaldeído 4% durante 24 horas, processados em 

parafina e cortados no micrótomo (5µm). Após a desparafinização e hidratação dos cortes 

foi realizado o consumo da peroxidase endógena com uma solução de H2O2 5% em PBS 

0,05M pH 7,4 durante 30 minutos, a temperatura ambiente.  

A recuperação antigênica, realizada com Tampão citrato pH 6,0 no microondas (3 

ciclos de 3 minutos cada), foi utilizada somente na detecção de Gal-3, HIF-1α, HO-1, HSP-

70, MIF, MIP-2, p38-MAPK e VEGF.  

Em seguida o material foi incubado com PBS-BSA 1%, durante 30 minutos, a 

temperatura ambiente, para bloqueio de sítios inespecíficos. Todas as lavagens foram 

realizadas com PBS 0,05M pH 7,4 + 0,2% Tween 20.  

Os anticorpos primários utilizados foram:  

- policlonal anti-HIF-1 produzido em coelho (Santa Cruz Biotechnology) 

- policlonal anti-VEGF produzido em coelho (Calbiochem) 
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- policlonal anti-MIF produzido em coelho (Santa Cruz Biotechnology) 

- policlonal anti-MIP-2 produzido em coelho (Santa Cruz Biotechnology) 

- policlonal anti-HO-1 produzido em coelho (Abcam) 

- policlonal anti-HSP-70 produzido em coelho (Abcam) 

- policlonal anti-p38 produzido em coelho (Abcam) 

- policlonal anti-galectina 3 produzido em coelho (Abcam) 

- policlonal anti-COX-2 produzido em cabra (Abcam) 

- monoclonal anti-mouse Mac-3 (BD Pharmingen) 

Os anticorpos primários ficaram em contato com as secções teciduais, overnight, a 4ºC. 

O anticorpo secundário conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich) foi incubado durante 

por 45 minutos em câmara úmida, a temperatura ambiente, e o substrato utilizado foi 3,3-

diaminobenzidina associada ao peróxido de hidrogênio. A contracoloração foi realizada por 

Hematoxilina aquosa de Harris. Após desidratação, diafanização dos cortes e montagem 

das lâminas as imagens foram obtidas por um sistema de imagem digital em um 

microscópio de luz Eclipse 50i (Nikon) e capturadas pelo software ACT-1 (Nikon). Como 

controle negativo um corte por lâmina não recebeu anticorpo primário. 

 

3.7 Avaliação da expressão e localização de HIF-1α e HIF-2α pelo método de 

imunofluorescência 

Os tecidos de pata traseira e dorso de camundongos BALB/c/AnUnib foram fixados 

em paraformaldeído 4% em PBS (0,1 M) pH 7,4, durante 24 horas, processados em 

parafina e cortados em 5µm de espessura. Após a desparafinização e hidratação, a 

recuperação antigênica foi realizada com Tampão Citrato pH: 6,0 no microondas (3 ciclos 

de 3 minutos cada). Todas as lavagens foram realizadas com PBS 0,05M pH: 7,4 + 0,2% 

Tween 20. Para bloqueio dos sítios inespecíficos foi utilizado PBS-BSA 1%, incubação em 

câmara úmida e a temperatura ambiente, durante 30 minutos. Anticorpos primários 

policlonais anti-HIF-1α (Santa Cruz Biotechnology) e anti-HIF-2α (produzido pelo 

laboratório do Dr. Darren Richard, da Universidade de Laval, Canadá, e gentilmente cedido 
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pelo Dr. Wagner W. Arrais- Silva) foram incubados, overnight, a 4º. O anticorpo 

secundário utilizado foi um IgG anti coelho conjugado com FITC (Sigma) e a incubação foi 

realizada em câmara escura durante 10 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, após 

lavagem os cortes foram incubados com Azul de Evans 0,01% (1:10) durante 10 minutos, 

em câmara escura. A montagem da lâmina foi realizada com meio de montagem contendo 

DABCO, glicerol 90% e DAPI em PBS. As imagens foram obtidas por um sistema de 

imagem digital em um microscópio de luz Eclipse 50i (Nikon) e capturadas pelo software 

ACT-1 (Nikon).  

 

3.8 Protocolos de tratamentos dos camundongos BALB/c/AnUnib infectados 

com L. amazonensis  

3.8.1 Esquema terapêutico utilizando Glucantime  

Para avaliação do efeito do tratamento com Glucantime (N-methyl glucamine 

antimonite; Sanofi-Aventis), foram utilizados 20 camundongos BALB/c/AnUnib. Desses, 4 

não foram infectados e 16 foram infectados com 105 amastigotas de L. amazonensis na pata 

direita.   

Os animais foram divididos nos seguintes grupos: 

- 4 camundongos BALB/c/AnUnib não infectados e não tratados (Grupo NINT) 

- 8 camundongos BALB/c/AnUnib infectados com 105 amastigotas de L. amazonensis e 

não tratados (Grupo INFNT) 

- 8 camundongos BALB/c/AnUnib infectados com 105 amastigotas de L. amazonensis e 

tratados com Glucantime (100mg/Kg/dia) (Grupo INFT). 

O tratamento com Glucantime (100mg/Kg/dia) foi administrado intraperitonelmente 

durante 20 dias consecutivos, começando no 20° dia de infecção, conforme padronizado em 

nosso laboratório (ARRAIS-SILVA et al., 2006). Os camundongos foram examinados para 

detecção de úlceras cutâneas, metástase e infecção secundária, e posteriormente 

sacrificados por deslocamento cervical, 7 dias após o término do tratamento. A carga 

parasitária foi estimada nas lesões de 4 camundongos de cada grupo  (INFNT e INFT). 
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Após o sacrifício as patas infectadas foram pesadas e o número total de amastigotas foi 

determinado como previamente descrito e padronizado em nosso grupo (ARRAIS-SILVA 

et al., 2005).  

3.8.2 Esquema terapêutico utilizando Anfotericina B 

Para avaliação do efeito do tratamento com Anfotericina B (Sigma-Aldrich) 20 

camundongos BALB/c/AnUnib foram utilizados no experimento.  

Os animais foram divididos nos seguintes grupos: 

- 4 camundongos BALB/c/AnUnib não infectados e não tratados (Grupo NINT) 

- 8 camundongos BALB/c/AnUnib infectados com 105 amastigotas de L. amazonensis e 

não tratados (Grupo INFNT) 

- 8 camundongos BALB/c/AnUnib infectados com 105 amastigotas de L. amazonensis e 

tratados com Anfotericina B (5mg/Kg/dia) (Grupo INFT). 

O tratamento com Anfotericina B (5mg/Kg/dia) foi administrado, 

intraperitonelmente, durante 15 dias consecutivos, começando no 20° dia de infecção. 

Os camundongos foram examinados para detecção de úlceras cutâneas, metástase e 

infecção secundária, e posteriormente sacrificados, por deslocamento cervical, 2 dias após o 

término do tratamento. A carga parasitária foi estimada nas lesões de 4 camundongos de 

cada grupo  (INFNT e INFT) de acordo com o descrito no item anterior (3.8.1). 

 

3.9 Análise estatística 

Todos os experimentos foram repetidos no mínimo por 3 vezes. Os resultados são 

apresentados como média ± DP. Os dados obtidos para os ensaios de infecção com            

L. amazonensis em diferentes condições são analisados estatísticamente pelo Teste t-

Students, com um nível de significância de p < 0.05.
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4. Resultados 

4.1 Avaliação da infecção causada por L. amazonensis em camundongos 

BALB/c/AnUnib e C57BL/6/JUnib 

Primeiramente, avaliamos o curso da infecção nos dois modelos murinos escolhidos 

para esse trabalho.  

 

4.1.1 Avaliação da infecção causada por L. amazonensis em camundongos 

BALB/c/AnUnib - Modelo dorso 

  Camundongos BALB/c/AnUnib foram infectados no dorso, com 105 amastigotas de 

L. amazonensis, e foram monitorados durante 140 dias. Durante esse período, não se 

observou mortalidade no grupo de animais infectados.  

O aparecimento de nódulo único, no dorso, onde o parasito foi inoculado, ocorreu 

com aproximadamente 15 dias de infecção. Houve um aumento progressivo do diâmetro da 

lesão (Figura 1), concomitante ao aumento do percentual de macrófagos no infiltrado 

celular, avaliado em material histológico das lesões (Tabela 1). A ulceração dos nódulos 

teve início aos 40 dias de infecção (Figura 2) e nesse tempo foram observados somente 

17% de macrófagos no infiltrado celular da lesão (Tabela 1). Após 70 dias de infecção os 

animais apresentaram lesão ulcerada com bordas elevadas, semelhante a uma lesão 

leishmaniótica em humanos (Figura 2). E observou-se diminuição da espessura da borda da 

lesão e infecções secundárias aos 140 dias de infecção (Figura 2). Nesse tempo não 

ocorreram metástases, e as lesões apresentaram 62% de macrófagos no infiltrado celular 

(Tabela 1). Confirmamos que as células infectadas no dorso eram macrófagos, através da 

detecção de Mac-3, uma glicoproteína de superfície de macrófagos, pela técnica de imuno-

histoquímica (Figura 3). Todos os animais foram sacrificados até 140 dias após a infecção. 

Esses resultados confirmam que camundongos BALB/c/AnUnib, quando inoculados no 

dorso com amastigotas de L. amazonensis são susceptíveis a infecção. 
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Figura 3. Determinação de macrófagos por imuno-histoquímica. Fotomicrografia do tecido de dorso 

de BALB/c/AnUnib infectado com L. amazonensis apresentando a imunomarcação do antígeno de 

superfície de macrófagos (Mac-3). Amastigotas (ama), núcleo (nu) e vacúolo parasitóforo (PV). 

 

4.1.2 Avaliação da infecção causada por L. amazonensis em camundongos 

BALB/c/AnUnib e C57BL/6/JUnib - Modelo Pata 

Camundongos BALB/c/AnUnib e C57BL/6/JUnib foram infectados com 105 

amastigotas de L. amazonensis no coxim plantar da pata traseira direita. O desenvolvimento 

da lesão, no modelo pata, foi monitorado nos tempos de 2, 20, 70 e 150 dias de infecção 

(Figura 4).  

Camundongos BALB/c/AnUnib apresentaram um progressivo aumento da pata 

infectada a partir do 20º dia de infecção (Figura 4). Esse aumento foi concomitante ao 

aumento do número de macrófagos no infiltrado celular na lesão (Tabela 2). 

Diferentemente da lesão induzida pelo parasita no dorso, a lesão na pata não foi circunscrita 

e nem possuiu bordas elevadas (Figuras 2 e 5A). Entre 20 a 70 dias de infecção houve um 

aumento na carga parasitária (Figura 6), e no percentual de macrófagos na lesão, de 58% 

(20° dia) a 91% (70° dia) (Tabela 2). Confirmamos que as células infectadas na pata eram 

macrófagos através da detecção de Mac-3, pela técnica de imuno-histoquímica (Figura 7).  
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As infecções secundárias foram observadas a partir do 70º dia de infecção (Figura 5A) e 

após 150 dias, assim como áreas de necrose e metástases na pata contralateral e no nariz 

dos animais (dados não mostrados).  

Camundongos C57BL/6/JUnib apresentaram aumento da pata infectada até 40° dia de 

infecção (Figura 4). Após esse período ocorreu diminuição no tamanho da pata infectada 

quando comparada à pata não infectada (Figura 3) e no percentual de macrófagos na lesão 

(Tabela 2). Interessante notar que ocorreu aumento de outras células inflamatórias como os 

polimorfonucleares e os linfócitos (Tabela 2). A carga parasitária aumentou em menor 

intensidade do que em lesões de camundongos BALB/c/AnUnib (Figura 6). Ulceração nas 

lesões, infecções secundárias, áreas de necrose e metástases não foram observadas nesses 

animais (Figura 5B).  

Quando comparamos as lesões em pata de camundongos BALB/c/AnUnib e 

C57BL/6/JUnib observamos uma nítida diferença no tamanho das patas infectadas a partir 

de 40 dias de infecção (Figuras 5 e 6). Os animais da linhagem BALB/c/AnUnib 

apresentaram uma variação de 12,5 a 17,5 mm no tamanho das lesões aos 150 dias de 

infecção. Nesse mesmo período camundongos C57BL/6/JUnib tiveram uma variação de 

1,10 a 2 mm no tamanho da pata infectada (Figura 4). A carga parasitária apresentou 

aumento progressivo nos tempos de 20, 70 e 150 dias, nas duas linhagens, sendo esse maior 

nos camundongos BALB/c/AnUnib (Figura 6). Avaliando o nível de sobrevivência dos 

animais infectados, todos os BALB/c/AnUnib morreram em até 150 dias de infecção. 

Entretanto, nenhum C57BL/6/JUnib morreu nesse período de avaliação (Figura 8). 

Os dados comprovam que a linhagem BALB/c/AnUnib é susceptível e a linhagem 

C57BL/6/JUnib controla a infecção com L. amazonensis. 
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4.2 Avaliação da hipóxia tecidual pelo método HypoxyprobeTM-1 nas lesões de 

camundongos BALB/c/AnUnib e C57BL/6/JUnib causadas por L. 

amazonensis  

 Após uma breve descrição das características histológicas da lesão, nosso próximo 

passo foi avaliar a presença de hipóxia tecidual nas lesões causadas por L. amazonensis nos 

dois modelos murinos escolhidos para este trabalho.  

 

4.2.1 Avaliação da hipóxia tecidual nas lesões de camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados por L. amazonensis - Modelo dorso  

O tecido do dorso de camundongos BALB/c/AnUnib no 40° dia de infecção 

apresentou um intenso infiltrado celular composto principalmente por polimorfonucleares, 

linfócitos e macrófagos infectados pouco vacuolizados (Figura 9B). Nos períodos de 110 e 

140 dias após infecção (fase crônica) houve um aumento do número de macrófagos 

infectados e vacuolizados em várias áreas do tecido. Porém, esses macrófagos 

apresentavam-se menos parasitados que os macrófagos observados em lesões da pata 

(Arrais-Silva et al., 2005) (Figuras 9 e 10). Um intenso infiltrado inflamatório presente em 

várias regiões do tecido de dorso durante todo o período da infecção sugere a formação de 

um microambiente hipóxico.  

Através do método HypoxyprobeTM-1, que tem como princípio a detecção de áreas 

hipóxicas, indicadas pela formação dos adutos de pimonidazol em locais com baixa pressão 

parcial de oxigênio, foi possível observar regiões do tecido imunomarcadas (coloração 

castanho), a partir do 40° dia de infecção (Figura 9B). Com a progressão da infecção mais 

regiões são marcadas pelo anticorpo anti-pimonidazol (Figuras 9B, 9C, 9D, 9E). Como 

controle negativo foi utilizado dorso de camundongo não infectado, que não apresentou 

marcação (Figura 9A).  

Lesões no dorso de BALB/c/AnUnib apresentam-se hipóxicas, uma vez que adutos 

de pimonidazol foram detectados a partir de 40 dias de infecção.  
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Figura 9. Avaliação da hipóxia tecidual, pelo método HypoxyprobeTM-1, no dorso de camundongos 

BALB/c/AnUnib. Tecidos de BALB/c/AnUnib não infectados (A) e infectados com 105 amastigotas 
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de L. amazonensis nos tempos de 40 (B), 70 (C), 110 (D) e 140 (E) dias de infecção. A cor castanha 

indica imunomarcação pelo anticorpo anti-pimonidazol. Aumento 200x. Os dados são 

representativos de 3 experimentos independentes. 

4.2.2 Avaliação da hipóxia tecidual em lesões de camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados por L. amazonensis - Modelo pata 

Lesões na pata de BALB/c/AnUnib infectados com amastigotas de L. amazonensis 

apresentam um infiltrado inflamatório composto por células polimorfonucleares e vários 

macrófagos intensamente parasitados e vacuolizados, a partir de 70 dias de infecção 

(Figuras 10D, 10E, 10F). Este infiltrado celular, a intensa multiplicação do parasito e a 

presença de infecção secundária sugere a formação de um microambiente hipóxico.  

Através do método HypoxyprobeTM-1, microambientes hipóxicos foram detectados, 

pela  imunomarcação (coloração castanho) com o anticorpo anti-pimonidazol, a partir do 

20° dia de infecção (Figura 10C). Com a progressão da infecção mais regiões foram 

marcadas com esse anticorpo nos 70° e 150° dias (Figuras 10D e 10E). Patas de 

camundongos BALB/c/AnUnib não infectados e com 2 dias de infecção não apresentaram 

marcação (Figuras 10A e 10B).  

De acordo com nossos resultados lesões induzidas por L. amazonensis em pata de 

camundongos BALB/c/AnUnib apresentam microambientes hipóxicos, com formação de 

adutos de pimonidazol a partir de 20 dias de infecção.  
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Figura 10. Avaliação da hipóxia tecidual, pelo método HypoxyprobeTM-1, em pata de camundongos 

BALB/c/AnUnib. Tecidos de BALB/c/AnUnib não infectado (A) e infectados com 105 amastigotas 

de L. amazonensis nos tempos de 2(B), 20 (C), 70 (D) e 150 (E) dias de infecção (Aumento:200x). 
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Tecido de pata de BALB/c/AnUnib no 150° dia de infecção com evidências de marcação de área 

hipóxica (F) (Aumento 1000x). A coloração castanho indica imunomarcação pelo anticorpo anti-

pimonidazol. Os dados são representativos de 3 experimentos independentes. 

 

4.2.3 Avaliação da hipóxia tecidual nas lesões de camundongos 

C57BL/6/JUnib infectados por L. amazonensis - Modelo pata 

Seções de tecidos da pata de camundongos C57BL/6/JUnib infectados por L. 

amazonensis apresentaram um intenso infiltrado inflamatório a partir do 2° dia de infecção 

(Figura 11B). Este infiltrado inflamatório persistiu até 150 dias de infecção e foi composto 

por células polimorfonucleares, linfócitos e macrófagos (Figura 11). Diferentemente da 

lesão de BALB/c/AnUnib, a quantidade de macrófagos parasitados no tecido de 

C57BL/6/JUnib e o número de parasitas no interior destas células foram menores (Figuras 

10E e 11E). O precoce infiltrado inflamatório sugere a possibilidade de haver áreas 

hipóxicas nas lesões induzidas por L. amazonensis em C57BL/6/JUnib.  

Através do ensaio para avaliação de hipóxia, foi possível identificar microrregiões 

com baixa concentração de oxigênio no tecido aos 70 e 150 dias de infecção (Figuras 11D e 

11E). Patas de camundongos C57BL/6/JUnib não infectados e com 2 e 20 dias de infecção 

não apresentaram marcação (Figuras 11A, 11B e 11C).  

De acordo com esses resultados, lesões induzidas por L. amazonensis em pata de 

camundongos C57BL/6/JUnib apresentaram microambientes hipóxicos, com formação de 

adutos de pimonidazol, aos 70 e 150 dias de infecção. 

Na tabela 3 estão resumidos os resultados de detecção de microambientes hipóxicos 

pelo método HypoxyprobeTM-1, em lesões de dorso e pata de camundongos 

BALB/c/AnUnib e pata de C57BL/6/JUnib. 
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Figura 11. Avaliação da hipóxia tecidual, pelo método HypoxyprobeTM-1, em pata de camundongos 

C57BL/6/JUnib. Tecidos de C57BL/6/JUnib não infectado (A) e infectados com 105 amastigotas de 

L. amazonensis nos tempos de 2(B), 20 (C), 70 (D) e 150 (E) dias de infecção (aumento: 400x). A 

coloração castanho indica imunomarcação pelo anticorpo anti-pimonidazol. Os dados são 

representativos de 3 experimentos independentes. 
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Tabela 3. Detecção de microambientes hipóxicos através do Hypoxyprobe TM-1 em tecidos 

não infectados e infectados com 105 amastigotas L. amazonensis de dorso e pata de 

BALB/c/AnUnib e pata de C57Bl6/JUnib. 

MARCADORES E 
PROTEÍNAS 

TEMPO DE 
INFECÇÃO 

(dias) 

BALB/c/AnUnib TEMPO DE 
INFECÇÃO 

(dias) 

BALB/c/AnUnib C57BL/6/JUnib 

DORSO PATA 

HYPOXYPROBE 

NI - NI - - 

40 + 2 - - 

70 + 20 + - 

110 + 70 + + 

140 + 150 + + 

 

4.3 Avaliação da hipóxia tecidual em lesões causadas por L. amazonensis em 

camundongos BALB/c/AnUnib e C57BL/6/JUnib através da detecção de 

HIF-1α e HIF-2α  

 

4.3.1 Expressão de HIF-1α e HIF-2α em lesões nos camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis – Modelo Dorso 

Como a lesão no dorso de camundongos BALB/c/AnUnib apresentou 

microambientes hipóxicos quando avaliada pelo método de HypoxyprobeTM-1, avaliamos a 

expressão dos fatores de transcrição envolvidos na respostas a hipóxia, HIF-1α e HIF-2α.  

A expressão de HIF-1α foi avaliada tanto pelo método de imuno-histoquímica quanto 

pelo método de imunofluorescência. Utilizando a técnica de imuno-histoquímica foi 

possível observar imunomarcação (coloração castanho) apenas na fase crônica da infecção 

(110 e 140 dias) (Figura 12D e 12E). A marcação para HIF-1α avaliada pela imuno-

histoquímica não evidencia presença de HIF-1 α no núcleo, mas é predominante no 

citoplasma das células. Não houve marcação para HIF-1α em tecido não infectado ou em 

tecido com 40 e 70 dias de infecção (Figuras 12A, 12B e 12C). Dados preliminares da 

expressão de HIF-2α, pela técnica de imunoperoxidase, demonstraram a presença de HIF-
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2α na lesão leishmaniótica em dorso de camundongos BALB/c/AnUnib a partir de 110 dias 

de infecção (dados não mostrados). 

Para determinar o local de expressão do HIF-1α e HIF-2α (citoplasma ou núcleo) foi 

utilizada a técnica de imunofluorescência. Como o anticorpo secundário era marcado com 

FITC, a coloração verde evidenciou expressão de HIF-1α ou HIF-2α. Quando houve 

marcação pelo anticorpo anti-HIF no citoplasma, observou-se cor verde. O marcador de 

núcleo foi DAPI (coloração azul). Assim, quando anticorpo anti-HIF marcou núcleo 

juntamente com DAPI foi observada uma cor ciano. Com marcação negativa do anticorpo 

anti-HIF no núcleo, a coloração se manteve azul. No tecido sadio e com 40 dias de infecção 

não houve imunomarcação para HIF-1α e HIF-2α (Figuras 13A, 13B, 13C e 13D). Na fase 

crônica da infecção (110 e 140 dias) foi observada imunomarcação para HIF-1α e HIF-2α 

predominantemente no citoplasma das células (Figuras 13E, 13F, 13G, 13H). Não foi 

observada expressão de HIF-1α e HIF-2α no núcleo das células em nenhum dos tempos 

avaliados (Figura 13). 
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Figura 12. Avaliação da expressão de HIF-1α no dorso de camundongos BALB/c/AnUnib por 

imuno-histoquímica. Tecidos de BALB/c/AnUnib não infectados (A) (aumento: 200x) e infectados 

com 105 amastigotas de L. amazonensis nos tempos de 40 (B) (aumento: 200x), 70 (C) (aumento: 

400x), 110 (D) (aumento: 400x) e 140 (E) dias de infecção (aumento: 200x). A coloração castanho 

indica imunomarcação pelo anticorpo anti- HIF-1α. Os dados são representativos de 3 experimentos 

independentes. 
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Figura 13. Avaliação da expressão de HIF-1α e HIF-2α, por imunofluorescência, em lesões de dorso 

de camundongos BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis. Expressão de HIF-1α em 

tecidos de dorso de camundongos não infectados (A), 40 (C), 110 (E) e 140 (G) dias de infecção.  
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Expressão de HIF-2α em tecidos de dorso de camundongos não infectados (B), 40 (D), 110 (F) e 

140 (H) dias de infecção. Coloração verde indica imunomarcação com anticorpo anti-HIF-1α ou 

anti-HIF-2α, coloração azul indica marcação nuclear por DAPI, coloração ciano indica 

sobreposição das marcações (aumento: 200x). Os dados são representativos de 3 experimentos 

independentes. 

 

4.3.2 Expressão de HIF-1α e HIF-2α em lesões nos camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis – Modelo Pata 

Microambientes hipóxicos foram observados em lesões de pata de BALB/c/AnUnib, 

através do HypoxyprobeTM-1, assim o próximo passo foi avaliação da expressão de HIF-1α 

e HIF-2α, pelas técnicas de imuno-histoquímica e imunofluorescência. 

Com a técnica de imuno-histoquímica foi observada imunomarcação apenas na fase 

crônica da infecção (70 e 150 dias) (Figuras 14D e 14E). Características histológicas, como 

infiltrado celular e macrófagos intensamente parasitados e vacuolizados, podem ser 

visualizadas na Figura 14. A imunomarcação para HIF-1α, avaliada por esta técnica, não 

evidencia presença desse fator de transcrição no núcleo, sua expressão é observada 

predominantemente no citoplasma das células. Não houve marcação para HIF-1α em tecido 

não infectado ou em tecido com 2 e 20 dias de infecção (Figuras 14A, 14B e 14C). Dados 

iniciais da expressão de HIF-2α pela técnica de imunoperoxidase demonstraram a presença 

de HIF-2α em pata de camundongos BALB/c/AnUnib, após 70 dias de infecção (dados não 

mostrados).  

Através da técnica de imunofluorescência foi possível determinar o local de 

expressão de HIF-1α e HIF-2α (citoplasma ou núcleo). Pata de BALB/c/AnUnib não 

infectado (dados não mostrados) e com 2 dias de infecção (Figura 15A e 15B) não 

apresentaram imunomarcação para HIF-1α e HIF-2α. Porém, com 20 dias de infecção foi 

observada uma pequena marcação para HIF-1α e uma marcação expressiva para HIF-2α no 

citoplasma (verde) e no núcleo (ciano) de algumas células (Figuras 15C e 15D). Na fase 

crônica de infecção (70 e 150 dias) foi observada imunomarcação para HIF-1α e HIF-2α no 

citoplasma e núcleo das células (Figuras 15E, 15F, 15G e 15H).  
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Figura 14. Avaliação da expressão de HIF-1α em pata de camundongos BALB/c/AnUnib por 

imuno-histoquímica. Tecidos de BALB/c/AnUnib não infectados (A) e infectados com 105 

amastigotas de L. amazonensis nos tempos de 2 (B), 20 (C), 70 (D) e 150 (E) dias de infecção 

(Aumento: 200x). A coloração castanho indica imunomarcação pelo anticorpo anti- HIF-1α. Os 

dados são representativos de 3 experimentos independentes. 
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Figura 15. Avaliação da expressão de HIF-1α e HIF-2α por imunofluorescência, em lesões de dorso 

de camundongos BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis. Expressão de HIF-1α em 
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tecidos de pata de BALB/c/AnUnib com 2 (A), 20(C), 70 (E) e 150 (G) dias de infecção. Expressão 

de HIF-2α em tecidos de pata de BALB/c/AnUnib com 2 (B), 20 (D), 70 (F) e 150 (H) dias de 

infecção.    Coloração verde indica imunomarcação com anticorpo anti-HIF-1α ou anti-HIF-2α, 

coloração azul indica marcação nuclear por DAPI, a cor ciano indica sobreposição das marcações 

(aumento: 200x). Os dados são representativos de 3 experimentos independentes. 

 

4.3.3 Expressão de HIF-1α e HIF-2α em lesões nos camundongos 

C57BL/6/JUnib infectados com L. amazonensis – Modelo Pata 

Com a técnica de imuno-histoquímica foi possível observar imunomarcação com o 

anticorpo anti-HIF-1α em 20, 70 e 150 dias de infecção em tecido de pata de camundongos 

C57BL/6/JUnib (Figura 16C, 16D e 16E). Não foi observada expressão de HIF-1α em 

tecido de C57BL/6/JUnib não infectado e em tecido de animais com 2 dias de infecção 

(Figuras 16A e 16B).  

A imunomarcação para HIF-1α e HIF-2α, avaliadas por imunofluorescência, indicou 

a presença desses fatores de transcrição no núcleo e citoplasma, em 20 e 70 dias de 

infecção (Figura 17C, 17D, 17E e 17F). No 150° dia observa-se uma predominância da 

expressão de HIF-1α e HIF-2α no citoplasma (Figura 17G e 17H). Nenhuma 

imunomarcação para estes fatores de transcrição foi observada em pata não infectada 

(dados não mostrados) e com 2 dias de infecção (Figuras 17A e 17B).  

Em lesões de pata de C57BL/6/JUnib, HIF-1α e HIF-2α foram observados no núcleo 

e citoplasma aos 20 e 70 dias de infecção, porém em 150 dias de infecção a predominância 

de expressão destes fatores foi no citoplasma. 

Na tabela 4 estão resumidos os resultados da expressão de HIF-1α e HIF-2α em 

lesões de dorso e pata de camundongos BALB/c/AnUnib e pata de camundongos 

C57BL/6/JUnib. 
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Figura 16. Avaliação da expressão de HIF-1α em pata de camundongos C57BL/6/JUnib por imuno-

histoquímica. Tecidos de C57BL/6/JUnib não infectados (A) e infectados com 105 amastigotas de L. 

amazonensis nos tempos de 2 (B), 20 (C), 70 (D) e 150 (E) dias de infecção (Aumento: 200x). A 

coloração castanho indica imunomarcação pelo anticorpo anti-HIF-1α. Os dados são representativos 

de 3 experimentos independentes. 
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Figura 17. Avaliação da expressão de HIF-1α e HIF-2α, por imunofluorescência, em lesões de dorso 

de camundongos BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis. Expressão de HIF-1α em 

tecidos de pata de C57BL/6/JUnib com 2 (A), 20(C), 70 (E) e 150 (G) dias de infecção. Expressão 

de HIF-2α em tecidos de pata de C57BL/6/JUnib com 2 (B), 20 (D), 70 (F) e 150 (H) dias de 
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infecção. Coloração verde indica imunomarcação com anticorpo anti-HIF-1α ou anti-HIF-2α, 

coloração azul indica marcação nuclear por DAPI, cor ciano indica sobreposição das marcações 

(aumento: 200x). Os dados são representativos de 3 experimentos independentes. 

 

Tabela 4. Detecção de HIF-1α e HIF-2α por imuno-histoquímica e imunofluorescência em 

tecidos não infectados e infectados com 105 amastigotas L. amazonensis de dorso e pata de 

BALB/c/AnUnib e pata de C57Bl6/JUnib. 

MARCADORES E 
PROTEÍNAS 

TEMPO DE 
INFECÇÃO 

(dias) 

BALB/c/AnUnib TEMPO DE 
INFECÇÃO 

(dias) 

BALB/c/AnUnib C57BL/6/JUnib 

DORSO PATA 

HIF-1 

NI - NI - - 

40 - 2 - - 

70 - 20 + + 

110 + 70 + + 

140 + 150 + + 

HIF-2 

NI - NI - - 

40 - 2 - - 

70 - 20 + + 

110 + 70 + + 

140 + 150 + + 

 

4.4 Avaliação da angiogênese em lesões causadas por L. amazonensis em 

camundongos BALB/c/AnUnib e C57BL/6/JUnib através da detecção de 

VEGF 

 

4.4.1 Expressão de VEGF em lesões no dorso de camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis 

Lesões no dorso de camundongos BALB/c/AnUnib apresentaram microambientes 

hipóxicos a partir de 40 dias de infecção e presença de HIF-1α e HIF-2α a partir de 70 dias 

de infecção. Como esses fatores atuam diretamente na produção de VEGF, proteína 

angiogênica, o próximo passo foi avaliar sua expressão no tecido de dorso, pela técnica de 

imuno-histoquímica. 
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No dorso dos camundongos BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis em 

nenhum dos tempos de infecção avaliados foi observada a expressão de VEGF (Fig 18) 

 

Figura 18. Avaliação da expressão de VEGF no dorso de camundongos BALB/c/AnUnib por 

imuno-histoquímica. Tecidos de BALB/c/AnUnib não infectados (A) e infectados com 105 

amastigotas de L. amazonensis nos tempos de 40 (B), 70 (C), 110 (D) e 140 (E) dias de infecção 

(aumento: 200x). Os dados são representativos de 3 experimentos independentes. 
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4.4.2 Expressão de VEGF em lesões de pata de camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis 

Assim como na lesão de dorso de camundongos BALB/c/AnUnib, também não foi 

observada expressão de VEGF na lesão de pata dessa linhagem, em nenhum dos tempos de 

infecção avaliados (Figura 19). 
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Figura 19. Avaliação da expressão de VEGF em pata de camundongos BALB/c/AnUnib por imuno-

histoquímica. Tecidos de BALB/c/AnUnib não infectados (A) e infectados com 105 amastigotas de 

L. amazonensis nos tempos de 2 (B), 20 (C), 70 (D) e 150 (E) dias de infecção (aumento: 200x). Os 

dados são representativos de 3 experimentos independentes. 
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4.4.3 Expressão de VEGF em lesões de pata de camundongos 

C57BL/6/JUnib infectados com L. amazonensis 

Lesões de camundongos C57BL/6/JUnib apresentaram um infiltrado inflamatório na 

fase inicial da infecção, hipóxia tecidual a partir de 70 dias de infecção e presença de HIF-

1 e HIF-2 no núcleo das células aos 20° e 70° dia de infecção. Todos esses fatores 

sugerem a possibilidade da formação de novos vasos, necessários ao restabelecimento da 

homeostase em microambientes hipóxicos. O fator angiogênico VEGF é diretamente 

induzido por HIF-1 e HIF-2.   

Ao contrário do observado em lesões leishmanióticas em camundongos 

BALB/c/AnUnib, nas lesões em pata de C57BL/6/JUnib o VEGF foi detectado, por imuno-

histoquímica, no 20° e 70° dias de infecção (Figura 20C e 20D). Não houve marcação para 

VEGF em pata de camundongos C57BL/6/JUnib não infectados e com 2 e 150 dias de 

infecção (Figuras 20A, 20B e 20E). 

Na tabela 5 estão resumidos os resultados da expressão de VEGF em lesões de dorso 

e pata de camundongos BALB/c/AnUnib e pata de camundongos C57BL/6/JUnib. 
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Figura 20. Avaliação da expressão de VEGF em pata de camundongos C57BL/6/JUnib por imuno-

histoquímica. Tecidos de C57BL/6/JUnib não infectados (A) e infectados com 105 amastigotas de L. 

amazonensis nos tempos de 2 (B), 20 (C), 70 (D) e 150 (E) dias de infecção (aumento: 200x). Os 

dados são representativos de 3 experimentos independentes. 
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Tabela 5. Detecção de VEGF por imuno-histoquímica em tecidos não infectados e 

infectados com 105 amastigotas L. amazonensis de dorso e pata de BALB/c/AnUnib e pata 

de C57Bl6/JUnib. 

MARCADORES E 
PROTEÍNAS 

TEMPO DE 
INFECÇÃO 

(dias) 

BALB/c/AnUnib TEMPO DE 
INFECÇÃO 

(dias) 

BALB/c/AnUnib C57BL/6/JUnib 

DORSO PATA 

VEGF 

NI - NI - - 

40 - 2 - - 

70 - 20 - + 

110 - 70 - + 

140 - 150 - - 

 

4.5 Avaliação da expressão de Heme oxigenase (HO-1) em lesões causadas por 

L. amazonensis em camundongos BALB/c/AnUnib e C57BL/6/JUnib  

 

4.5.1 Expressão de HO-1 em lesões de dorso de camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis 

Lesões no dorso de camundongos BALB/c/AnUnib foram avaliadas por imuno-

histoquímica para detecção de HO-1, e essa proteína foi detectada nos tempos de 110 e 140 

dias de infecção, tanto em células inflamatórias quanto em macrófagos infectados (Figura 

21D e 21E). Não houve imunomarcação para HO-1 no dorso de BALB/c/AnUnib não 

infectados (Figuras 21A) e com 40 e 70 dias de infecção (Figura 21B e 21C).  

A HO-1 foi detectada apenas na fase crônica (110 e 140 dias) da infecção por L. 

amazonensis, modelo dorso. 
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Figura 21. Avaliação da expressão de HO-1 no dorso de camundongos BALB/c/AnUnib por imuno-

histoquímica. Tecidos de BALB/c/AnUnib não infectados (A) e infectados com 105 amastigotas de 

L. amazonensis nos tempos de 40 (B), 70 (C), 110 (D) e 140 (E) dias de infecção (aumento: 200x). 

A coloração castanho indica imunomarcação pelo anticorpo anti-HO-1. As setas indicam célula 

imunomarcada para HO-1. Os dados são representativos de 3 experimentos independentes. 
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4.5.2 Expressão de HO-1 em lesões de pata de camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis 

A HO-1 foi detectada nas lesões de animais com 70 e 150 dias de infecção (fase 

crônica), tanto em células inflamatórias quanto em macrófagos infectados (Figuras 22D e 

22E). Não houve imunomarcação anti-HO-1 em pata de animais não infectados (Figuras 

22A) e com 2 e 20 dias de infecção (Figura 22B e 22C).  

Assim como nas lesões de dorso, as lesões de pata de BALB/c/AnUnib expressaram 

HO-1 na fase crônica (70 e 150 dias) de infecção. 
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Figura 22. Avaliação da expressão de HO-1 em pata de camundongos BALB/c/AnUnib por imuno-

histoquímica. Tecidos de BALB/c/AnUnib não infectados (A) e infectados com 105 amastigotas de 

L. amazonensis nos tempos de 2 (B), 20 (C), 70 (D) e 150 (E) dias de infecção (aumento: 200x). A 

coloração castanho indica imunomarcação pelo anticorpo anti-HO-1. As setas indicam célula 

imunomarcada para HO-1. Os dados são representativos de 3 experimentos independentes.  
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4.5.3 Expressão de HO-1 em lesões de pata de camundongos 

C57BL/6/JUnib infectados com L. amazonensis 

Foi realizada a avaliação de HO-1 nas lesões leishmanióticas de pata de 

camundongos C57BL/6/JUnib. A HO-1 foi expressa aos 20, 70 e 150 dias de infecção, nas 

células inflamatórias e nos macrófagos infectados das lesões (Figuras 23C, 23D e 23E). 

Não houve imunomarcação anti-HO-1 em pata de animais não infectados (Figuras 23A) e 

com 2 dias de infecção (Figura 23B).  

Diferentemente das lesões de dorso e pata em camundongos BALB/c/AnUnib, a HO-

1, em C57BL/6/JUnib, foi detectada na fase inicial da infecção, a partir de 20 dias. 

Na tabela 6 estão resumidos os resultados de detecção da expressão de HO-1, em 

lesões induzidas por L. amazonensis em dorso e pata de BALB/c/AnUnib e pata de 

C57BL/6/JUnib. 
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Figura 23. Avaliação da expressão de HO-1 em pata de camundongos C57BL/6/JUNIB por imuno-

histoquímica. Tecidos de C57BL/6/JUNIB não infectados (A) e infectados com 105 amastigotas de 

L. amazonensis nos tempos de 2 (B), 20 (C), 70 (D) e 150 (E) dias de infecção (aumento: 200x). A 

coloração castanho indica imunomarcação pelo anticorpo anti-HO-1. As setas indicam célula 

imunomarcada para HO-1. Os dados são representativos de 3 experimentos independentes.  
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Tabela 6. Detecção de HO-1 por imuno-histoquímica em tecidos não infectados e 

infectados com 105 amastigotas L. amazonensis de dorso e pata de BALB/c/AnUnib e pata 

de C57Bl6/JUnib. 

MARCADORES E 
PROTEÍNAS 

TEMPO DE 
INFECÇÃO 

(dias) 

BALB/c/AnUnib TEMPO DE 
INFECÇÃO 

(dias) 

BALB/c/AnUnib C57BL/6/JUnib 

DORSO PATA 

HO-1 

NI - NI - - 

40 - 2 - - 

70 - 20 - + 

110 + 70 + + 

140 + 150 + + 

 

4.6 Avaliação da expressão de “p38 Mitogen-Activated Protein Kinase” 

(p38MAPk) em lesões causadas por L. amazonensis em camundongos 

BALB/c/AnUnib e C57BL/6/JUnib  

 

4.6.1 Expressão de p38MAPk em lesões de dorso de camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis 

Lesões do dorso de camundongos BALB/c/AnUnib foram avaliadas por imuno-

histoquímica para detecção de p38MAPk. A p38MAPk foi detectada nos tempos de 110 e 

140 dias de infecção, em células inflamatórias e macrófagos infectados (Figura 24D e 24E). 

Não houve marcação para p38MAPk no dorso de BALB/c/AnUnib não infectados e nem 

com 40 e 70 dias de infecção (Figuras 24A, 24B e 24C). 

Assim como HO-1, p38MAPk foi detectada somente na fase crônica da infecção 

(110 e 140 dias) por L. amazonensis em dorso de BALB/c/AnUnib. 



Resultados 

 

  62 

 

 

Figura 24. Avaliação da expressão de p38MAPk no dorso de camundongos BALB/c/AnUnib por 

imuno-histoquímica. Tecidos de BALB/c/AnUnib não infectados (A) e infectados com 105 

amastigotas de L. amazonensis nos tempos de 40 (B), 70 (C), 110 (D) e 140 (E) dias de infecção 

(aumento: 200x). A coloração castanho indica imunomarcação pelo anticorpo anti-p38MAPk. As 

setas indicam célula imunomarcada para p38MAPk. Os dados são representativos de 3 

experimentos independentes. 

 



Resultados 

 

  63 

 

4.6.2 Expressão de p38MAPk em lesões de pata de camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis 

A p38MAPk foi detectada aos 70 e 150 dias de infecção em células inflamatórias e 

macrófagos infectados (Figuras 25D e 25E). Não houve marcação para p38MAPk em pata 

de BALB/c/AnUnib não infectados e nem com 40 e 70 dias de infecção (Figuras 25A, 25B 

e 25C). 

A expressão de p38MAPk foi detectada na fase crônica da infecção causada por L. 

amazonensis em pata de BALB/c/AnUnib, concomitante a expressão de HIF-1 e HO-1.   
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Figura 25. Avaliação da expressão de p38MAPk em pata de camundongos BALB/c/AnUnib, por 

imuno-histoquímica. Tecidos de BALB/c/AnUnib não infectados (A) e infectados com 105 

amastigotas de L. amazonensis nos tempos de 2 (B), 20 (C), 70 (D) e 150 (E) dias de infecção 

(aumento: 200x). A coloração castanho indica imunomarcação pelo anticorpo anti-p38MAPk. As 

setas indicam célula imunomarcada para p38MAPk. Os dados são representativos de 3 

experimentos independentes.  
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4.6.3 Expressão de p38MAPk em lesões de pata de camundongos 

C57BL/6/JUnib infectados com L. amazonensis 

A expressão de p38MAPk foi detectada aos 70 e 150 dias de infecção em todo 

infiltrado inflamatório (Figuras 26D e 26E). Não houve marcação para p38MAPk em pata 

de C57BL/6/JUnib não infectados e nem com 2 e 20 dias de infecção (Figuras 26A, 26B e 

26C). 

A expressão de p38MAPk foi detectada na fase crônica da infecção causada por L. 

amazonensis em pata de C57BL/6/JUnib, linhagem murina, capaz de controlar essa 

infecção. 

Na tabela 7 estão resumidos os resultados de detecção da expressão de p38MAPk, em 

lesões induzidas por L. amazonensis em dorso e pata de BALB/c/AnUnib e pata de 

C57BL/6/JUnib. 
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Figura 26. Avaliação da expressão de p38MAPk em pata de camundongos C57BL/6/JUnib, por 

imuno-histoquímica. Tecidos de C57BL/6/JUnib não infectados (A) e infectados com 105 

amastigotas de L. amazonensis nos tempos de 2 (B), 20 (C), 70 (D) e 150 (E) dias de infecção 

(aumento: 200x). A coloração castanho indica imunomarcação pelo anticorpo anti-p38MAPk. As 

setas indicam célula imunomarcada para p38MAPk. Os dados são representativos de 3 

experimentos independentes.  
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Tabela 7. Detecção de p38MAPk por imuno-histoquímica em tecidos não infectados e 

infectados com 105 amastigotas L. amazonensis de dorso e pata de BALB/c/AnUnib e pata 

de C57Bl6/JUnib. 

MARCADORES E 
PROTEÍNAS 

TEMPO DE 
INFECÇÃO 

(dias) 

BALB/c/AnUnib TEMPO DE 
INFECÇÃO 

(dias) 

BALB/c/AnUnib C57BL/6/JUnib 

DORSO PATA 

p-38MAPk 

NI - NI - - 

40 - 2 - - 

70 - 20 - - 

110 + 70 + + 

140 + 150 + + 

 

4.7 Avaliação da expressão de “Macrophage Migration Inhibitory Factor” 

(MIF) em lesões causadas por L. amazonensis em camundongos 

BALB/c/AnUnib e C57BL/6/JUnib  

 

4.7.1 Expressão de MIF em lesões de dorso de camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis  

Lesões do dorso de camundongos BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis 

foram avaliadas por imuno-histoquímica para detecção de MIF. A expressão de MIF foi 

observada em 70, 110 e 140 dias de infecção em células inflamatórias e macrófagos 

infectados (Figura 27C, 27D e 27E). Não houve marcação para MIF no dorso de animais 

não infectados e com 40 dias de infecção (Figuras 27A e 27B). 



Resultados 

 

  68 

 

 

Figura 27. Avaliação da expressão de MIF no dorso de camundongos BALB/c/AnUnib por imuno-

histoquímica. Tecidos de BALB/c/AnUnib não infectados (A) e infectados com 105 amastigotas de 

L. amazonensis nos tempos de 40 (B), 70 (C), 110 (D) e 140 (E) dias de infecção (aumento: 200x). 

A coloração castanho indica imunomarcação pelo anticorpo anti-MIF. As setas indicam célula 

imunomarcada para MIF. Os dados são representativos de 3 experimentos independentes. 
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4.7.2 Expressão de MIF em lesões de pata de camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis 

MIF foi detectada aos 20, 70 e 150 dias de infecção, tanto em células inflamatórias 

quanto em macrófagos infectados (Figuras 28C, 28D e 28E). No tempo de 2 dias de 

infecção observou-se marcação para o anticorpo anti-MIF nas células glandulares. Nas 

demais células que compõem a derme e a epiderme, a imunomarcação para o anticorpo 

anti-MIF foi negativa (Figura 28B). Pata de BALB/c/AnUnib não infectado não apresentou 

expressão de MIF (Figura 28A).   
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Figura 28. Avaliação da expressão de MIF em pata de camundongos BALB/c/AnUnib, por imuno-

histoquímica. Tecidos de BALB/c/AnUnib não infectados (A) e infectados com 105 amastigotas de 

L. amazonensis nos tempos de 2 (B), 20 (C), 70 (D) e 150 (E) dias de infecção (aumento: 200x). A 

coloração castanho indica imunomarcação pelo anticorpo anti-MIF. As setas indicam célula 

imunomarcada para MIF. Os dados são representativos de 3 experimentos independentes.  
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4.7.3 Expressão de MIF em lesões de pata de camundongos 

C57BL/6/JUnib infectados com L. amazonensis 

MIF foi detectado nas lesões em todos os tempos avaliados (2, 20, 70 e 150 dias de 

infecção) (Figuras 29B, 29C, 29D e 29E). No 2° dia de infecção MIF foi detectado em 

células da epiderme, células glandulares e células da derme (Figuras 29B). No 20°, 70° e 

150° dias de infecção, a imunomarcação para MIF foi observada em células inflamatórias, 

principalmente macrófagos (Figuras 29C, 29D e 29E). Em pata de BALB/c/AnUnib não 

infectado observou-se imunomarcação para MIF na região da epiderme (Figura 29A).  

Na tabela 8 estão resumidos os resultados de detecção da expressão de MIF, em 

lesões induzidas por L. amazonensis em dorso e pata de BALB/c/AnUnib e pata de 

C57BL/6/JUnib. 
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Figura 29. Avaliação da expressão de MIF em pata de camundongos C57BL/6/JUnib, por imuno-

histoquímica. Tecidos de C57BL/6/JUnib não infectados (A) e infectados com 105 amastigotas de L. 

amazonensis nos tempos de 2 (B), 20 (C), 70 (D) e 150 (E) dias de infecção (aumento: 200x). A 

coloração castanho indica imunomarcação pelo anticorpo anti-MIF. As setas indicam célula 

imunomarcada para MIF. Os dados são representativos de 3 experimentos independentes.  
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Tabela 8. Detecção de MIF por imuno-histoquímica em tecidos não infectados e infectados 

com 105 amastigotas L. amazonensis de dorso e pata de BALB/c/AnUnib e pata de 

C57Bl6/JUnib. 

MARCADORES E 
PROTEÍNAS 

TEMPO DE 
INFECÇÃO 

(dias) 

BALB/c/AnUnib TEMPO DE 
INFECÇÃO 

(dias) 

BALB/c/AnUnib C57BL/6/JUnib 

DORSO PATA 

MIF 

NI - NI - + 

40 - 2 - + 

70 + 20 + + 

110 + 70 + + 

140 + 150 + + 

 

4.8 Avaliação da expressão de Ciclooxigenase-2 (COX-2) em lesões causadas 

por L. amazonensis em camundongos BALB/c/AnUnib e C57BL/6/JUnib  

 

4.8.1 Expressão de COX-2 em lesões do dorso de camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis 

Através da técnica de imuno-histoquímica foi avaliada a expressão de COX-2 nas 

lesões de dorso de BALB/c/AnUnib. Em todos os tempos avaliados (40, 70, 110 e 140 dias 

de infecção), tanto em macrófagos infectados quanto nas demais células do infiltrado 

inflamatório (Figuras 30B, 30C, 30D e 30E) ocorreu expressão de COX-2. Além disto, esta 

proteína foi detectada em células glandulares do dorso de BALB/c/AnUnib não infectados 

(Figura 30A).  
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Figura 30. Avaliação da expressão de COX-2 no dorso de camundongos BALB/c/AnUnib por 

imuno-histoquímica. Tecidos de BALB/c/AnUnib não infectados (A) e infectados com 105 

amastigotas de L. amazonensis nos tempos de 40 (B), 70 (C), 110 (D) e 140 (E) dias de infecção 

(aumento: 200x). A coloração castanho indica imunomarcação pelo anticorpo anti-COX-2. As setas 
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indicam célula imunomarcada para COX-2. Os dados são representativos de 3 experimentos 

independentes. 

4.8.2 Expressão de COX-2 em lesões de pata de camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis 

COX-2 foi expressa em lesões de animais com 2, 20, 70 e 150 dias de infecção nas 

células do infiltrado inflamatório (Figuras 31B, 31C, 31D e 31E). Não houve marcação 

para COX-2 na pata de animais não infectados (Figuras 31A).  
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Figura 31. Avaliação da expressão de COX-2 em pata de camundongos BALB/c/AnUnib, por 

imuno-histoquímica. Tecidos de BALB/c/AnUnib não infectados (A) e infectados com 105 

amastigotas de L. amazonensis nos tempos de 2 (B), 20 (C), 70 (D) e 150 (E) dias de infecção 

(aumento: 200x). A coloração castanho indica imunomarcação pelo anticorpo anti-COX-2. As setas 

indicam alguma célula imunomarcada para COX-2. Os dados são representativos de 3 experimentos 

independentes.  
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4.8.3 Expressão de COX-2 em lesões de pata de camundongos 

C57BL/6/JUnib infectados com L. amazonensis 

A COX-2 foi detectada em células glandulares no 2° dia de infecção (Figura 32B) e 

em células inflamatórias e macrófagos infectados das lesões aos 20, 70 e 150 dias de 

infecção (Figuras 32C, 32D e 32E). Não foi observada imunomarcação para COX-2 em 

pata de C57BL/6/JUnib não infectados (Figuras 32A). 

Na tabela 9 estão resumidos os resultados de detecção da expressão de COX-2, em 

lesões induzidas por L. amazonensis em dorso e pata de BALB/c/AnUnib e pata de 

C57BL/6/JUnib. 
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Figura 32. Avaliação da expressão de COX-2 em pata de camundongos C57BL/6/JUnib, por 

imuno-histoquímica. Tecidos de C57BL/6/JUnib não infectados (A) e infectados com 105 

amastigotas de L. amazonensis nos tempos de 2 (B), 20 (C), 70 (D) e 150 (E) dias de infecção 

(aumento: 200x). A coloração castanho indica imunomarcação pelo anticorpo anti-COX-2. As setas 

indicam célula imunomarcada para COX-2. Os dados são representativos de 3 experimentos 

independentes.  
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Tabela 9. Detecção de COX-2, por imuno-histoquímica, em tecidos não infectados e 

infectados com 105 amastigotas L. amazonensis de dorso e pata de BALB/c/AnUnib e pata 

de C57Bl6/JUnib. 

MARCADORES E 
PROTEÍNAS 

TEMPO DE 
INFECÇÃO 

(dias) 

BALB/c/AnUnib TEMPO DE 
INFECÇÃO 

(dias) 

BALB/c/AnUnib C57BL/6/JUnib 

DORSO PATA 

COX-2 

NI + NI - - 

40 + 2 + + 

70 + 20 + + 

110 + 70 + + 

140 + 150 + + 

 

4.9 Avaliação da expressão de Heat Shock Protein-70 (HSP-70) em lesões 

causadas por L. amazonensis em camundongos BALB/c/AnUnib e 

C57BL/6/JUnib  

 

4.9.1 Expressão de HSP-70 lesões no dorso de camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis 

A expressão de HSP-70 no dorso de BALB/c/AnUnib infectados com L. 

amazonensis foi detectada por imuno-histoquímica. A HSP-70 foi detectada em lesões de 

animais com 40, 70, 110 e 140 dias de infecção, sendo predominante nas células 

inflamatórias e nos macrófagos infectados (Figuras 33B, 33C, 33D e 33E). Não houve 

marcação para HSP-70 no dorso de animais não infectados (Figuras 33A).  
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Figura 33. Avaliação da expressão de HSP-70 no dorso de camundongos BALB/c/AnUnib por 

imuno-histoquímica. Tecidos de BALB/c/AnUnib não infectados (A) e infectados com 105 

amastigotas de L. amazonensis nos tempos de 40 (B), 70 (C), 110 (D) e 140 (E) dias de infecção 

(aumento: 200x). A coloração castanho indica imunomarcação pelo anticorpo anti- HSP-70. As 

setas indicam célula imunomarcada para HSP-70. Os dados são representativos de 3 experimentos 

independentes. 
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4.9.2 Expressão de HSP-70 em lesões de pata de camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis 

A HSP-70 foi detectada nas lesões de pata de BALB/c/AnUnib aos 20, 70 e 150 dias 

de infecção, tanto em macrófagos infectados quanto nas demais células do infiltrado 

inflamatório (Figuras 34C, 34D e 34E). Não foi observada imunomarcação para o anticorpo 

anti-HSP-70 em pata de BALB/c/AnUnib não infectado e com 2 dias de infecção (Figuras 

34A e 34B).  
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Figura 34. Avaliação da expressão de HSP-70 em pata de camundongos BALB/c/AnUnib, por 

imuno-histoquímica. Tecidos de BALB/c/AnUnib não infectados (A) e infectados com 105 

amastigotas de L. amazonensis nos tempos de 2 (B), 20 (C), 70 (D) e 150 (E) dias de infecção 

(aumento: 200x). A coloração castanho indica imunomarcação pelo anticorpo anti-HSP-70. As setas 
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indicam célula imunomarcada para HSP-70. Os dados são representativos de 3 experimentos 

independentes.  

4.9.3 Expressão de HSP-70 em lesões de pata de camundongos 

C57BL/6/JUnib infectados com L. amazonensis 

A HSP-70 foi detectada nas lesões de C57BL/6/JUnib aos 20, 70 e 150 dias de 

infecção em todo infiltrado inflamatório (Figuras 35C, 35D e 35E). Não foi observada 

imunomarcação para HSP-70 na pata de animais não infectados e nem no 2° dia de 

infecção (Figuras 35A e 35B).  

Na tabela 10 estão resumidos os resultados de detecção da expressão de HSP-70, em 

lesões induzidas por L. amazonensis em dorso e pata de BALB/c/AnUnib e pata de 

C57BL/6/JUnib. 
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Figura 35. Avaliação da expressão de HSP-70 em pata de camundongos C57BL/6/JUnib, por 

imuno-histoquímica. Tecidos de C57BL/6/JUnib não infectados (A) e infectados com 105 

amastigotas de L. amazonensis nos tempos de 2 (B), 20 (C), 70 (D) e 150 (E) dias de infecção 

(aumento: 200x). A coloração castanho indica imunomarcação pelo anticorpo anti-HSP-70. As setas 
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indicam célula imunomarcada para HSP-70. Os dados são representativos de 3 experimentos 

independentes.  

Tabela 10. Detecção de HSP-70, por imuno-histoquímica, em tecidos não infectados e 

infectados com 105 amastigotas L. amazonensis de dorso e pata de BALB/c/AnUnib e pata 

de C57Bl6/JUnib. 

MARCADORES 
E PROTEÍNAS 

TEMPO DE 
INFECÇÃO 

(dias) 

BALB/c/AnUnib TEMPO DE 
INFECÇÃO 

(dias) 

BALB/c/AnUnib C57BL/6/JUnib 

DORSO PATA 

HSP-70 

NI - NI - - 

40 + 2 - - 

70 + 20 + + 

110 + 70 + + 

140 + 150 + + 

 

4.10 Avaliação da expressão de Galectina-3 (Gal-3) em lesões de 

camundongos BALB/c/AnUnib e C57BL/6/JUnib infectados com L. 

amazonensis  

 

4.10.1 Expressão de Gal-3 em lesões no dorso de camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis 

A Gal-3 foi detectada em lesões do dorso de BALB/c/AnUnib em células do 

infiltrado inflamatório aos 70, 110 e 140 dias de infecção (Figura 36C, 36D e 36E). 

Também foi encontrada expressão de Gal-3 nas células adjacentes as células glandulares, 

em lesões no dorso aos 40 dias de infecção (Figura 36B). Não houve marcação para Gal-3 

no dorso de animais não infectados (Figuras 36A).  
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Figura 36. Avaliação da expressão de Gal-3 no dorso de camundongos BALB/c/AnUnib por imuno-

histoquímica. Tecidos de BALB/c/AnUnib não infectados (A) e infectados com 105 amastigotas de 

L. amazonensis nos tempos de 40 (B), 70 (C), 110 (D) e 140 (E) dias de infecção (aumento: 200x). 
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A coloração castanho indica imunomarcação pelo anticorpo anti-Gal-3. As setas indicam célula 

imunomarcada para Gal-3. Os dados são representativos de 3 experimentos independentes. 

 

 

4.10.2 Expressão de Gal-3 em lesões de pata de camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis 

 A Gal-3 foi detectada na epiderme em lesões com 2 dias de infecção (Figura 37B). 

Em lesões de 20, 70 e 150 dias, a Gal-3 foi detectada em macrófagos infectados e não 

infectados (Figura 37C, 37D e 37E). A Gal-3 foi encontrada em pata de BALB/c/AnUnib 

não infectado, especificamente na epiderme, perfil semelhante ao tempo de 2 dias e 

infecção (Figuras 37A e 37B). 
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Figura 37. Avaliação da expressão de Gal-3 em pata de camundongos BALB/c/AnUnib, por imuno-

histoquímica. Tecidos de BALB/c/AnUnib não infectados (A) e infectados com 105 amastigotas de 

L. amazonensis nos tempos de 2 (B), 20 (C), 70 (D) e 150 (E) dias de infecção (aumento: 200x). A 

coloração castanho indica imunomarcação pelo anticorpo anti- Gal-3. As setas indicam célula 

imunomarcada para Gal-3. Os dados são representativos de 3 experimentos independentes.  
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4.10.3 Expressão de Gal-3 em lesões de pata de camundongos 

C57BL/6/JUnib infectados com L. amazonensis 

 Gal-3 foi detectada em lesões na pata de C57BL/6/JUnib aos 20,70 e 150 dias de 

infecção, principalmente em macrófagos e células polimorfonuleares (Figura 38C, 38D e 

38E). Em pata de C57BL/6/JUnib não infectado e após 2 dias de infecção foi observada a 

expressão de Gal-3 na epiderme (Figura 38A e 38B).  

Na tabela 11 estão resumidos os resultados de detecção da expressão de Gal-3, em 

lesões induzidas por L. amazonensis em dorso e pata de BALB/c/AnUnib e pata de 

C57BL/6/JUnib. 
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Figura 38. Avaliação da expressão de Gal-3 em pata de camundongos C57BL/6/JUnib, por imuno-

histoquímica. Tecidos de C57BL/6/JUnib não infectados (A) e infectados com 105 amastigotas de L. 

amazonensis nos tempos de 2 (B), 20 (C), 70 (D) e 150 (E) dias de infecção (aumento: 200x). A 

coloração castanho indica imunomarcação pelo anticorpo anti- Gal-3. As setas indicam célula 

imunomarcada para Gal-3. Os dados são representativos de 3 experimentos independentes.  
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Tabela 11. Detecção de Gal-3, por imuno-histoquímica, em tecidos não infectados e 

infectados com 105 amastigotas L. amazonensis de dorso e pata de BALB/c/AnUnib e pata 

de C57Bl6/JUnib. 

MARCADORES 
E PROTEÍNAS 

TEMPO DE 
INFECÇÃO 

(dias) 

BALB/c/AnUnib TEMPO DE 
INFECÇÃO 

(dias) 

BALB/c/AnUnib C57BL/6/JUnib 

DORSO PATA 

GAL-3 

NI - NI + + 

40 + 2 + + 

70 + 20 + + 

110 + 70 + + 

140 + 150 + + 

 

4.11 Avaliação da expressão de MIP-2 (Macrophage Inflammatory 

Protein-2) em lesões causadas por L. amazonensis em camundongos 

BALB/c/AnUnib e C57BL/6/JUnib  

 

4.11.1 Expressão de MIP-2 em lesões no dorso de camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis 

A expressão de MIP-2 foi detectada em macrófagos, a partir de 40 dias até 140 dias 

de infecção (Figura 39B, 39C, 39D e 39E). Células glandulares também apresentaram 

imunomarcação para MIP-2 (Figura 39C). Não foi observada marcação para MIP-2 no 

dorso de BALB/c/AnUnib não infectado (Figura 39A) 
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Figura 39. Avaliação da expressão de MIP-2 no dorso de camundongos BALB/c/AnUnib por 

imuno-histoquímica. Tecidos de BALB/c/AnUnib não infectados (A) e infectados com 105 

amastigotas de L. amazonensis nos tempos de 40 (B), 70 (C), 110 (D) e 140 (E) dias de infecção 

(aumento: 200x). A coloração castanho indica imunomarcação pelo anticorpo anti- MIP-2. As setas 
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indicam célula imunomarcada para MIP-2. Os dados são representativos de 3 experimentos 

independentes. 

 

 

4.11.2 Expressão de MIP-2 em pata de camundongos BALB/c/AnUnib 

infectados com L. amazonensis 

 MIP-2 foi detectado nas lesões de Balb/ infectados, em todos os tempos de infecção 

avaliados (2, 20, 70 e 150 dias) (Figura 40B 40C, 40D e 40E). A intensidade da marcação 

estava relacionada à quantidade de macrófagos no infiltrado inflamatório (Figura 40). 

Tecidos de pata de animais não infectados não apresentaram expressão de MIP-2 (Figura 

40A). 
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Figura 40. Avaliação da expressão de MIP-2 em pata de camundongos BALB/c/AnUnib, por 

imuno-histoquímica. Tecidos de BALB/c/AnUnib não infectados (A) e infectados com 105 

amastigotas de L. amazonensis nos tempos de 2 (B), 20 (C), 70 (D) e 150 (E) dias de infecção 

(aumento: 200x). A coloração castanho indica imunomarcação pelo anticorpo anti-MIP-2. As setas 

indicam célula imunomarcada para MIP-2. Os dados são representativos de 3 experimentos 

independentes. 
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4.11.3 Expressão de MIP-2 em lesões de pata de camundongos 

C57BL/6/JUnib infectados com L. amazonensis 

Lesões de camundongos C57BL/6/JUnib apresentaram imunomarcação para o 

anticorpo anti-MIP-2 desde o início da infecção (2 e 20 dias) até a fase crônica da infecção 

(70 e 150 dias) (Figura 41 B, 41C, 41D e 41E). Essa imunomarcação foi observada na 

superfície dos macrófagos. A expressão de MIP-2 não foi detectada em pata de 

C57BL/6/JUnib não infectado (Figura 41A).  

Na tabela 12 estão resumidos os resultados de detecção da expressão de MIP-2, em 

lesões induzidas por L. amazonensis em dorso e pata de BALB/c/AnUnib e pata de 

C57BL/6/JUnib. 
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Figura 41. Avaliação da expressão de MIP-2 em pata de camundongos C57BL/6/JUnib, por imuno-

histoquímica. Tecidos de C57BL/6/JUnib não infectados (A) e infectados com 105 amastigotas de L. 

amazonensis nos tempos de 2 (B), 20 (C), 70 (D) e 150 (E) dias de infecção (aumento: 200x). A 

coloração castanho indica imunomarcação pelo anticorpo anti-MIP-2. As setas indicam célula 

imunomarcada para MIP-2. Os dados são representativos de 3 experimentos independentes. 
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Tabela 12. Detecção de MIP-2, por imuno-histoquímica, em tecidos não infectados e 

infectados com 105 amastigotas L. amazonensis de dorso e pata de BALB/c/AnUnib e pata 

de C57Bl6/JUnib. 

MARCADORES 
E PROTEÍNAS 

TEMPO DE 
INFECÇÃO 

(dias) 

BALB/c/AnUnib TEMPO DE 
INFECÇÃO 

(dias) 

BALB/c/AnUnib C57BL/6/JUnib 

DORSO PATA 

MIP-2 

NI - NI - - 

40 + 2 + + 

70 + 20 + + 

110 + 70 + + 

140 + 150 + + 

 

4.12 Avaliação da hipóxia, angiogênese, HO-1, p38MAPk e MIF após o 

tratamento da leishmaniose cutânea experimental  

 O tratamento da leishmaniose cutânea foi realizado com dois fármacos, o 

Glucantime e Anfotericina B. 

Camundongos BALB/c/AnUnib infectados na pata com L. amazonensis foram 

divididos em 3 grupos. Um grupo foi submetido ao tratamento com Glucantime outro grupo 

foi submetido ao tratamento com Anfotericina B , e outro recebeu salina, durante 20 dias.  

Uma semana após o final do tratamento com Glucantime foi possível observar uma 

diminuição no tamanho da pata dos animais do grupo tratado (Figura 42A). Avaliamos a 

carga parasitária dos animais tratados e não tratados. A quantidade de parasitas na lesão 

também foi menor no grupo tratado com Glucantime quando comparado ao grupo 

controle (Figura 42B). Concluímos que esse tratamento causa redução nas lesões e na carga 

parasitária, mas não cura os animais. 

Camundongos BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis tratados e não 

tratados com Anfotericina B apresentaram semelhante progressão da lesão na pata. Dois 

dias após o tratamento as patas dos animais do grupo tratado e do grupo controle não 
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apresentaram diferença no tamanho (Figura 42C e 43). Em relação à carga parasitária o 

grupo tratado e o grupo controle não apresentaram diferença (Figura 42D).  

 

Figura 42. Tratamento da leishmaniose cutânea experimental. Curso da lesão induzida por L. 

amazonensis em pata de BALB/c/AnUnib submetidos ou não ao tratamento por Glucantime 

(100mg/Kg/dia) (A) e Anfotericina (5mg/Kg/dia) (B), durante 20 dias. n=8 (por grupo). As setas 

delimitam o período de tratamento. Efeito do tratamento com Glucantime (B) e Anfotericina (D) na 

carga parasitária da lesão. n=4 (por grupo). 
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Figura 43. Camundongos BALB/c/AnUnib não infectados e não tratados (NINT) e infectados na 

pata com 105 amastigotas de L. amazonensis, que foram submetidos ao tratamento placebo (salina), 

ou Glucantime (100mg/Kg/dia) ou Anfotericina (5mg/Kg/dia). Os camundongos tratados com 

salina ou com Glucantime tinham 47 dias de infecção no dia do sacrifício. Camundongos tratados 

com Anfotericina B tinham 37 dias de infecção no dia do sacrifício. 

 

Após os tratamentos com Glucantime e Anfotericina B, foi avaliado se ocorre hipóxia 

tecidual utilizando-se o método do Hypoxyprobe, e avaliando-se a expressão de HIF-1 e 

HIF-2 (Figuras 44 e 45). BALB/c/AnUnib infectados e não tratados, tratados com 

Glucantime ou com Anfotericina B apresentaram imunomarcação para os anticorpos anti-

pimonidazol (Figura 44), anti-HIF-1 e anti-HIF-2 (Figura 45). BALB/c/AnUnib não 

infectados e não tratados foram usados como controle negativo (Figuras 44A e 45A). 

Apesar de uma redução no tamanho das lesões e/ou da diminuição de macrófagos 

vacuolizados e de parasitos no interior dos macrófagos ainda assim ocorreu hipóxia tecidual 

nas lesões.  
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Figura 44. Avaliação da hipóxia tecidual, através do HypoxyprobeTM-1, em pata de camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados após o tratamento para leishmaniose cutânea, por imuno-histoquímica. 

Pata de BALB/c/AnUnib não infectados e não tratados (NINT) (A) (aumento: 400x), infectados não 

tratados (INF NT) (B) (aumento: 600x), e os infectados tratado com Glucantime (C) (aumento: 

400x) e Anfotericina B (D) (aumento: 400x). A coloração castanho indica marcação pelo anticorpo 

utilizado neste experimento. Os dados são representativos de 3 experimentos independentes. 
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Figura 45. Avaliação da hipóxia tecidual, através da detecção de HIF-1 e HIF-2, por imuno-

histoquímica, em pata de camundongos BALB/c/AnUnib infectados após o tratamento com 

Glucantime e Anfotericina B. Expressão de HIF-1 em tecidos de BALB/c/AnUnib NINT (A) 

(aumento: 400x), INF NT (C) (aumento: 600x), e os infectados tratados com Glucantime (E) 
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(aumento: 400x) e Anfotericina B (G) (aumento: 600x). Expressão de HIF-2 em tecidos de 

BALB/c/AnUnib NINT (B) (aumento: 400x), INF NT (D) (aumento: 400x), e os infectados tratados 

com Glucantime (F) (aumento: 400x) e Anfotericina B (H). (aumento: 600x). A coloração castanho 

indica marcação pelos anticorpos utilizados neste experimento. Os dados são representativos de 3 

experimentos independentes. 

 

O fator angiogênico VEGF não foi detectado na lesão leishmaniótica em 

camundongos susceptíveis (BALB/c/AnUnib), confirmando o dado mostrado anteriormente 

(Figuras 19 e 46). Mas como mostrado na figura 20 foi expresso no 20° e 70° dia de 

infecção em camundongos C57BL/6/JUnib. Assim, há possibilidade de que VEGF esteja 

relacionada ao processo de controle da infecção. Os camundongos BALB/c/AnUnib 

infectados com L. amazonensis foram submetidos ao tratamento com Glucantime ou com 

Anfotericina B, para posterior avaliação da expressão de VEGF. Essa proteína foi detectada 

por imuno-histoquímica, em lesões de BALB/c/AnUnib tratados com Glucantime e nos 

tratados com Anfotericina B (Figura 46C e 46D). O VEGF não foi detectado em tecidos de 

pata de BALB/c/AnUnib não infectados e infectados e não tratados (Figura 46A e 46B). 



Resultados 

 

  103 

 

 

Figura 46. Avaliação da angiogênese, por imuno-histoquímica, em camundongos BALB/c/AnUnib 

infectados com L. amazonensis antes e após o tratamento para leishmaniose cutânea. Avaliação da 

angiogênese através da expressão de VEGF em tecidos de BALB/c/AnUnib não infectados e não 

tratados (NINT) (A), infectados não tratados (INF NT) (B), e os infectados tratado com Glucantime 

(C) e Anfotericina B (D). (aumento: 600x). A coloração castanho indica marcação pelos anticorpos 

utilizados neste experimento. Os dados são representativos de 3 experimentos independentes. 

 

Utilizamos camundongos susceptíveis à infecção por L. amazonensis 

(BALB/c/AnUnib) infectados e tratados com fármacos convencionais, também para a 

avaliação da expressão de HO-1 e MIF. A HO-1 foi detectada em BALB/c/AnUnib 

infectado e não tratado (Figura 47B), tratados com Glucantime (Figura 47C) e tratados com 

Anfotericina B (Figura 47D). MIF também foi detectada em BALB/c/AnUnib infectado e 

não tratado (Figura 48B), tratados com Glucantime (Figura 48C) e tratados com 
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Anfotericina B (Figura 48D). Não foi observada imunomarcação para anticorpos anti-HO-1 

e anti-MIF em tecidos de pata de BALB/c/AnUnib não infectados (Figura 47A e 48A). 

 

Figura 47. Avaliação da expressão de HO-1, por imuno-histoquímica, em camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis antes e após o tratamento para leishmaniose 

cutânea. Detecção da expressão de HO-1 em tecidos de BALB/c/AnUnib não infectados e não 

tratados (NINT) (A) (aumento: 400x), infectados não tratados (INF NT) (B), e os infectados tratado 

com Glucantime (C) e Anfotericina B (D). (aumento: 600x). A coloração castanho indica marcação 

pelos anticorpos utilizados neste experimento. Os dados são representativos de 3 experimentos 

independentes. 
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Figura 48. Avaliação da expressão de MIF, por imuno-histoquímica, em camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis antes e após o tratamento para leishmaniose 

cutânea. Detecção da expressão de MIF em tecidos de BALB/c/AnUnib não infectados e não 

tratados (NINT) (A) (aumento: 400x), infectados não tratados (INF NT) (B), e os infectados tratado 

com Glucantime (C) e Anfotericina B (D). (aumento: 600x). A coloração castanho indica marcação 

pelos anticorpos utilizados neste experimento. Os dados são representativos de 3 experimentos 

independentes. 

 

Em relação a p38MAPk, observamos que essa foi expressa em lesões de 

BALB/c/AnUnib infectados e não tratados (Figura 49B), tratados com Glucantime (Figura 
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49C) e tratados com Anfotericina B (Figura 49D). Não foi observada imunomarcação para 

anticorpo anti-p38MAPk em tecidos de pata de BALB/c/AnUnib não infectados (Figura 

49A). 

 

Figura 49. Avaliação da expressão de p38MAPk, por imuno-histoquímica, em camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis antes e após o tratamento para leishmaniose 

cutânea. Detecção da expressão de p38MAPk em tecidos de BALB/c/AnUnib não infectados e não 

tratados (NINT) (A) (aumento: 400x), infectados não tratados (INF NT) (B) (aumento: 400x), e os 

infectados tratado com Glucantime (C) e Anfotericina B (D). (aumento: 600x). A coloração 

castanho indica marcação pelos anticorpos utilizados neste experimento. Os dados são 

representativos de 3 experimentos independentes. 
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Na tabela 13 estão resumidos os resultados da avaliação da hipóxia pelo método 

Hypoxyprobe TM-1 e da detecção da expressão de HIF-1, HIF-2, VEGF, HO-1 MIF e 

p38MAPk em lesões de pata de BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis e 

submetidos ao tratamento com Glucantime e Anfotericina B.  

 

Tabela 13. Resultado dos marcadores de hipóxia, angiogênese e proteínas inflamatórias 

avaliadas no tecido de pata de BALB/c/AnUnib infectados por L. amazonensis e 

submetidos ao tratamento com Glucantime e Anfotericina B.  

MARCADORES E 
PROTEÍNAS 

NINT INF NT TRAT 
GLUCANTIME 

TRAT 
ANFOTERICINA  

B 

HYPOXYPROBE - + + + 

HIF-1a - + + + 

HIF-2a - + + + 

VEGF - - + + 

HO-1 - + + + 

p38MAPk - + + + 

MIF - + + + 

NINT: BALB/c/AnUnib não infectado e não tratado;  

INF NT: BALB/c/AnUnib infectado e não tratado;  

TRAT GLUCANTIME: BALB/c/AnUnib infectados e tratados com Glucantime;  

TRAT ANFOTERICINA: BALB/c/AnUnib infectados e tratados com Anfotericina B.



Discussão 

 

  108 

 

5. Discussão 

A leishmaniose experimental murina tem sido um dos modelos parasitários mais 

estudados e tem contribuído para o entendimento da imunologia das doenças infecciosas 

(NYLÉN & GAUTAM, 2010). Alguns autores demonstraram diferenças no 

desenvolvimento da lesão causada por L. amazonensis dependendo da linhagem de 

camundongo utilizada (McELRATH et al., 1987; GIORGIO et al., 1998; ARRAIS-SILVA 

et al., 2005; AYRES, 2007; CARDOSO et al., 2010). Neste trabalho, para a avaliação do 

desenvolvimento da hipóxia tecidual, da angiogênese e da dinâmica do processo 

inflamatório em lesões causada por L. amazonensis, foram utilizados dois modelos que já 

são parcialmente estudados (dorso e pata) em uma linhagem susceptível 

(BALB/c/AnUnib). Destes, o modelo pata foi escolhido para avaliação e comparação com 

uma linhagem de camundongos que controlam a proliferação do parasito (C57BL/6/JUnib).  

Na linhagem susceptível existem diferenças no desenvolvimento das lesões nos dois 

modelos de infecção, “dorso” e “pata”. A lesão no dorso surgiu como nódulo, com 

posterior ulceração e aumento progressivo do diâmetro. A lesão apresentou-se circunscrita 

e com bordas elevadas, semelhante à lesão em humanos (McELRATH et al., 1987; 

SILVEIRA et al., 2009). No tempo avaliado de 40 a 140 dias de infecção há um infiltrado 

celular composto principalmente por macrófagos infectados e pouco vacuolizados, 

polimorfonucleares e alguns linfócitos. Com a progressão da lesão, houve aumento do 

percentual de macrófagos. McElrath et al. (1987) sugeriu que a presença de um infiltrado 

inflamatório escasso de linfócitos T e uma resposta granulomatosa organizada está 

associada ao progressivo aumento da lesão de dorso em BALB/c/AnUnib; com acúmulo de 

macrófagos infectados na derme e no tecido subcutâneo. Até o final dos experimentos 

nenhum animal morreu decorrente da leishmaniose e não ocorreram metástases. Os 

resultados desse trabalho estão em concordância com os de McElrath et al. (1987) e Ayres, 

2007. 

Nos camundongos BALB/c/AnUnib infectados na pata, a lesão apresentou um rápido e 

progressivo aumento de tamanho durante o período avaliado (2 a 150 dias), com um 
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infiltrado inflamatório rico em macrófagos intensamente parasitados desde o início da 

infecção. Na fase crônica há foram observadas infecções secundárias, áreas de necrose e 

metástases na pata contra-lateral e no nariz dos animais. O mesmo perfil de infecção por L. 

amazonensis, em pata de BALB/c, foi observado por outros autores (GIORGIO et al., 1998; 

ARRAIS-SILVA et al., 2005).  

Camundongos C57BL/6/JUnib infectados por L. amazonensis apresentaram menor 

lesão na pata infectada quando comparado às lesões na pata de camundongos 

BALB/c/AnUnib, após 40 dias de infecção. Além disso, não houve metástases e nem 

infecção secundária. Diferentemente das lesões de camundongos BALB/c/AnUnib, as 

lesões de pata em C57BL/6/JUnib apresentaram um intenso infiltrado inflamatório na fase 

inicial da lesão, com uma menor quantidade de macrófagos parasitados e de parasitos no 

interior dessas células. Com a progressão da infecção, houve um aumento de células 

polimorfonucleares e linfócitos no interior da lesão. Giorgio et al.(1998) relataram uma 

elevada produção de oxido nítrico (NO) na fase inicial da infecção por L. amazonensis em 

pata de C57BL/6/JUnib, quando a carga parasitária era baixa. O pico máximo de produção 

de NO na pata de C57BL/6/JUnib, coincidiu com o tempo em que a lesão começou a 

diminuir, sugerindo que o aumento de NO antes da presença de mais macrófagos infectados 

contribuiu para o controle da infecção. Em lesões de camundongos BALB/c o aumento da 

produção de NO foi observada na fase crônica da infecção, contribuindo para o 

agravamento do processo inflamatório e o aparecimento de infecções secundárias. Além 

disso, o percentual de macrófagos maduros presente em camundongos C57BL/6/JUnib foi 

maior que o de camundongos BALB/c/AnUnib. E de acordo com Beil et al. (1992), 

macrófagos imaturos são menos efetivos na eliminação do parasita que os maduros, o que 

poderia contribuir para as diferenças observadas nas duas linhagens em relação a infecção. 

Os dados corroboram os da literatura que demonstraram que camundongos BALB/c 

eram susceptíveis a infecção por L. amazonensis, tanto quando inoculados no dorso quanto 

na pata. A linhagem de camundongos C57BL/6 foi capaz de controlar a infecção, mas não 

se curou. Fatores como a produção de NO e o infiltrado de linfócitos T no início da 

infecção parecem atuar no mecanismo de defesa do hospedeiro, controlando a infecção.  
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Outros fatores, como a hipóxia, angiogênese e proteínas relacionadas à inflamação devem 

estar envolvidos nesse processo. 

Recentemente, modelos murinos têm sido utilizados para avaliação do papel da 

hipóxia e de diferentes subunidades de HIF durante processos patológicos, e tem permitido 

a identificação de moléculas alvo para futuros tratamentos do câncer e de doenças 

infecciosas crônicas, como esquistossomose, paracoccidiomicoses e infecção pelo vírus 

sincicial respiratório (HAEBERLE et al., 2008, FERREIRA et al., 2009; ARAÚJO et al., 

2010). A análise da hipóxia em linhagens de camundongos susceptíveis e resistentes para 

infecções experimentais permite um melhor entendimento dos mecanismos patológicos 

crônicos. Para a avaliação de hipóxia tecidual foi utilizado o método de HypoxyprobeTM-1, 

que detecta adutos de pimonidazol formados em locais com baixa pressão parcial de 

oxigênio, usando um anticorpo anti-pimonidazol. Esse método é muito utilizado em 

pesquisas sobre aterosclerose, lesões hepáticas, leishmaniose cutânea, esquistossomose e 

tumores (AZUMA et al., 1997; RALEIGH  et al., 2001; LOKMIC et al., 2006; PLOCK et 

al., 2007; TERADA et al., 2007; SLUIMER et al., 2008; HUANG & CHEN, 2009; 

ARAÚJO et al., 2010; ARAÚJO et al., 2012).  

Algumas características, como infiltrado inflamatório, proliferação do parasito e 

infecções secundárias detectadas nas lesões causadas por L. amazonensis, no dorso e na 

pata de BALB/c/AnUnib, sugerem formação de microrregiões hipóxicas. Na lesão do dorso 

foi observado adutos de pimonidazol em todos os tempos avaliados (40 a 140 dias de 

infecção), assim como na pata de BALB/c/AnUnib (20 a 150 dias de infecção). Nesses dois 

modelos, quanto mais tempo de infecção e quanto maior a quantidade de macrófagos 

parasitados, mais regiões hipóxicas foram detectadas pelo HypoxyprombeTM-1. Em 

C57BL/6/JUnib, marcação com o anticorpo anti-pimonidazol só foi detectada na fase 

crônica da infecção (70 e 150 dias), embora tenha sido observado um infiltrado 

inflamatório desde o 2° dia após a inoculação do parasito; a infecção foi controlada, o que 

pode justificar o tardio aparecimento de áreas hipóxicas. Além disso, em camundongos 

C57BL/6/JUnib foram detectadas bem menos áreas hipóxicas na lesão do que em lesões em 

BALB/c/AnUnib. Van der Bilt et al. (2007) utilizando o pimonidazol para detectar áreas 
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hipóxicas após isquemia induzida e reperfusão, relataram que em áreas hipóxicas houve 

estabilização de HIF-1, infiltrado de neutrófilos e células de Küpffer associados a 

acelerada proliferação das células tumorais no fígado de camundongos BALB/c com 

carcinoma, e também observaram hipóxia perinecrótica relacionada à presença de células 

inflamatórias. Nos dois modelos de infecção por L. amazonensis em camundongos 

BALB/c/AnUnib foi observada hipóxia tecidual concomitante ao aumento do infiltrado de 

macrófagos na lesão, aumento da carga parasitária e formação de áreas necróticas. Nos 

camundongos C57BL/6/JUnib não foram detectadas áreas necróticas e o aparecimento 

tardio de microrregiões hipóxicas pode estar relacionado à menor quantidade de 

macrófagos infectados, apesar de haver um infiltrado celular presente no início da infecção. 

O outro método utilizado para a avaliação da hipóxia é a detecção de HIF-1 e HIF-

2, fatores de transcrição responsáveis pela atividade de vários genes envolvidos na 

adaptação das células a ambientes hipóxicos e neovascularização (WONG; WELLMAN; 

LOUNSBURY; 2003; ZINKERNAGEL & JOHNSON, 2007; HIGGINS et al., 2008; IIDA 

et al., 2012). Além disso, vários autores relataram a importância de HIF-1 e HIF-2 em 

processos inflamatórios e estresse oxidativo (ZINKERNAGEL et al., 2008; ARAÚJO et al., 

2010; IMTIYAZ & SIMON, 2010; WERTH et al., 2010; WANG et al., 2011).  

Nas lesões no dorso de BALB/c/AnUnib foram detectados HIF-1 e HIF-2 no 

citoplasma das células na fase crônica da infecção (110 e 140 dias), apesar de 

microambientes hipóxicos terem sido detectados por HypoxyprobeTM-1, desde o início da 

infecção. Diferentemente das lesões no dorso, em pata de BALB/c/AnUnib HIF-1 e HIF-

2 foram detectados, predominantemente no citoplasma das células, a partir de 20 dias de 

infecção, assim como os adutos de pimonidazol. Arrais-Silva et al.(2005) associou o quadro 

inflamatório da infecção por L. amazonensis em pata de camundongos BALB/c/AnUnib 

com a intensa atividade metabólica e o consumo de oxigênio pelo parasito e pelas células 

hospedeiras à uma expressão de HIF-1 tempo-dependente. O mesmo foi observado 

durante esse trabalho, e os resultados sugerem que a presença de grande quantidade de 

macrófagos altamente parasitados nas lesões de pata de BALB/c/AnUnib contribuem para a 
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expressão de HIF-1 e HIF-2; estando esses fatores relacionados ao processo 

inflamatório, além da hipóxia.  

Nas lesões de C57BL/6/JUnib, HIF-1 e HIF-2 foram detectados a partir de 20 dias 

de infecção, apesar dos microambientes hipóxicos terem sido detectados na fase crônica. 

Ao contrário das lesões em camundongos BALB/c/AnUnib, nas lesões em pata de 

C57BL/6/JUnib, HIF-1 e HIF-2 foram detectados predominantes no núcleo em 20 e 70 

dias de infecção, local de ação destes fatores. Estes resultados sugerem que HIF-1 e HIF-

2 também estejam mais relacionados ao processo inflamatório que à hipóxia, nas 

infecções por L. amazonensis, uma vez que esta linhagem de camundongos apresentou um 

intenso infiltrado inflamatório a partir de 2 dias de infecção que contribuiu para o controle 

da infecção. Ramadori et al. (2010) detectaram HIF-1 no núcleo de hepatócitos e células 

de Küpffer e HIF-2 no núcleo de células endoteliais, fibroblastos e células de Küpffer 

ativadas no fígado de camundongos C57BL/6 com uma reação inflamatória aguda induzida 

por LPS (lipopolissacarídeos). A partir disso, eles concluíram que HIF-1 e HIF-2 ativam 

simultaneamente vários genes envolvidos no processo inflamatório e hipóxico, dentre eles a 

eritropoietina. Peyssonnaux et al. (2007) também demonstraram que macrófagos ativados 

por LPS expressam HIF-1 e estão relacionados a produção de citocinas pró inflamatórias 

na fase aguda da sepse. Nós sugerimos que a presença de HIF-1 e HIF-2 

predominantemente no núcleo dos macrófagos nas lesões de C57BL/6/JUnib, induz a 

ativação de vários genes. 

Neste trabalho determinamos um fenótipo diferente entre as linhagens de 

camundongos susceptíveis e os relativamente resistentes quanto ao fator angiogênico 

VEGF e várias proteínas presentes em processos inflamatórios. 

O fator angiogênico, VEGF, é produzido por macrófagos e células endoteliais sob 

estímulos como hipóxia, HIF-1 e HIF-2 (HARMEY et al., 1998; XIONG et al., 1998; 

KONNER & DUPONT, 2004; KIM et al., 2008; SLUIMER et al., 2008; ARAÚJO et al., 

2010; ICHIHARA et al., 2011). Em tumores a detecção de VEGF está relacionada a um 

mau prognóstico e a metástase (KANEMATSU et a., 2004; GORDAN & SIMON, 2007; 
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QING & SIMON, 2009; IMTIYAZ et al., 2010; ICHIHARA et a., 2011), por isso várias 

terapias anti-angiogênicas tem sido testadas (MATHONNET et al., 2006; ICHIHARA et 

al., 2011). O VEGF também já foi detectado em outras infecções causadas por vírus e 

helmintos (LOEFFLER et al., 2002; MATHONNET et al., 2006; HASSAN et al., 2009; 

ARAÚJO et al., 2010). Na esquistossomose experimental foi possível detectar uma relação 

positiva entre a presença de microrregiões hipóxicas no interior do granuloma e a expressão 

de HIF-1 nuclear e VEGF, tanto no fígado, como no baço e no intestino de camundongos 

infectados (ARAÚJO et al., 2010). 

Nas lesões de dorso e pata de BALB/c/AnUnib não foi detectada expressão de VEGF 

em nenhum dos tempos de infecção avaliados, embora tenha sido detectado ambiente 

hipóxico com presença de HIF-1 e HIF-2. Montero et al. (2007) avaliando a proliferação 

de células tumorais em carcinoma gastrointestinal humano relacionaram a expressão de 

VEGF e p53 com um grave prognóstico da doença (aumento do tumor, infiltração de 

células e gastrite). Outra correlação da hipóxia, HIF e VEGF com mau prognóstico, foi 

detectado por Sluimer et al. (2008) na aterosclerose humana, com formação de intraplacas 

de ateroma e trombos. Entretanto, a presença de HIF-1 e HIF-2 em lesão de 

BALB/c/AnUnib (dorso e pata) foi observada predominantemente no citoplasma das 

células, sugerindo ausência de ação de HIF nessas células, e consequentemente ausência de 

ativação de genes relacionados, como o gene do VEGF.  

Ao contrário do observado em BALB/c/AnUnib, a expressão de VEGF foi detectada 

em lesões de pata de C57BL/6/JUnib aos 20 e 70 dias de infecção, mesmo tempo em que há 

predominância da expressão de HIF-1 e HIF-2 no núcleo das células. Entretanto, aos 

150 dias de infecção quando a expressão de HIF-1 e HIF-2 foi predominantemente 

citoplasmática, VEGF não foi expresso em células de lesão de pata de C57BL/6/JUnib. 

Esses resultados sugerem atividade transcricional de HIF-1 e HIF-2, quando expressos 

no núcleo das células na indução de VEGF (angiogênese) e a importância desses fatores de 

transcrição e do VEGF no controle da infecção. Apesar de trabalhos com tumores (FANG 

et al., 2007; MONTERO; ABREU; TONINO, 2008; TONG et al., 2012)  e aterosclerose 
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(SLUIMER et al., 2008) indicarem que a presença de VEGF está relacionada com mau 

prognóstico, na esquistossomose experimental a presença do VEGF foi relacionada a uma 

tentativa do organismo em reestabelecer a homeostase através da neovascularização, para 

reestabelecimento do fluxo sanguíneo normal nos órgãos afetados (LOEFLLER et al., 

2002; ARAÚJO et al., 2010). Nas lesões causadas por L. amazonensis em camundongos 

C57BL/6/JUnib, o VEGF deve estar relacionado à tentativa do organismo hospedeiro em 

controlar a infecção, facilitando o fluxo sanguíneo e a chegada de células inflamatórias na 

lesão. E, sugerimos que essa molécula possa ser um marcador de bom prognóstico para a 

resolução da infecção.  

Neste trabalho foram avaliadas as expressões de: HO-1, p38MAPk, MIF, COX-2 

HSP-70, Gal-3 e MIP-2, em diferentes tempos de infecção com o objetivo de elucidar seus 

papéis na dinâmica da infecção dos diferentes modelos e linhagens.  

A enzima HO-1 desempenha um papel citoprotetor importante na manutenção da 

homeostase celular durante a inflamação (GOZZELINO; JENEY; SOARES, 2010), e sua 

expressão é aumentada numa variedade de doenças como púrpura de Henoch-Schönlein 

(CHEN et al., 2009), síndromes hemofagocítica de doenças hematológicas (KIRINO et al., 

2005; MIYAZAKI et al., 2010), diabetes tipo 2 (BAO et al., 2010), câncer de próstata 

(BLANN et al., 2011) e leishmaniose visceral (LUZ et al., 2012). As ações de proteção de 

HO-1 durante a infecção são normalmente associadas à redução da imunopatologia causada 

pelo stress oxidativo e pela indução de angiogênese, via VEGF (LIN et al., 2009; PAE & 

CHUNG, 2009; LUZ et al., 2012).  

Em lesões no dorso de BALB/c/AnUnib a HO-1 estava presente na fase crônica da 

infecção (110 e 140 dias) bem como em pata de BALB/c/AnUnib (70 e 150 dias). Os 

resultados demonstraram HO-1 nas lesões de dorso e pata de BALB/c/AnUnib na fase 

crônica, quando foi observada grande concentração de macrófagos vacuolizados e 

intensamente parasitados. Ao contrário das lesões de camundongos BALB/c/AnUnib, as 

lesões de pata de camundongos C57BL/6/JUnib apresentaram expressão de HO-1 a partir 

de 20 dias de infecção (fase inicial), concomitante com a maior quantidade de macrófagos 

infectados (20 e 70 dias de infecção). Esses dados mostram que a presença de HO-1 é 
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simultânea a presença de um infiltrado inflamatório rico em macrófagos, nos dois modelos 

e linhagens avaliados. A HO-1 pode ter uma ação protetora, isto é, auxiliar no controle da 

destruição das células hospedeiras causada pelo estresse oxidativo e na modulação da 

produção de citocinas pró-inflamatórias. Ao mesmo tempo contribui para a manutenção do 

parasito na célula hospedeira. De fato, Luz et al. (2012) demonstraram uma maior 

expressão de HO-1 em macrófagos peritoneais de camundongos C57BL/6 infectados com 

L. chagasi nas células com carga parasitária relativamente elevada. Os autores detectaram 

diminuição da produção de TNF-, IL-6, IL-8 nos macrófagos infectados por L. chagasi 

com alta produção de HO-1 e sugeriram uma a ação protetora de HO-1 associada com a 

redução da imunopatologia causada pelo estresse oxidativo e citocinas pró-inflamatórias. 

Além disso, nas lesões em pata de camundongos C57BL/6/JUnib a presença de HO-1 

a partir da fase inicial da lesão pode também induzir a produção de VEGF (20 e 70 dias de 

infecção). Lin et al., (2009) detectaram aumento de HO-1 em camundongos C57BL/6 com 

injúria vascular, e observaram que o aumento de HO-1 está relacionado ao aumento de 

VEGF e a re-endotelização de artérias danificadas. Os resultados desse trabalho mostraram 

que aos 150 dias de infecção tanto em pata de camundongos BALB/c/AnUnib quanto de 

C57BL/6/JUnib, foi observada a expressão de HO-1, que pode estar relacionada tanto com 

a proteção da célula aos danos causados pelo estresse oxidativo, quanto à persistência do 

parasito, mantendo a infecção. 

Outra proteína avaliada nesse trabalho foi p38MAPk, uma quinase ativada em 

resposta a estresse oxidativo, hipóxia, citocinas pró-inflamatórias e outros processos 

fisiológicos (BASU et al., 2006; RUHLAND & KIMA, 2009) e que apresenta uma relação 

positiva com o aumento da permeabilidade vascular (IRWIN et al., 2005). Em lesões de 

dorso de BALB/c/AnUnib, há expressão de p38MAPk na fase crônica da infecção (110 e 

140 dias), assim como em patas de BALB/c/AnUnib (70 e 150 dias). Nessa fase crônica 

ocorre intenso infiltrado inflamatório com presença de muitos macrófagos vacuolizados e 

parasitados e áreas hipóxicas, que podem ser estímulos à expressão e ativação de 

p38MAPk. Outros estímulos a ativação de p38MAPk são o aumento da produção de NO 

(GIORGIO et al.,1998) e o predominante perfil de citocinas pró-inflamatórias presentes na 
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fase crônica da infecção por Leishmania (REITHINGER et al., 2007; NYLÉN & 

GAUTAM, 2010). Os resultados da literatura são controversos em relação a p38MAPk, 

uma vez que em infecção por Toxoplasma gondii a indução de IL-12 foi dependente da 

ativação de p38MAPk (KIM et al., 2005), ao contrário na infecção por L. amazonensis a 

ativação de p38MAPk foi relacionada a inibição da produção de IL-12 (RUHLAND & 

KIMA, 2009). AL-MUTAIRI et al. (2011) também observaram que em infecções com L. 

mexicana em macrófagos de medula, in vitro e em camundongos C57BL/6/JUnib, in vivo, e 

houve uma regulação negativa de IL-12, via MKP-2 e p38MAPk. 

Apesar dos camundongos C57BL/6/JUnib serem capazes de controlar a infecção, a 

expressão de p38MAPk também foi detectada na fase crônica (70 e 150 dias de infecção). 

Liu et al. (2006) utilizando células de médula óssea de camundongos C57BL/6 infectados 

com L. donovani observaram que a ativação de p38MAPk está relacionada ao controle da 

infecção. Entretanto, nesse trabalho não foi observada diferença no tempo de expressão de 

p38MAPk em lesões de pata de camundongos BALB/c/AnUnib (susceptível) e 

camundongos C57BL/6/JUnib (capazes de controlar a infecção). Provavelmente, as altas 

concentrações de IFN- e o NO presentes nas lesões de patas de camundongos 

C57BL/6/JUnib no início da infecção por L. amazonensis (GIORGIO et al., 1998) tenham 

sido o estímulo a ativação de p38MAPk no final da infecção, uma vez que essa quinase é 

capaz de regular negativamente a resposta Th1. De acordo com os dados não é possível 

relacionar p38MAPk com a indução de VEGF em lesões em C57BL/6/JUnib, uma vez que 

VEGF foi detectado antes da expressão de p38MAPk. Há trabalhos na literatura, entretanto, 

que relacionam positivamente a presença dessas duas proteínas (IRWIN et al., 2005). 

Sugere-se que p38MAPk esteja relacionada à tentativa de manutenção da homeostase, 

atuando na modulação da resposta imune em lesões de dorso e pata de BALB/c/AnUnib e 

pata de C57BL/6/JUnib.  

MIF é uma proteína pró-inflamatória induzida pela hipóxia, capaz de neutralizar os 

efeitos anti-inflamatórios dos glicocorticoides, participa na regulação da proliferação e 

diferenciação celular e atua no choque séptico, neoplasias, doenças autoimunes, problemas 

respiratórios, isquemia cardíaca e inflamações crônicas (GABER et al., 2011; GAO et al., 
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2011). Como a leishmaniose é caracterizada como uma inflamação crônica, com hipóxia 

tecidual e HIF-1 nas lesões, a expressão de MIF foi avaliada. Nas lesões no dorso de 

BALB/c/AnUnib, MIF foi detectada a partir de 70 dias de infecção, tempo em que a lesão 

já era hipóxica, mas HIF-1 não era expresso. Em lesões de pata de BALB/c/AnUnib, MIF 

foi detectada ainda na fase inicial da infecção (a partir de 20 dias), mesmo tempo das 

imunomarcações positivas para HypoxyprobeTM-1, HIF-1 e HIF-2. Santos-Oliveira et al. 

(2011) avaliando a presença de LPS plasmático em indivíduos com leishmaniose visceral 

observaram que o aumento do nível de LPS induz aumento de MIF e citocinas pró-

inflamatórias (IFN-,TNF-, IL-2, IL-6, IL-12, IL-17), e elevados níveis de MIF foram 

relacionados ao mau prognóstico da leishmaniose visceral.  

No nosso trabalho, entretanto, MIF foi observado na fase inicial da infecção nas 

lesões de pata de C57BL/6/JUnib (a partir de 2 dias de infecção), linhagem que promoveu 

controle da infecção a partir de 70 dias. Neste tempo (2 dias) ainda não havia regiões 

hipóxicas e nem expressão de HIF-1 e HIF-2. Considerando que MIF atua no 

recrutamento de células inflamatórias, indução de citocinas pró-inflamatórias (TNF- e 

IFN-) e expressão de VEGF (BACH et al., 2008), sugere-se que a presença de MIF, tão 

precocemente em camundongos C57BL/6/JUnib, contribuiu para o controle da infecção e 

angiogênese. Por outro lado, não é observada cura da infecção por L. amazonensis em 

camundongos C57BL/6/JUnib. Kamir et al. (2008) demonstraram que MIF ortóloga de 

Leishmania apresenta uma atividade anti-apoptótica dos macrófagos infectados, o que 

facilitaria a persistência da Leishmania no interior dessas células, contribuindo para a 

evasão do parasito ao sistema imune do hospedeiro.  

Um detalhe a se notar é a presença de MIF nas células glandulares da pata infectada 

de BALB/c/AnUnib no 2° dia de infecção e a expressão de MIF na epiderme do tecido de 

pata de camundongos C57BL/6/JUnib não infectados. Estes resultados foram similares aos 

de Bacher et al. (1997), que observaram expressão de MIF nos queratinócitos da epiderme e 

células das glândulas sebáceas e do folículo piloso, de pele de humanos e ratos saudáveis. 
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Diante disso, sugere-se que MIF esteja relacionado apenas à proliferação e diferenciação 

fisiológica das células da epiderme e células glandulares desse tecido.  

Durante o processo inflamatório uma das enzimas importantes é a ciclooxigenase-2 

(COX-2), necessária à produção de prostaglandinas e prostaciclina, mediadores 

inflamatórios. A COX-2 é normalmente ausente em tecidos normais, e dentre vários 

fatores, a hipóxia induz sua expressão, estimulando a angiogênese e o remodelamento 

vascular (CATHCART et al., 2008). Uma correlação positiva entre COX-2 e p38MAPk foi 

observada em doenças cardivasculares (WILLETTE et al., 2009) e leishmaniose cutânea 

(AL-MUTAIRI et al., 2010; SHWEASH et al., 2011). Como a COX-2 é relacionada a 

processos inflamatórios, era esperado encontrar essa enzima em todos os tempos de 

avaliação da infecção e em todos os modelos e linhagens avaliadas.  

Como previsto, em lesões de dorso de BALB/c/AnUnib há expressão de COX-2 em 

todos os tempos avaliados (40, 70, 110 e 140 dias de infecção). O mesmo foi observado em 

lesões de pata de BALB/c/AnUnib (2, 20, 70 e 150 dias de infecção). Porém, nessa 

linhagem, camundongos não infectados apresentaram marcação para o anticorpo anti- 

COX-2 nas glândulas sebáceas do dorso de BALB/c/AnUnib. Em lesões de pata de 

C57BL/6/JUnib foi detectada a presença de COX-2 também na fase inicial da infecção, aos 

dois dias, e persistiu até 150 dias de infecção. O aumento de COX-2 estaria relacionado ao 

mau prognóstico do câncer, diante de sua relação com processos inflamatórios e 

angiogênicos (MEYER et al., 2010). Shweash et al. (2011) demonstraram que 

promastigostas de L. mexicana inibem a produção de IL-12 via TLR-4 dependente da 

expressão de COX-2, iNOS e arginase-1, assim como Al-Muitari et al. (2010). Na 

leishmaniose experimental cutânea causada por L. amazonensis a COX-2 está relacionada 

ao desenvolvimento da infecção, tanto em dorso e pata de camundongos BALB/c/AnUnib, 

como em pata de camundongos C57BL/6/JUnib.  

A proteína de choque térmico, HSP-70 protege as células dos danos causados pela 

alteração de temperatura, hipóxia e estresse oxidativo. Assim, era esperada a expressão de 

HSP-70 durante todo o tempo avaliado. Nas lesões de dorso de BALB/c/AnUnib, HSP-70 

foi detectada dos 40 dias aos 140 dias de infecção. De acordo com os resultados desse 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Shweash%2BM%5bauth%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Shweash%2BM%5bauth%5d
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trabalho a lesão leishmaniótica em dorso de camundongos BALB/c/AnUnib se tornou 

hipóxica a partir de 40 dias de infecção, mesmo tempo em que observamos a expressão de 

HSP-70. Isso reforça a sugestão de Yuan et al. (2010), de que HSP-70 está relacionada a 

proteção das células em ambientes hostis. Esses autores observaram redução da apoptose de 

células epiteliais após injúria induzida por hipóxia e reoxigenação e concomitante ao 

aumento de HSP-70. Pei et al. (2012) também relacionaram a presença de HSP-70 à 

proteção de células de testículo de coelhos submetidos a estresse térmico crônico. Esses 

autores sugeriram que o choque térmico crônico desencadeia a apoptose em células 

germinativas, especialmente nas espermatogônias, onde ocorre expressão elevada de 

HSP70, proteína capaz de reduzir a apoptose celular. 

Em lesões de pata de BALB/c/AnUnib e de C57BL/6/JUnib HSP-70 foi observada a 

partir do 20° dia de infecção persistindo até 150 dias de infecção. Nesse tempo, em 

camundongos BALB/c/AnUnib, há a instalação da infecção e é possível observar muitos 

macrófagos parasitados, o que favoreceria a produção de HSP-70. Já nas lesões em 

C57BL/6/JUnib, aos 2 dias de infecção pode ser detectado um infiltrado celular e a 

produção de IFN- e NO (GIORGIO et al., 1998; ARAÚJO et al., 2012), características que 

também favorecem a expressão de HSP-70, devido seu caráter citoprotetor.  

Em modelo “in vitro”, observou-se que macrófagos (J774) em hipóxia apresentaram 

uma diminuição da expressão de HSP-70, mas a subpopulação de macrófagos selecionados 

em hipóxia e cultivados em normóxia antes dos testes apresentaram um aumento de HSP-

70 após estímulo hipóxico, confirmando que HSP-70 é um marcador de adaptação à 

hipóxia severa, além disso, observaram uma diminuição da susceptibilidade do macrófago à 

infecção por Leishmania (DEGROSSOLI et al.,2004; 2007). Nossos resultados, in vivo 

mostraram que houve um aumento na expressão de HSP-70 concomitante à progressão da 

lesão e ao aparecimento de regiões hipóxicas, tanto nas lesões de pata de camundongos 

BALB/c/AnUnib e C57Bl/6/JUnib.  

A Galectina-3 (Gal-3) é uma lectina expressa por macrófagos, fibroblastos, células 

dendríticas e queratinócitos e relacionada a processos de adesão, proliferação, diferenciação 

celular, angiogênese, metástase em tumores e adesão celular epitelial do endométrio e 
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imunomodulação (PELLETIER & SATO, 2002; NAKAHARA et al.,2005; LEI et al., 

2009; BROWN et al., 2012; YANG et al., 2012). Nas lesões de dorso de BALB/c/AnUnib, 

Gal-3 foi detectada a partir de 70 dias de infecção, e células adjacentes às células 

glandulares apresentaram imunomarcação para o anticorpo anti-Gal-3. Nas lesões de pata 

de Balb/ e de C57BL/6/JUnib a Gal-3 foi observada na fase inicial da infecção (a partir de 

20 dias). Tecido de pata de BALB/c/AnUnib não infectados e com 2 dias de infecção 

apresentam imunomarcação na epiderme para Gal-3, um resultado esperado, pois 

queratinócitos também são capazes de produzir essa lectina. Em lesão de BALB/c/AnUnib 

a expressão de Gal-3 coincide em tempo com a detecção de hipóxia tecidual, mas em lesão 

de C57BL/6/JUnib a Gal-3 foi detectada antes da formação de áreas hipóxicas. 

Pelletier & Sato, 2002 utilizando macrófagos (linhagem J774) infectados com L. 

major ou com L. donovani, observaram que Gal-3 se liga a lipofosfoglicano de L. major, 

mas não às de L. donovani, e que esta ligação cliva Gal-3 impedindo sua oligomerização. 

Os autores sugeriram que a falta desta oligomerização de Gal-3 induz prolongada resposta 

Th1, in vivo, e com isso diminui a infecção. Com base nos resultados desse trabalho, não é 

possível afirmar se existe uma ligação entre Gal-3 e L. amazonensis, mas Gal-3 foi 

detectada em C57BL/6/JUnib infectados com L. amazonensis, os quais apresentam elevada 

resposta Th1 no início da infecção (GIORGIO et al., 1998), e são capazes de controlar a 

infecção. Trabalhos futuros serão necessários para consolidar o possível papel 

imunomodulador de Gal-3 na infecção por L. amazonensis. 

Outra proteína avaliada em nesse trabalho foi o mediador inflamatório, MIP-2. Sua 

expressão está relacionada ao recrutamento de células inflamatórias, produção de citocinas 

pró-inflamatórias e controle da infecção, quando avaliado para infecções com L. major, L. 

donovani e L. amazonensis (JI et al., 2003; ROBERT-GANGNEUX et al., 2012). Ji et al. 

(2003) comparando o desenvolvimento da infecção por L. amazonensis e L. major em 

camundongos C57BL/6 observaram que durante as 4 primeiras semanas de infecção por L. 

amazonensis houve redução da produção de citocinas pró-inflamatórios como IL-12, IL-1, 

IFN- e de mediadores inflamatórios como MIP-1, CCL4/MIP-1β, CCL5/RANTES e 

MIP-2 em lesões de pata e no linfonodo, resultando na redução de linfócitos T in vitro e in 



Discussão 

 

  121 

 

vivo, com aumento da patogênese. Ao contrário, nas infecções causadas por L. major em 

camundongos C57BL/6 foi observado um aumento de citocinas pró-inflamatórios como IL-

12, IL-1, IFN- e de mediadores inflamatórios como MIP-1, CCL4/MIP-1β, 

CCL5/RANTES e MIP-2, nas 4 primeiras semanas de infecção, o que resultou num 

controle da infecção por ativação de uma resposta Th1. Nesse trabalho, MIP-2 foi detectada 

nas lesões de dorso de camundongos BALB/c/AnUnib em todos os tempos avaliados (40 a 

140 dias de infecção), bem como nas lesões de pata de BALB/c/AnUnib e C57BL/6/JUnib 

(2 a 150 dias de infecção). Como não houve diferença na expressão de MIP-2 nos 

diferentes modelos e nas diferentes linhagens, esses resultados sugerem que essa proteína 

não é fundamental para a compreensão das diferenças no desenvolvimento das lesões em 

dorso e pata de camundongos BALB/c/AnUnib e pata de camundongos C57BL/6/JUnib.  

De acordo com todos os resultados descritos, lesões causadas por L. amazonensis no 

dorso de camundongos BALB/c/AnUnib (susceptíveis) apresentaram microambientes 

hipóxicos desde a fase inicial, quando avaliados pelo marcador de hipóxia, pimonidazol. 

Nesta mesma fase foi detectada a expressão de COX-2, HSP-70, Gal-3 e MIP-2 proteínas 

encontradas em processos inflamatórios. MIF foi detectado a partir de 70 dias de infecção e 

HIF-1, HIF-2 (no citoplasma), HO-1 e p38MAPk foram detectados na fase crônica da 

infecção. O fator angiogênico, VEGF, não foi detectado em nenhum dos tempos avaliados 

(Figura 50). 

 

Figura 50. Esquema respresentativo da hipóxia tecidual, HIF-1 e HIF-2, VEGF, COX-2, Gal-3, 

HO-1, HSP-70, MIF, MIP-2 e p38MAPk em macrófagos infectados com L. amazonensis de dorso 

de camundongos BALB/c/AnUnib. A cor marrom no interior das células representa hipóxia. 
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As lesões causadas por L. amazonensis em pata de camundongos BALB/c/AnUnib 

(susceptíveis) apresentam microambientes hipóxicos a partir de 20 dias de infecção quando 

avaliados pelo pimonidazol e por HIF-1 e HIF-2. Nesta mesma fase foi detectada 

expressão de COX-2, HSP-70, MIF, Gal-3 e MIP-2. Na fase crônica da infecção foram 

detectadas HO-1 e p38MAPk. O fator angiogênico, VEGF, não foi detectado em nenhum 

dos tempos avaliados (Figura 51). 

 

Figura 51. Esquema respresentativo da hipóxia tecidual, HIF-1 e HIF-2, VEGF, COX-2, Gal-3, 

HO-1, HSP-70, MIF, MIP-2 e p38MAPk em macrófagos c infectados com L. amazonensis de pata 

de camundongos BALB/c/AnUnib. A cor marrom no interior das células representa hipóxia. 

 

As lesões causadas por L. amazonensis em pata de camundongos C57BL/6/JUnib 

(controlam a infecção) apresentam microambientes hipóxicos na fase crônica, quando 

avaliados pelo marcador de hipóxia, pimonidazol. Porém, a expressão de HIF-1 e HIF-2 

foram detectadas na fase inicial da infecção, bem como COX-2, HSP-70, MIF, HO-1, Gal-3 

e MIP-2. Na fase crônica foi detectado p38MAPk. O fator angiogênico, VEGF, foi 

detectado aos 20 e 70 dias de infecção (Figura 52) 
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Figura 52. Esquema representativo da hipóxia tecidual, HIF-1 e HIF-2, VEGF, COX-2, Gal-3, 

HO-1, HSP-70, MIF, MIP-2 e p38MAPk em macrófagos infectados com L. amazonensis de pata de 

camundongos C57BL/6/JUnib. A cor marrom no interior das células representa hipóxia. 

 

Diante das diferenças entre o desenvolvimento da infecção causada por L. 

amazonensis e o perfil de proteínas de inflamação encontrado nas lesões de camundongos 

BALB/c/AnUnib quanto em C57BL/6/JUnib, decidimos avaliar a presença de hipóxia 

tecidual, e a expressão de HIF-1, HIF-2, MIF, HO-1, p38MAPk e VEGF em lesões de 

camundongos BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis e tratados com Glucantime 

ou com Anfotericina B, dois fármacos usados na clinica (SINGH & SIVAKUMAR, 2004; 

CROFT & OLLIARIO, 2011; OLIVEIRA et al., 2011). Para isso, escolhemos dois 

protocolos de tratamentos com os fármacos. A hipóxia tecidual foi avaliada pelo método de 

HypoxyprobeTM-1. As proteínas avaliadas por imuno-histoquímica foram HIF-1, HIF-2, 

MIF, HO-1, p38MAPk e VEGF. Estas proteínas foram selecionadas porque apresentam 

diferenças no perfil de expressão em lesões de pata entre BALB/c/AnUnib e 

C57BL/6/JUnib. A p38MAPk foi escolhida por estar diretamente relacionada à hipóxia e ao 

aumento da permeabilidade vascular (IRWIN et al., 2005). 

Com os protocolos utilizados foi possível observar uma diminuição da lesão de 

camundongos BALB/c/AnUnib tratados com Glucantime. O mesmo não ocorreu com os 

animais tratados com Anfotericina B. Entretanto, uma diminuição da carga parasitária 

ocorre no final dos tratamentos com os dois fármacos. Acreditamos que, pelo fato da 
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linhagem de camundongos BALB/c/AnUnib ser extremamente susceptível ao parasita 

(ARRAIS-SILVA et al., 2005), a Anfotericina B não tenha sido eficaz na redução da lesão. 

Outro fator que contribuiu para uma baixa resposta à Anfotericina B foi o curto período de 

tratamento, que não pode ser prolongado devido a toxicidade do fármaco (RATH et al., 

2003; AMATO et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2011).  

Quando a hipóxia tecidual foi avaliada, observou-se a formação de adutos de 

pimonidazol, evidenciando microambientes hipóxicos em lesões de camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados não tratados e dos animais tratados com Glucantime ou 

Anfotericina B. HIF-1 e HIF-2 foram detectados em lesões de camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados não tratados e tratados com Glucantime ou Anfotericina B. 

Conclui-se que apesar da redução no tamanho das lesões e diminuição de macrófagos 

parasitados após tratamento, não houve alteração da hipóxia e da expressão de HIF-1 e 

HIF-2.  

O fator angiogênico, VEGF não foi expresso em camundongos BALB/c/AnUnib 

infectados em nenhum dos momentos avaliados. Mas após o tratamento com Glucantime 

ou Anfotericina B, VEGF foi detectado em pata infectada. Com esses resultados foi 

possível sugerir que há uma importante relação do VEGF com a diminuição da carga 

parasitária e com o controle da infecção. O VEGF está relacionado à neovascularização e 

pode contribuir para maior migração de linfócitos T e macrófagos, auxiliando no controle 

da infecção. Vale salientar que VEGF foi detectado também em linhagem relativamente 

resistentes a infecção (C57BL/6/JUnib) infectados por L. amazonensis. 

A proteína HO-1, anti-inflamatória e citoprotetora, foi detectada em camundongos 

BALB/c/AnUnib infectados e tratados com Glucantime ou Anfotericina B, assim como nos 

BALB/c/AnUnib infectados e não tratados. Estes resultados estão de acordo com os dados 

apresentados por Fadili et al. (2008), que demonstraram aumento da atividade do gene 

HMOX-1, responsável pela expressão de HO-1 em macrófagos infectados com L. donovani 

e submetidos ao tratamento com um antimonial pentavalente. De acordo os resultados, os 

protocolos de tratamento utilizados não levaram a cura, mas promoveram redução da carga 
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parasitária. Assim, sugere-se que fatores como a presença do parasito, resposta inflamatória 

e microrregiões hipóxicas na lesão serve de estímulo à indução de HO-1. 

Como p38MAPk está relacionada ao controle da infecção por L. donovani (LIU et al., 

2006) e ao aumento da permeabilidade vascular (IRWIN et al., 2005) sua expressão foi 

avaliada antes e após os tratamentos utilizados para leishmaniose cutânea. A expressão 

p38MAPk foi detectada em lesões de pata causadas por L. amazonensis em 

BALB/c/AnUnib não tratados e nos animais infectados e tratados com Glucantime ou 

Anfotericina B. A presença de p38MAPk pode estar relacionada a neovascularização, via 

indução de VEGF, ou a tentativa de manutenção celular da homeostase, que precisa ser 

mantida pois a pesar da diminuição da carga parasitária não houve cura e a hipóxia tecidual 

persistiu. 

A proteína pró-inflamatória, MIF, foi detectada em pata de BALB/c/AnUnib 

infectados não tratados e tratados com Glucantime ou Anfotericina B. Entre os animais 

infectados não tratados observamos a expressão de MIF nas lesões em pata de 

BALB/c/AnUnib somente a partir de 20 dias. E em lesões de C57BL/6/JUnib a expressão 

de MIF é bem precoce (2° dia de infecção). O MIF pode estar relacionado ao processo de 

controle de infecção, via indução de uma resposta Th1 ou via angiogênese, tanto em 

camundongos C57BL/6/JUnib quanto em BALB/c/AnUnib infectados e submetidos aos 

tratamentos para leishmaniose cutânea. 

Não houve cura dos animais tratados, mas ocorreu redução da carga parasitária. E foi 

possível detectar um perfil de proteínas importantes à manutenção da homeostase celular e 

ao controle da infecção, como HIF-1, HIF-2, HO-1, p38MAPk e MIF. A modulação da 

resposta imunológica do hospedeiro e indução da expressão de VEGF foram ações 

importantes para o reestabelecimento dessa homeostase. O VEGF foi a proteína que 

apresentou diferença de expressão mais relevante entre as linhagens de camundongos 

avaliadas, sendo expressa na linhagem capaz de controlar a infecção e na linhagem 

susceptível somente após os tratamentos que reduziram a carga parasitária. Assim, 

sugerimos que o VEGF é a proteína avaliada que está mais relacionada ao controle da 
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infecção, podendo ser utilizado como marcador de bom prognóstico, ao contrário dos 

tumores. 

Trabalhos futuros como avaliação da hipóxia tecidual e do perfil das proteínas aqui 

estudadas nos modelos experimentais e em lesões de pacientes seriam interessantes e 

ampliariam o conhecimento da imunopatogênese da leishmaniose. Também possibilitaria o 

prognóstico e a identificação de proteínas como alvos na terapia complementar, como já 

vêm sendo desenvolvido em inúmeras neoplasias.  
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6. Conclusões 

 

1. Lesões no dorso de camundongos BALB/c/AnUnib infectados por L. amazonensis 

apresentaram microambiente hipóxico na fase inicial da infecção, com imunomarcação para 

o anticorpo anti-pimonidazol, a partir de 40 dias, mas HIF-1 e HIF-2 só foram 

detectados na fase crônica da infecção. 

 

2. Lesões na pata de camundongos BALB/c/AnUnib infectados por L. amazonensis 

apresentaram microambiente hipóxico na fase inicial da infecção, com imunomarcação para 

o anticorpo anti-pimonidazol e detecção de HIF-1 e HIF-2 a partir de 20 dias de 

infecção. 

 

3. Lesões na pata de camundongos C57BL/6/JUnib infectados por L. amazonensis 

apresentaram microambiente hipóxico na fase tardia da infecção com imunomarcação para 

o anticorpo anti-pimonidazol, a partir de 70 dias, mas HIF-1 e HIF-2 foram detectados 

na fase inicial da infecção (a partir de 20 dias). 

 

4. Não foi detectada, por imuno-histoquímica, expressão do fator angiogênico VEGF em 

lesões de dorso e pata de camundongos BALB/c/AnUnib infectados por L. amazonensis em 

nenhum dos tempos avaliados. 

 

5. Lesões na pata de camundongos C57BL/6/JUnib infectados por L. amazonensis 

apresentaram expressão de VEGF aos 20 e 70 dias de infecção. 

 

6. Lesões no dorso de camundongos BALB/c/AnUnib infectados por L. amazonensis 

apresentaram expressão de COX-2, Gal-3, HSP-70 e MIP-2 no início da infecção (a partir 

de 20 dias), MIF foi detectada a partir de 70 dias de infecção e na fase crônica (110 e 140 

dias) HO-1 e p38MAPk foram detectados. 
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7. Lesões em pata de camundongos BALB/c/AnUnib infectados por L. amazonensis 

apresentaram expressão de COX-2, Gal-3 e MIP-2 no início da infecção (a partir de 2 dias), 

MIF e HSP-70 a partir de 20 dias de infeção e na fase crônica (70 e 150 dias) HO-1 e 

p38MAPk foram detectados. 

 

8. Lesões em pata de camundongos C57BL/6/JUnib infectados por L. amazonensis 

apresentaram expressão de COX-2, Gal-3, HO-1 e MIP-2 no início da infecção (a partir de 

2 dias), HSP-70 e MIF a partir de 20 dias de infecção e na fase crônica (70 e 150 dias) 

p38MAPk foi detectada. 

9. Camundongos BALB/c/AnUnib infectados com L. amazonensis e submetidos ao 

tratamento com Glucantime ou Anfotericina B não apresentam modificações no 

microambiente hipóxico (HypoxyprobeTM-1, HIF-1 e HIF-2) e nem no perfil de 

expressão das seguintes proteínas inflamatórias (HO-1, MIF e p38MAPk). Porém, o fator 

angiogênico VEGF foi detectado em tecido de pata infectada de animais tratados com 

Glucantime ou com Anfotericina B.  

 

10. O VEGF pode ser utilizado como marcador de prognóstico favorável ao controle da 

infecção na leishmaniose cutânea experimental.



Referências Bibliográficas 

 

  129 

 

7. Referências Bibliográficas 

 
ABRAHAM, N.G; KAPPAS, A. Pharmacological and clinical aspects of heme oxygenase. 
Pharmacol Rev, 60: 79-127. 2008. 
 
AFONSO, L.C.; SCOTT, P. Immune responses associated with susceptibility of C57BL/10 
mice to Leishmania amazonensis. Infect Immun. 61(7):2952-2959. 1993. 
 
AMATO, V.S. Utilização do isotionato de pentamidina para o tratamento da leishmaniose 
mucosa. Rev Soc Bras Med Trop. 30:529-530. 1997. 
 
AMATO, V.S. et al. Successful treatment of cutaneous leishmaniasis with lipid 
formulations of amphotericin B in two immunocompromised patients. Acta Tropica. 92 
127–132. 2004. 
 
AL-MUTAIRI et al.MAP kinase phosphatase-2 plays a critical role inresponse to I nfection 

by Leishmania mexicana. PLoS Pathog. 6(11):e1001-192.2010. 
 
ALVAR, J. et al. Leishmaniasis Worldwide and Global Estimates of Its Incidence. PLoS 

ONE. 7(5): e35671. 2012. 
 
ARTEEL, G.E. et al. Evidence that hypoxia markers detect oxygen gradients in liver: 
pimonidazol and retrograde perfusion of rat liver. Br J Cancer. 72(4): 889-95. 1995. 
 

ARAÚJO, A.P. et al. Hypoxia, hypoxia-inducible factor-1 and vascular endothelial 
growth factor in a murine model of Schistosoma mansoni infection. Exp Mol Pathol. 
89:327–33. 2010. 
 

ARAÚJO, A.P;ARRAIS-SILVA, W.W; GIORGIO, S. Infection by Leishmania 
amazonensis in mice: A potential model for chronic hypoxia.Acta Histochem. [Epub ahead 
of print] <http://dx.doi.org/10.1016/j.acthis.2012.01.007> 2012. 
 
ARRAIS-SILVA, W. W. et al. Expression of hypoxia-inducible factor-1alpha in the 
cutaneous lesions of BALB/c/AnUnib mice infected with Leishmania amazonensis. Exp. 

Mol. Pathol. 78(1):49-54, 2005. 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=MAP%20Kinase%20Phosphatase-2%20Plays%20a%20Critical%20Role%20in%20Response%20to%20Infection%20by%20Leishmania%20mexicana
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ara%C3%BAjo%20AP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22360823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arrais-Silva%20WW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22360823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Giorgio%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22360823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22360823
http://dx.doi.org/10.1016/j.acthis.2012.01.007


Referências Bibliográficas 

 

  130 

 

ARRAIS-SILVA, W.W. et al. Hyperbaric oxygen therapy reduces the sizes of Leishmania 

amazonensis-induced soft tissues lesions in mice. Parasitol International. 98(2):130-
6.2006. 
 

AYRES, D.C. Avaliação da eficácia de diferentes compostos nos modelos in vitro e in vivo 
da Leishmaniose sob diferentes condições de oxigênio. 2007. Tese (Mestrado em 
Parasitologia) Unicamp. 
 
AYRES, D.C. et al. Potential utility of hyperbaric oxygen therapy and propolis in 
enhancing the leishmanicidal activity of glucantime. Rev Inst Med Trop. 53(6): 329-34. 
2011. 
 
AWASTHI, A; MATHUR, R.K; SAHA, B. Immune response to Leishmania infection. 
Indian J Med Res. 119(6): 238-258. 2004. 
 
AZUMA, C; RALEIGH, J.A; THRALL, D.E. Longevity of pimonidazol adducts in 
spontaneous canine tumors as an estimate of hypoxic cell lifetime. Radiat Res. 148(1): 35-
42. 1997. 
 
AZUMA, Y. et al. Hypoxia and differentiation in squamous cell carcinomas of the uterine 
cervix: pimonidazol andinvolucrin. Clin Cancer Res. 9(13):4944-52. 2003. 
 
BACH, J.P. et al. Role of MIF in Inflammation and Tumorigenesis. Oncology. 75: 127-33. 
2008. 
 
BACHER, M. et al. Migration inhibitory factor expression in experimentally induced 
endotoxemia. Am J Pathol. 150: 235–246. 1997. 
 
BAO, W.F. et al.  Plasma Heme Oxygenase-1 Concentration Is Elevated in Individuals with 
Type 2 Diabetes Mellitus. PLoS ONE. 5:e12371.2010. 
 
BARBIÉRI, C.L., et al. Glycosphingolipid antigens of Leishmania (Leishmania) 

amazonensis amastigotes identified by use of a monoclonal antibody. Infect Immun. 
61:2131–2137. 1993. 
 
BARRAL, A. et al. Leishmaniasis in Bahia, Brazil: evidence that Leishmania amazonensis 
produces a wide spectrum of clinical disease. Am J Trop Med Hyg. 44:536–546. 1991. 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Azuma%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14581369
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14581369
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mookerjee%20Basu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16641451


Referências Bibliográficas 

 

  131 

 

BASU, J.M. et al., Sodium antimony gluconate induces generation of reactive oxygen 
species and nitric oxide via phosphoinositide 3-kinase and mitogen- activated protein 
kinase activation in Leishmania donovani-infected macrophages. Antimicrob Agents 

Chemother. 50(5):1788-97. 2006. 
 

BATEMAN, R.M. et al. Myocardial hypoxia-inducible HIF-1, VEGF, and GLUT1 gene 
expression is associated with microvascular and ICAM-1 heterogeneity during 
endotoxemia. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 293:H448–H456. 2007. 
 
BLANN, A. Increased levels of plasma haemoxygenase-1 in prostate cancer. Prostate 

Cancer Prostatic Dis.14:114–117. 2011. 
 
BEIL, W.J. et al. Differences in the onset of the inflammatory response to cutaneous 
leishmaniasis in resistant and susceptible mice. J Leukoc Biol.  52(2):135-42. 1992. 
 

BESCHORNER, R. et al. Long-term expression of heme oxygenase-1 (HO-1, HSP-32) 
following focal cerebral infarctions and traumatic brain injury in humans. Acta 

Neuropathol. 100:377–384, 2000. 
 
BROWN,  E. R. et al., Association of galectin-3 expression with melanoma progression and 
prognosis. Eur J Cancer.48(6):865-74. 2012. 
 
BUCALA, R; DONNELLI, S.C. Macrophage Migration Inhibitory Factor: A Probable Link 
between Inflammation and Cancer. Immunity. 26(3):281-5.2007. 
 
BURKE, B. et al. Expression of HIF-1a by human macrophages: implications for the use of 
macrophages in hypoxia-regulated cancer gene therapy. J Pathol. 196:204–212. 2002. 
 
CARDOSO, F.O. et al. Immunopathological Studies of Leishmania amazonensis Infection 
in Resistant and in Susceptible. Mice. J Infect Dis. 201(12):1933-1940. 2010. 
 
CATHCART, M.C. et al. Cyclooxygenase-2-linked attenuation of hypoxia-induced 
pulmonary hypertension andintravascular thrombosis. J Pharmacol Exp Ther. 326(1):51-8. 
2008. 
 
CHEN, T. et al. Elevated serum heme oxygenase-1 and insulin-like growth factor-1 levels 
in patients with Henoch-Schonlein purpura. Rheumatol Int. 31:321–326. 2009. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sodium%20Antimony%20Gluconate%20Induces%20Generation%20of%20Reactive%20Oxygen%20Species%20and%20Nitric%20Oxide%20via%20Phosphoinositide%203-Kinase%20and%20Mitogen-Activated%20Protein%20Kinase%20Activation%20in%20Leishmania%20donovani-Infected%20Macrophages
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sodium%20Antimony%20Gluconate%20Induces%20Generation%20of%20Reactive%20Oxygen%20Species%20and%20Nitric%20Oxide%20via%20Phosphoinositide%203-Kinase%20and%20Mitogen-Activated%20Protein%20Kinase%20Activation%20in%20Leishmania%20donovani-Infected%20Macrophages
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1506767
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cathcart%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18375790
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cyclooxygenase-2-Linked%20Attenuation%20of%20Hypoxia-Induced%20Pulmonary%20Hypertension%20and%20Intravascular%20Thrombosis


Referências Bibliográficas 

 

  132 

 

 
CHIARUGI, V; MAGNELLI, L; GALLO, O. Cox-2, iNOS and p53 as play-makers of 
tumor angiogenesis. Int J Mol Med. 2:715–719. 1998. 
 
COLHONE, M.C. et al. Effect of hypoxia on macrophage infection by Leishmania 

amazonensis. J Parasitol. 90(3):510-515. 2004. 
 
CROFT, S.L; OLLIARO, P. Leishmaniasis chemotherapy—challenges and opportunities. 
Clin Microbiol Infect. 17:1478–1483.2011. 
 
CROWTHER, M. et al. Microenvironmental influence on macrophage regulation of 
angiogenesis in wounds and malignant tumors. J Leukoc Biol. 70:478-490. 2001. 
  
DEGROSSOLI, A. et al. Hypoxia modulates expression of the 70-kD heat shock protein 
and reduces Leishmania infection in macrophages. J Biomed Sci. 11(6):847-854. 2004. 
 
DEGROSSOLI, A; GIORGIO, S. Functional alterations in macrophages after hypoxia 
selection. Exp Biol Med. 232(1):88-95, 2007. 
 
DEGROSSOLI, A. et al. The influence of low oxygen on macrophage response to 
Leishmania infection. Scand J Immunol. 74(2):165-75. 2011. 
 
FADILI, K. E. et al. Modulation of gene expression in human macrophages treated with the 
anti-leishmaniapentavalent antimonial drug sodium stibogluconate. Antimicrob Agents 

Chemother. 52(2):526-33. 2008. 
 
FANG, J. et al. Apigenin inhibits tumor angiogenesis through decreasing HIF-1alpha and 
VEGF expression. Carcinogenesis. 28(4):858-64. 2007.  
 
FERRANDINA, G. et al. Increased cyclooxygenase-2 expression is associated with 
chemotherapy resistance and poor survival in cervical cancer patients. J Clin Oncol. 
15;20(4):973-81. 2002. 
 
FERRARA, N. et al. Heterozygous embryonic lethality induced by targeted inactivation of 
the VEGF gene. Nature. 380:439-442. 1996. 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21517930
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=El%20Fadili%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18070969
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Modulation%20of%20Gene%20Expression%20in%20Human%20Macrophages%20Treated%20with%20the%20Anti-Leishmania%20Pentavalent%20Antimonial%20Drug%20Sodium%20Stibogluconate
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Modulation%20of%20Gene%20Expression%20in%20Human%20Macrophages%20Treated%20with%20the%20Anti-Leishmania%20Pentavalent%20Antimonial%20Drug%20Sodium%20Stibogluconate
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17071632
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Apigenin%20inhibits%20tumor%20angiogenesis%20through%20decreasing%20HIF-1a%20and%20VEGF%20expression
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ferrandina%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11844819


Referências Bibliográficas 

 

  133 

 

FERREIRA, M.C. et al. Effect of low intensity helium–neon (HeNe) laser irradiation on 
experimental paracoccidioidomycotic wound healing dynamics. Photochem Photobiol. 
85:227–33. 2009. 
 
GABER, T. et al. CD4+ T Cell Proliferation under Hypoxia Function and Differentially 
Influences Human Suppression of Hypoxia-Inducible Factor-1a Counterregulates 
Dexamethasone-Mediated. J Immunol. 186:764-774.2011. 
 
GAFFNEY, D.K. et al. Elevated cyclooxygenase-2 expession correlates with diminished 
survival in carcinoma of the cervix treated with radiotherapy. Int J Radiat Oncol Biol Phys. 
49: 1213-1217. 2001. 
 
GAO, X.M. et al. Deletion of macrophage migration inhibitory factor protects the heart 
from severe ischemia-reperfusion injury: a predominant role of anti-inflammation. J Mol 

Cell Cardiol. 50(6):991-9. 2011. 
 
GIORGIO, S. et al. In vivo formation of electron paramagnetic resonance-detectable nitric 
oxide and of nitrotyrosine is not impaired during murine leishmaniasis. Infection and 

Immunity. 66(2):807-814. 1998. 
 
GHOSH, N. et al. COX-2 as a target for cancer chemotherapy. Pharmacol Rep.62(2):233-
44. 2010. 
 

GRIMALDI, G; TESH, R.B.J.R; MACMAHON-PRATT, D. A review of the geographic 
distribution and epidemiology of leishmaniasis in the New World. Am J Trop Med Hyg. 
41:687–725. 1989. 
 
GORDAN, J.D; SIMON, M.C. Hypoxia-inducible factors: central regulators of the tumor 
phenotype. Curr Opin Genet Dev. 17(1):71-7. 2007. 
 
GOZZELINO, R; JENEY V; SOARES M.P. Mechanisms of cell protection by heme 
oxygenase-1. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 50:323–354. 2010 
 
HASSAN, M. et al. Hepatitis C virus core protein triggers hepatic angiogenesis by a 
mechanism including multiplepathways. Hepatology. 49(5):1469-82. 2009. 
 
HAEBERLE, H.A. et al. Oxygen-independent stabilization of hypoxia inducible factor 
(HIF)-1 during RSV infection. PLoS One. 3(10):e3352. 2008 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Deletion%20of%20macrophage%20migration%20inhibitory%20factor%20protects%20the%20heart%20from%20severe%20ischemia%E2%80%93reperfusion%20injury%3A%20A%20predominant%20role%20of%20anti-inflammation
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Deletion%20of%20macrophage%20migration%20inhibitory%20factor%20protects%20the%20heart%20from%20severe%20ischemia%E2%80%93reperfusion%20injury%3A%20A%20predominant%20role%20of%20anti-inflammation
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gordan%20JD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Simon%20MC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17208433
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hassan%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19235829
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hepatitis%20C%20Virus%20Core%20Protein%20Triggers%20Hepatic%20Angiogenesis%20by%20a%20Mechanism%20Including%20Multiple%20Pathways


Referências Bibliográficas 

 

  134 

 

 
HAMBLETON, J; WEINSTEIN, S.L; LEM, L; DEFRANCO, A.L. Activation of c-Jun N-
terminal kinase in bacterial lipopolysaccharidestimulated macrophages. Proc Natl Acad Sci. 
93:2774–2778. 1996. 
 
HANDMAN, E. Leishmaniasis: Current Status of Vaccine Development. Clin Microbiol 

Rev.14(2):229-43. 2001. 
 
HARMEY, J.H. et al. Regulation of macrophage production of vascular endothelial growth 
factor (VEGF) by hypoxia and transforming growth factor b-1. Ann Surg Oncol. 5: 271–
278. 1998. 
 
HERNANDEZ-CHINEA, C. Leishmania amazonensis: Humoral response to amastigote 
excreted-antigens in murine leishmaniasis. Exp Parasitol. 116(4):492-496. 2007. 
 
HIGGINS, D.F. et al. Hypoxia-inducible factor signaling in the development of tissue 
fibrosis. Cell Cycle. 7(9):1128-32. 2008. 
 
HUANG, G; CHEN, L. Discrepancies between antiangiogenic and antitumor effects of 
recombinant human endostatin. Cancer Biother Radiopharm. 24(5):589-96. 2009. 
 

ICHIHARA, E; KIURA, K; TANIMOTO, M. Targeting angiogenesis in cancer therapy. 
Acta Med Okayama. 65(6):353-62. 2011. 
 
IIDA, Y. et al. Hypoxia promotes glycogen synthesis and accumulation in human ovarian 
clear cell carcinoma. Int J Oncol. 40(6):2122-30. 2012. 
 
IMTIYAZ, H.Z. et al. Hypoxia-inducible factor 2-alpha regulates macrophage function in 
mouse models of acute and tumor inflammation. J Clin Invest. 120(8):2699-714. 2010. 
 
IRWIN, D.C. et al. Direct ANP inhibition of hypoxia-induced inflammatory pathways in 
pulmonary microvascular and macrovascular endothelial monolayers. Am J Physiol Lung 

Cell Mol Physiol. 288: L849–L859, 2005. 
 
JI, J; SUN J; QI, H; SOONG, L. Analysis of T helper cell responses during infection with 
Leishmania amazonensis. Am J Trop Med Hyg. 66(4):338–345. 2002. 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11292637
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11292637
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Experimental%20Parasitology%20116%20(2007)%20492%E2%80%93496
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Higgins%20DF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18418042
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18418042
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Discrepancies%20Between%20Antiangiogenic%20and%20Antitumor%20Effects%20of%20Recombinant%20Human%20Endostatin
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ichihara%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22189475
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kiura%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22189475
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tanimoto%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22189475
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22189475
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Iida%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22447231
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22447231
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Imtiyaz%20HZ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hypoxia-inducible%20factor%202%CE%B1%20regulates%20macrophage%20function%20in%20mouse%20models%20of%20acute%20and%20tumor%20inflammation


Referências Bibliográficas 

 

  135 

 

JI, J; SUN, J; SOONG, L. Impaired expression of inflammatory cytokines and chemokines 
at early stages of infection with Leishmania amazonensis. Infect Immun. 71(8):4278-88. 
2003. 
 
KAELIN, W.G.Jr; RATCLIFFE, P.J. Oxygen sensing by metazoans: the central role of the 
HIF hydroxylase pathway. Mol Cell. 30:393–402. 2008. 
 
KAMIR, D. et al. A Leishmania ortholog of macrophage migration inhibitory factor 
modulates host macrophage responses. J Immunol. 180(12):8250-61. 2008. 
 
KANEMATSU, M. et al. Expression of Vascular Endothelial Growth Factor in 
Hepatocellular Carcinoma and the Surrounding Liver: Correlation with Angiographically 
Assisted CT.  Am J Roentgenol. 183(6):1585-93. 2004. 
 
KAYE, P; SCOTT, P. Leishmaniasis: complexity at the host-pathogen interface. Nat Rev 

Microbiol. 9(8):604-15. 2011. 
 
KIM, L. et al., p38MAPK Autophosphorylation Drives Macrophage IL-12 Production 
during Intracellular Infection. J Immunol.174;4178-4184. 2005. 
 
KIM, H.G; HWANG, Y.P; JEONG, H.G. Metallothionein-III induces HIF-1alpha-mediated 
VEGF expression in brain endothelial cells. Biochem Biophys Res Commun. 369(2):666-71. 
2008.  
 
KIRINO, Y. et al. Increased serum HO-1 in hemophagocytic syndrome and adult-onset 
Still’s disease: use in the differential diagnosis of hyperferritinemia. Arthritis Res. Ther. 7: 
R616–R624. 2005. 
 
 KOH, M.Y; SPIVAK-KROIZMAN, T.R; POWIS, G. HIF-1 regulation: not so easy come, 
easy go. Trends Biochem Sci. 33(11):526-34. 2008. 
 
KONNER, J; DUPONT, J. Use of soluble recombinant decoy receptor vascular endothelial 
growth factor trap (VEGF Trap) to inhibit vascular endothelial growth factor activity. Clin 

Colorectal Cancer. 2: S81–S85. 2004. 
 
LEI, C.X. et al. Interactions between galectin-3 and integrinbeta3 in regulating endometrial 
cell proliferation and adhesion. Hum Reprod. 24:2879–2889. 2009. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Impaired%20Expression%20of%20Inflammatory%20Cytokines%20and%20Chemokines%20at%20Early%20Stages%20of%20Infection%20with%20Leishmania%20amazonensis
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=A%20Leishmania%20Ortholog%20of%20Macrophage%20Migration%20Inhibitory%20Factor%20Modulates%20Host%20Macrophage%20Responses1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15547195
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaye%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21747391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Scott%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21747391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21747391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21747391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20HG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18295594
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hwang%20YP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18295594
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jeong%20HG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18295594
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Metallothionein-III%20induces%20HIF-1a-mediated%20VEGF%20expression%20in%20brain%20endothelial%20cells
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yee%20Koh%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Spivak-Kroizman%20TR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Powis%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18809331


Referências Bibliográficas 

 

  136 

 

 

LEWIS, J.S. et al. Macrophage responses to hypoxia: relevance to disease mechanisms. J 

Leukocyte Biol. 66: 889– 900. 1999. 
 
LIN, H.H. et al. After vascular injury, heme oxygenase-1/carbon monoxide enhances re-
endothelialization via promoting mobilization of circulating endothelial progenitor cells. J 

Thromb Haemost. 7(8):1401-8. 2009. 
 
LIU, L. et al. Testosterone attenuates p38 MAPK pathway during Leishmania donovani 
infection of macrophages. Parasitol Res. 99:189–193. 2006. 
 
LOEFFLER, D.A. et al. Soluble egg antigens from Schistosoma mansoni induce 
angiogenesis-related processes by up-regulating vascular endothelial growth factor in 
human endothelial cells. J Infect Dis. 185, 1650–1656.2002 
 

LOKMIC, Z. et al. Time course analysis of hypoxia, granulation tissue and blood vessel 
growth, and remodeling in healing rat cutaneous incisional primary intention wounds. 
Wound Repair Regen. 14(3):277-88. 2006. 
 

LOPEZ-KOSTKA, S. et al. IL-17 promotes progression of cutaneous leishmaniasis in 
susceptible mice. J Immunol. 182(5):3039-46. 2009. 
 
LUZ, N.F. et al., Heme Oxygenase-1 Promotes the Persistence of Leishmania chagasi. 
Infection. J Immunol.188(9):4460-7.2012. 
 
MACHADO-PINTO, J. et al.sis Immunochemotherapy for cutaneous leishmaniasis: a 
controlled trial using killed Leishmania (Leishmania) amazonensis vaccine plus antimonial. 
Int J Dermatol.41(2):73-8.2002. 
 
MATHONNET, M. et al. VEGF in hepatocellular carcinoma and surrounding cirrhotic 
liver tissues. World J Gastroenterol.12(5):830-1. 2006. 
 
MATTE, C. et al. Leishmania donovani-induced macrophages cyclooxygenase-2 and 
prostaglandin E2 synthesis. Parasite Immunol. 23:177-184.2001. 
 
McELRATH, M.J. et al. Cutaneous leishmaniasis. The defect in T cell influx in 
BALB/c/AnUnib mice. J Exp Med. 165:546-559. 1987. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lin%20HH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Heme%20oxygenase-1%2Fcarbon%20monoxide%20enhances%20reendothelialization%20after%20vascular%20injury%20via%20promoting%20mobilization%20of%20circulating%20endothelial%20progenitor%20cells.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Heme%20oxygenase-1%2Fcarbon%20monoxide%20enhances%20reendothelialization%20after%20vascular%20injury%20via%20promoting%20mobilization%20of%20circulating%20endothelial%20progenitor%20cells.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lokmic%20Z%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=time%20course%20analysis%20of%20hypoxia%2C%20granulation%20tissue%20and%20blood%20vessel%20growth
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lopez%20Kostka%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19234200
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Heme%20Oxygenase-1%20Promotes%20the%20Persistence%20of%20Leishmania%20chagasi%20Infection
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Immunochemotherapy%20for%20cutaneous%20leishmaniasis%3A%20a%20controlled%20trial%20using%20killed%20Leishmania%20(Leishmania)%20amazonensis%20vaccine%20plus%20antimonial.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mathonnet%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16521208
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16521208


Referências Bibliográficas 

 

  137 

 

 
Mc-MAHON-PRATT D, ALEXANDER J. Does the Leishmania major paradigm of 
pathogenesis and protection hold for New World cutaneous leishmaniasis or the visceral 
disease. Immunol Rev. 201:206–224. 2004. 
 
MEYER ,S. et al. Cyclooxygenase 2 (COX2) and Peroxisome Proliferator-Activated 
Receptor Gamma (PPARG) Are Stage-Dependent Prognostic Markers of Malignant 
Melanoma. PPAR Res. 2010:848645. 2009. 
 
MIYAZAKI, T. et al. Serum HO-1 is useful to make differential diagnosis of secondary 
hemophagocytic syndrome from other similar hematological conditions. Int. J. Hematol. 
91: 229–237.2010. 
 
MONTERO,E; ABREU, C; TONINO P. Relationship between VEGF and p53 expression 
and tumor cell proliferation in human gastrointestinal carcinomas. J Cancer Res Clin 

Oncol. 134(2):193-201. 2008. 
 
MORITA T. Heme Oxygenase and Atherosclerosis. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 
25:1786-1795. 2005. 
 
MURDOCH, C; MUTHANA, M; LEWIS, C.E. Hypoxia regulates macrophages functions 
in inflammation. J Immunol. 175(10):6257-5263. 2005. 
 
MURRAY, H.W. et al. Advances in Leishmaniasis. The Lancet. 366 (9496):1561-1577. 
2005. 
 
NAKAHARA, S; OKA, N; RAZ, A. On the role of galectin-3 in cancer apoptosis. 
Apoptosis.10:267–75. 2005. 
 
NIZET, V; JOHNSON, R.S. Interdependence of hypoxic and innate immune responses. Nat 

Rev Immunol. 9(9):609-17. 2009. 
 
NYLÉN, S; GAUTAM, S. Immunological Perspecitves of Leishmaniasis. J Glob Infect 

Dis. 2(2): 135-46. 2010. 
 
OLIVEIRA, L.F. et al. Systematic review of the adverse effects of cutaneous leishmanias is 
treatment in the New World. Acta Trop. 118(2):87-96. 2011. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Meyer%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19639032
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cyclooxygenase%202%20(COX2)%20and%20Peroxisome%20Proliferator-Activated%20Receptor%20Gamma%20(PPARG)%20Are%20Stage-%20Dependent%20PrognosticMarkers%20ofMalignantMelanoma
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Relationship%20between%20VEGF%20and%20p53%20expression%20and%20tumor%20cell%20proliferation%20in%20human%20gastrointestinal%20carcinomas
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Relationship%20between%20VEGF%20and%20p53%20expression%20and%20tumor%20cell%20proliferation%20in%20human%20gastrointestinal%20carcinomas
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Interdependence%20of%20hypoxic%20and%20innate%20immune%20responses.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Interdependence%20of%20hypoxic%20and%20innate%20immune%20responses.


Referências Bibliográficas 

 

  138 

 

 
PAE, H.O; CHUNG, H.T. Heme oxygenase-1: its therapeutic roles in inflammatory 
diseases. Immune Network. 9:12–19. 2009. 
 
PEI, Y; WU, Y; QIN, Y.Effects of chronic heat stress on the expressions of heat shock 
proteins 60, 70, 90, A2, and HSC70 in the rabbit testis. Cell Stress Chaperones.17(1):81-7. 
2012. 
 
PELLETIER, I; SATO, S. Specific recognition and cleavage of galectin-3 by Leishmania 

major through species-specific polygalactose epitope. J Biol Chem. 277(20):17663-70. 
2002. 
 
PEYSSONNAUX, C. et al. Regulation of iron homeostasis by the hypoxia-inducible 
transcription factors (HIFs). J Clin Invest. 117(7):1926-32. 2007. 
 

PHAM, N.K; MOURIZ, J; KIMA, P.E. Leishmania pifanoi amastigotes avoid macrophage 
production of superoxide by inducing hemedegradation. Infect Immun.73(12):8322-33. 
2005. 
 
POULAKI, V. Acute intensive insulin therapy exacerbates diabetic blood-retinal barrier 
breakdown via hypoxia-inducible factor-1 alpha and VEGF. J Clin Invest. 109: 805-15. 
2002. 
 
PLOCK, J. et al. Activation of non-ischemic, hypoxia-inducible signaling pathways up-
regulate cytoprotectivegenes in the murine liver. J Hepatol.. 47(4):538-45. 2007. 
 
QING, G; SIMON, M.C. Hypoxia inducible factor-2alpha: a critical mediator of aggressive 
tumor phenotypes. Curr Opin Genet Dev. 19(1):60-6. 2009. 
 

RALEIGH, J.A. et al. Semiquantitative immunohistochemical analysis for hypoxia in 
human tumors. Int J Radiat Oncol Biol Phys. 49(2): 569-74. 2001. 
 
RAMADORI, P; AHMAD, G; RAMADORI, G. Cellular and molecular mechanisms 
regulating the hepatic erythropoietin expression during acute-phase response: a role for IL-
6. Lab Invest. 90(9):1306-24. 2010. 
 
RATH, S. et al. Antimoniais empregados no tratamento da leishmaniose: estado da arte. 
Quim Nova. 26(4), 550-555. 2003. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Effects%20of%20chronic%20heat%20stress%20on%20the%20expressions%20of%20heat%20shock%20proteins%2060%2C%2070%2C%2090%2C%20A2%2C%20and%20HSC70%20in%20the%20rabbit%20testis
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pelletier%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11882664
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sato%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11882664
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Specific%20Recognition%20and%20Cleavage%20of%20Galectin-3%20by%20Leishmania%20major%20through%20Species-specific%20Polygalactose%20Epitope
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17557118
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17557118
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pham%20NK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16299330
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mouriz%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16299330
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kima%20PE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16299330
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leishmania%20pifanoi%20Amastigotes%20Avoid%20Macrophage%20Production%20of%20Superoxide%20by%20Inducing%20Heme%20Degradation
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Plock%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Activation%20of%20non-ischemic%2C%20hypoxia-inducible%20signalling%20pathways%20up-regulate%20cytoprotective%20genes%20in%20the%20murine%20liverq
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Qing%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Simon%20MC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hypoxia%20inducible%20factor-2%CE%B1%3A%20a%20critical%20mediator%20of%20aggressive%20tumor%20phenotypes
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cellular%20and%20molecular%20mechanisms%20regulating%20the%20hepatic%20erythropoietin%20expression%20during%20acute-phase%20response%3A%20a%20role%20for%20IL-6


Referências Bibliográficas 

 

  139 

 

 
REITHINGER, R. et al. Cutaneous leishmaniasis. Lancet Infect Dis. 7:581-96. 2007. 
 
REN, Y. et al. Macrophage migration inhibitory factor: Roles in regulating tumor cell 
migration and expression of angiogenic factors in hepatocellular carcinoma. Int J Cancer. 
107: 22–29. 2003. 
 
RENDON, B.E. et al. Mechanisms of macrophage migration inhibitory factor (MIF)-
dependent tumor microenvironmental adaptation. Exp Mol Pathol. 86:180–185.2009. 
 
ROBERT-GANGNEUX, F. et al. Invariant NKT Cells Drive Hepatic Cytokinic 
Microenvironment Favoring Efficient Granuloma Formation and Early Control of 
Leishmania donovani Infection. PLoS One. 7(3):e33413.2012. 
 
ROGERS, K.A. et al. Type 1 and type 2 responses to Leishmania major. FEMS 

Microbiology Letters. 209:1-7. 2002. 
 
RUHLAND, A; KIMA, P.E. Activation of PI3K/Akt signaling has a dominant negative 
effect on IL-12 production by macrophages infected with Leishmania amazonensis 

promastigotes. Exp Parasitol. 122(1):28-36. 2009. 
 
SANTOS-OLIVEIRA, J.R. et al. Evidence That Lipopolisaccharide May Contribute to the 
Cytokine Storm and Cellular Activation in Patients with Visceral Leishmaniasis. PLoS Negl 

Trop Dis.5(7):e1198. 2011. 
 
SCAPINI, P. et al. CXCL1/Macrophage Inflammatory Protein-2-Induced Angiogenesis In 
Vivo Is Mediated by Neutrophil-Derived Vascular Endothelial Growth Factor-A. The J of 

Immunol. 172:5034-5040. 2004. 
 
SHAW, J. The leishmaniases - survival and expansion in a changing world. Mem Inst 

Oswaldo Cruz. 102(5): 541-547. 2007. 
 
SEMENZA, G. L. Hypoxia-inducible factor 1: oxygen homeostasis and disease 
pathophysiology. Trends Mol Med. 7(8):345-350, 2001. 
 
SEMENZA, G.L. Regulation of oxygen homeostasis by hypoxia-inducible factor 1. 
Physiology. 24:97-106. 2009. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Invariant%20NKT%20Cells%20Drive%20Hepatic%20Cytokinic%20Microenvironment%20Favoring%20Efficient%20Granuloma%20Formation%20and%20Early%20Control%20of%20Leishmania%20donovani%20Infection
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Evidence%20That%20Lipopolisaccharide%20May%20Contribute%20to%20the%20Cytokine%20Storm%20and%20Cellular%20Activation%20in%20Patients%20with%20Visceral%20Leishmaniasis
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Evidence%20That%20Lipopolisaccharide%20May%20Contribute%20to%20the%20Cytokine%20Storm%20and%20Cellular%20Activation%20in%20Patients%20with%20Visceral%20Leishmaniasis
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Semenza%20GL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Regulation%20of%20oxygen%20homeostasis%20by%20hypoxia-inducible%20factor%201.%20Physiology%20(Bethesda)%2C%20v.%2024%2C%20p.%2097-106%2C%202009.


Referências Bibliográficas 

 

  140 

 

 
SERRANO-MARTÍN, X. et al. Amiodarone and Miltefosine Act Synergistically against 
Leishmania mexicana and Can Induce Parasitological Cure in a Murine Model of 
Cutaneous Leishmaniasis. Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 53 (12) 5108–
5113.2009. 
 
SHWEASH, M. et al. Leishmania mexicana promastigotes inhibit macrophage IL-12 
production via TLR-4 dependent COX-2, iNOS and arginase-1 expression. Mol Immunol. 
48(15-16): 1800–1808. 2011. 
 
SILVEIRA, F.T; LAINSON, R; CORBETT, C.E.P. Clinical and Immunopathological 
Spectrum of American Cutaneous Leishmaniasis with Special Reference to the Disease in 
Amazonian Brazil - A Review. Mem Inst Oswaldo Cruz. 99(3):239-251. 2004. 
 
SILVEIRA, F.T. et al. Immunopathogenic competences of Leishmania (V.) braziliensis and 
L. (L.) amazonensisin American cutaneous leishmaniasis. Parasite Immunology. 31:423–
431. 2009. 
 
SINGH, S.S; SIVAKUMAR, R.R. Recent advances in the diagnosis of leishmaniasis. J 

Postgrad Med. 49, 55– 60. 2003. 
 
SLUIMER, J.C. et al. Hypoxia, hypoxia-inducible transcription factor, and macrophages in 
human atherosclerotic plaques are correlated with intraplaque angiogenesis. J Am Coll 

Cardiol. 51(13):1258-65.2008. 
 
SOARES, M. P. et al. Immunoregulatory effects of HO-1: how does it work? Curr Opin 

Pharmacol. 9:482–489. 2009. 
 
SUNDERRAM, J. et al. Heme oxygenase-1-dependent central cardiorespiratory 
adaptations to chronic hypoxia in mice. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. 297: 
R300–R312. 2009. 
 
TERADA, N. et al. Immunohistochemical detection of hypoxia in mouse liver tissues 
treated with pimonidazol using “in vivo cryotechnique”. Histochem Cell Biol. 128:253–
261. 2007. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=sluimer%20pimonidazole%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=sluimer%20pimonidazole%5D


Referências Bibliográficas 

 

  141 

 

 
TONG, Z, et al. Aprotective role by interleukin-17F in colon tumorigenesis. PLoS 

One.7(4):e34959. 2012.  
 
TRIPATHI, P; SINGH, V; NAIK, S. Immune response to Leishmania: paradox rather than 
paradigm. FEMS Immunol Med Microbiol. 51:229–242. 2007. 
 
UENO, T. et al. Significance of Macrophage Chemoattractant Protein-1 in Macrophage 
Recruitment, Angiogenesis, and Survival in Human Breast Cancer. Clin Cancer Research. 
6, 3282-3289. 2000. 
 
VAN DER BILT, J.W.D. et al. Perinecrotic Hypoxia Contributes to Ischemia/Reperfusion-
Accelerated Outgrowth of Colorectal Micrometastases. Am J Pathol. 170(4):1379-88. 2007. 
 
VILLALTA, F. et al. Perspectives on the Trypanosoma cruzi–host cell receptor 
Interactions. Parasitol Res. 104(6): 1251–1260. 2009. 
 
WANG, T. et al. Oxidative stress and hypoxia-induced factor 1α expression in gastric 
ischemia. World J Gastroenterol. 17(14):1915-22. 2011. 
 
WENGER, R.H. Cellular adaptation to hypoxia: O2-sensing protein hydroxylases, hypoxia-
inducible transcription factors, and O2-regulated gene expression. FASEB J. 16:1151–1162. 
2002. 
 
WERTH, N. et al. Activation of hypoxia inducible factor 1 is a general phenomenon in 
infections with humanpathogens. PLoS One. 5(7):e11576. 2010. 
 
WILLETTE, R.N. et al. Differential effects of p38 mitogen-activated protein kinase and 

cyclooxygenase 2 inhibitors in a model of cardiovascular disease. J Pharmacol Exp Ther. 

330(3):964-70. 2009. 
 
WILLIAMS, C.S. et al. Host cyclooxygenase-2 modulates carcinoma growth. J Clin Invest. 
105:1589–1594. 2000. 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=A%20Protective%20Role%20by%20Interleukin-17F%20in%20Colon%20Tumorigenesis
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=A%20Protective%20Role%20by%20Interleukin-17F%20in%20Colon%20Tumorigenesis
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Perinecrotic%20Hypoxia%20Contributes%20to%20Ischemia%2FReperfusion-Accelerated%20Outgrowth%20of%20Colorectal%20Micrometastases
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21528068
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21528068
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Werth%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20644645
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Activation%20of%20Hypoxia%20Inducible%20Factor%201%20Is%20a%20General%20Phenomenon%20in%20Infections%20with%20Human%20Pathogens
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Willette%20RN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19556450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Differential%20Effects%20of%20p38%20Mitogen-Activated%20Protein%20Kinase%20and%20Cyclooxygenase%202%20Inhibitors%20in%20a%20Model%20of%20Cardiovascular%20Disease


Referências Bibliográficas 

 

  142 

 

WONG, C; WELLMAN, T.L; LOUNSBURY, K.M.VEGF and HIF-1alpha expression are 
increased in advanced stages of epithelial ovarian cancer. Gynecol Oncol. 91(3):513-7. 
2003. 
 
WORLD HEALTH ORGANIZATION. Control of the leishmaniasis: report of a meeting of 
the WHO Expert Committee on the Control of Leishmaniases, Geneva, 2010. Disponível 
em: http://whqlibdoc.who.int/trs/WHO_TRS_949_eng.pdf. Acesso em 13 junho 2012. 
 
XIONG M. et al. Production of vascular endothelial growth factor by murine macrophages: 
regulation by hypoxia, lactate, and the inducible nitric oxide synthase pathway. Am J 

Pathol.153: 587–598. 1998 
 
YANG, H; LEI, C; ZHANG, W. Expression of galectin-3 in mouse endometrium and its 
effect during embryo implantation. Reprod Biomed Online. 24(1):116-22. 2012. 
 
YUAN, Z.Q. et al. HSP70 protects intestinal epithelial cells from hypoxia/reoxygenation 
injury via a mechanism that involves the mitochondrial pathways. Eur J Pharmacol. 
643:282-8. 2010. 
 
ZINKERNAGEL, A; JOHNSON, R. S; NIZET, V. Hypoxia inducible factor (HIF) function 
in innate immunity and infection. J Mol Med. 85(12):1339-1346. 2007. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wong%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14675669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wellman%20TL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14675669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lounsbury%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14675669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=WONG%3B%20WELLMAN%3B%20LOUNSBURY%3B%202003%20hypoxia
http://whqlibdoc.who.int/trs/WHO_TRS_949_eng.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Expression%20of%20galectin-3%20in%20mouse%20endometrium%20and%20its%20effect%20during%20embryo%20implantation
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=HSP70%20protects%20intestinal%20epithelial%20cells%20from%20hypoxia%2Freoxygenation%20injury%20via%20a%20mechanism%20that%20involves%20the%20mitochondrial%20pathways%20Zhi-Qiang%20Yuan


Anexos 

 

  143 

 

8. Anexos 

Anexo I - Parecer da Comissão de Ética na Experimentação Animal CEEA/Unicamp 
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Anexo II 
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Anexo III 

Avaliação da hipóxia, HIF-1 e VEGF na Esquistossomose Experimental  

Como nosso grupo de pesquisa possui experiência no estudo das alterações da concentração 

de oxigênio em doenças parasitárias, este trabalho foi proposto, paralelo ao projeto inicial do 

doutorado, juntamente com a professora Dra. Silmara Marques Allegretti e Dra. Tarsila Ferraz 

Frezza. A presença de um microambiente hipóxico e a expressão de HIF-1 e VEGF foi avaliada 

através de imuno-histoquímica nos tecidos de fígado, baço, intestino e pulmões contendo 

granulomas causados por Schistosoma mansoni em camundongos Swiss. 
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