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RESUMO

As leishmanioses sdo um complexo de doengas graves e negligenciadas causadas por
protozoarios do género Leishmania. As duas formas clinicas principais desta enfermidade sao:
leishmaniose cutanea (LC) e visceral (LV). Embora ndo seja frequente, algumas espécies
causadoras de LC podem ser encontradas em células do sistema fagocitario mononuclear
presentes em 0rgaos viscerais — como figado e bago —, levando a um quadro clinico sugestivo
de LV. O objetivo deste trabalho foi analisar o comportamento in vitro de uma cepa
viscerotropica de Leishmania amazonensis isolada do bago de um c3o com sinais clinicos de
LV e de outra cepa da mesma espécie (MHOM/BR/1989/Bal199). O desenvolvimento e a
multiplicagdo das formas promastigotas foi avaliado por meio da curva de crescimento gerada
com base no numero de parasitos/mL. Resumidamente, os parasitos foram cultivados em
meio quimicamente definido a-MEM e incubados a 24+1°C, sendo as culturas acompanhadas
durante 7 dias. Com o intuito de verificar as porcentagens de promastigotas metaciclicas in
vitro, as cepas foram incubadas (37°C por 1h) com 10% (cepa viscerotropica) e 8% (Bal99)
de soro humano, sendo a viabilidade das formas resistentes a lise medida pelo ensaio de
reducio da resazurina. Para a infec¢io de macréfagos, 5x10° BMDMs foram cultivados em
placas de 24 pocos (5% de CO; e 95% de umidade) contendo laminulas (13mm). Em seguida,
promastigotas de fase estaciondria foram adicionadas aos pogos, sendo a placa incubada a
26°C por 18h. Apds a lavagem, as células infectadas foram novamente incubadas a 37°C por
12h. Posteriormente, as laminulas foram retiradas dos pogos, coradas com Panotico rapido,
montadas em laminas e analisadas por microscopia optica. No segundo dia de crescimento,
ambas as cepas iniciaram a fase exponencial, sendo o pico de promastigotas/mL registrado no
quarto dia. A partir desse dia, a prolifera¢cdo diminuiu dando inicio a fase estaciondria e,
posteriormente, a fase de declinio. O perfil das curvas foi semelhante, entretanto o numero de
promastigotas/mL variou entre as cepas do segundo ao sétimo dia (p<0,05). As porcentagens
de promastigotas resistentes a proteinas séricas do Complemento foram proximas para ambas
as cepas. Entretanto, constatou-se um aumento médio de aproximadamente 1,3% na
quantidade de parasitos viaveis (resistentes) entre as fases de crescimento testadas
(exponencial e estacionaria), embora ndo existam diferencas estatisticas (p>0,9). A
porcentagem de macrofagos infectados foi aproximadamente 2% maior para a cepa
viscerotropica do que para Bal99 (p=0,1). O indice de infeccdo encontrado para a cepa

viscerotropica também foi 3% maior do que o de Bal99 (p=0,1). A cepa viscerotropica de
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aparentemente apresenta um comportamento in vitro similar ao de Bal99, embora ela possua
uma maior capacidade de infectar a linhagem de macrofagos utilizados, o que pode ser um

indicativo da expressao de determinados fatores de viruléncia por parte deste parasito.

Palavras-chave: visceralizagdo, curva de crescimento, metaciclogénese e infectividade.



vil

SUMARIO
1. INTRODUGAOQ ...ouevecrererererenesesesesesesesesesesssesescsesssssesesesesssesesssesssesesssesesssssssssssssssssssens 1
1.1. Leishmania € as 1€1SNMANIOSES ........cccueevuieiiiiiiieiiieiie et 1
1.2. Ciclo bioldgico e processo de metaciclogenese.........occuveeveveeeciieeeceeeeeceeeeeveeenne 4
1.3. Relagao parasito-hoSpedeiro ........cccuvieeiuiieiiieceiie et 9
1.4. Manifestag0es CHINICAS ......ccuvieiieiiiieeeeiiiee ettt e et e e e eaaeee e 11
1.5. EPIdemiIOlO@IaA .....ccocuviieiiiieiiie ettt e et e et e e e e et e e e raeeenaaeeenneeenns 16
2. OBJIETIVOS .ucoiiuineisensnissnnsessssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 21
2.1. ObJEtIVO GETAL....couiiiiiiiiiiiiiceeteet e 21
2.2. ObJetiVOS ESPECTIICOS ...euviiiiiiiiieiieeiiete ettt 21
3. MATERIAIS E METODOS .....ccuuiueumermseesssessssssssssssssssssssssessssssssssssssssssassssessesess 22
3.1. Cultivo € manutengao de Parasitos.........cueerueereeerieeriieeriieeieenieseee e esieeeaeeas 22
3.2. CUurva de CreSCIMENTO .....eeuviruieiieieriieieete ettt sttt ettt see et e eneesseenee 22
3.3. Avaliacdo da metaciClOZENESE i1 VITFO ......ceeecveeeeveeiieiieeieeeie e 23
3.4. Cultivo e manutengao de CEIUlas.........cceeevviieiiiieeiieeeeeee e 24
3.5. Infeccao de macTOfagos .....cceovvieeiiiiiiiie e 24
3.6. ANALISE EStAtISTICA. .. .eeiuiiitiiiieiiieete et 25
4. RESULTADOS ...cuuiiiiiiinninsnisensuecssissesssessssssssssesssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 27
4.1. Curva de CTESCIMENTO .....c.eiriiiiiiieiieniie ettt ettt ettt seeeeaeeas 27
4.2. Avaliagdo da metaciClOgENESE i1 VItFO.......cccueeeveeeeeciiieeieeeieeee e 30

4.3. Avaliagao da infeccdo de macrofagos pelas duas cepas de Leishmania

QITLAZOTCIISLS e eeeee e ee et ee e ee e e e e e e e e e e e e e eee s aae e e e e e e aes s s eesaeeasasseaeesaaassaasssasaenasssnaessnasannns 32
5. DISCUSSAQD .eeeeeeeeeeeereneessesessessessssosssssssssssnssssssossssssssssesssnssssssenssssssensessssssssssssssssssnse 34
6. CONCLUSAOQ......cooueeeeeeerereeressessessssossessssssssnssssssossssssssssesssnsssessesssssssensessssssssssssssssssnes 37

7. REFERENCIAS ....ocvriretereensnsessssssessessessssssssesssssssssssassasssssssssasssssssssassassassssssassassases 38




viil

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Diferencas morfoldgicas entre as formas promastigota e amastigota (A) no ciclo biologico de
Leishmania (B). Brevemente, ao realizar o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado (1) o inseto vetor ingere
células do SFM contendo amastigotas. No trato digestivo do flebotomineo, as amastigotas se diferenciam em
promastigotas prociclicas (2). Em seguida, as promastigotas prociclicas se diferenciam em promastigotas
nectomonadas (3), que se ligam nas microvilosidades do intestino médio. Apds migrarem para o intestino médio
toracico e valvula estomodeal (4-5), as promastigotas nectomonadas ddo origem as promastigotas leptomonadas,
que podem se dividir e/ou aderir ao epitélio do trato digestivo e se tornarem promastigotas haptomonadas ou se
diferenciarem em promastigota metaciclicas (forma infectante - 6). As promastigotas metaciclicas sdo inoculadas
e regurgitadas na solucdo de continuidade gerada pelo repasto sanguineo do flebotomineo e ao encontrarem as
células do SFM, sdo reconhecidas e fagocitadas (8). No vacuolo parasitéforo, as promastigotas metaciclicas se
diferenciam novamente em amastigotas, as quais proliferam e ao romperem a célula hospedeira podem infectar

novas células (9). As formas proliferativas sdo indicadas setas circulares (Adaptado de SUNTER; GULL, 2017).

Figura 2 — Curva de crescimento in vitro da cepa viscerotropica de Leishmania amazonensis ¢ de Bal99. Os
parasitos foram cultivados em meio quimicamente definido a-MEM e mantidos a temperatura de 24+1°C. Cada
ponto representa a média = DP de trés contagens realizadas em paralelo no mesmo dia e horario. As setas (|)
indicam o inicio das fases de crescimento exponencial, estacionaria e declinio, respectivamente. O grafico de
inser¢do mostra a area abaixo da curva (AUC — area under curve), evidenciando que ambas as cepas apresentam
o mesmo perfil de crescimento. *p<0,05 (nimero de promastigotas/mL de Bal99 vs. cepa viscerotropica), obtido
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Figura 3 — Diversidade morfoldgica das culturas de Bal99 (A e B) e da cepa viscerotropica (C e D) de
Leishmania amazonensis. Os aspectos morfologicos foram analisados por microscopia optica durante as fases
logaritmica (terceiro dia de cultivo, A e C) e estacionaria (quinto dia de cultivo, B e D) de crescimento in vitro.
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Figura 4 — Porcentagem de parasitos viaveis apds exposicdo a diferentes concentragdes de soro humano.
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dados representam as medianas, os valores minimos e maximos de dois experimento realizado em triplicata. A
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Figura 5 — Viabilidade das promastigotas da cepa viscerotropica de Leishmania amazonensis e de Bal99 em
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Figura 6 - Porcentagem de macroéfagos infectados (A), proporgdo de parasitos por célula infectada (B) e indice
de infeccdo (C) de Bal99 e da cepa viscerotropica de Leishmania amazonensis. Brevemente, BMDMs foram
incubados na presenga das formas promastigotas de fase estaciondria das duas cepas (propor¢do de 10:1) durante
18h a 26°C. Apds a remogdo dos protozodrios ndo internalizados, as células infectadas permaneceram incubadas
por mais 12h a 37°C (5% de CO2 e 95% de umidade). Os dados representam as medianas, os valores minimos e

maximos da contagem de 200 BMDMS em tripliCata/CePa. ......coueruiiruieruieiiieieeieeie ettt 32

Figura 7 — BMDMs infectados com a cepa viscerotropica (A), Bal99 (B) e controle ndo infectado (C). As

cabecas de seta (A) indicam as amastigotas intracelulares. Aumento 1.000X. ......ccccoevererirrienienienineneeeeeeenns 33
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1. INTRODUCAO

1.1. Leishmania e as leishmanioses

Os registros mais antigos sobre as leishmanioses consistem em textos que remontam a
1500-2500 antes de Cristo (a.C.) e achados paleoparasitoldgicos de 2050-1650 a.C. (ZINK et
al., 2006; STEVERDING, 2017). Durante a Idade Média, diversos povos do Oriente foram
acometidos pelas formas cutaneas da doenga, sendo que nos relatos a enfermidade recebia
nomes locais, como: botdo do Oriente, furinculo de Aleppo, erup¢do de Bagda e dor de Balkh
(KUMAR, 2013). Em 1571, os colonizadores espanhois foram os primeiros a reportar sobre
as condigdes da face de trabalhadores nos Andes peruanos, os quais apresentavam nariz e
labios desfigurados (LAINSON, 2010; STEVERDING, 2017). Embora esta tenha sido uma
das primeiras descricoes da leishmaniose nas Américas, representagdes em ceramica das
deformidades faciais foram encontradas em sitios arqueologicos reminiscentes do século V
(TUON; NETO; AMATO, 2008).

O primeiro relato da leishmaniose visceral (LV) data de um artigo publicado em 1827
pelo cirurgidao William Twining, o qual descreve o aumento do bago, anemia aguda e febre
intermitente de um paciente indiano (KUMAR, 2013; STEVERDING, 2017). Em 1885, o
médico David D. Cunningham foi o primeiro a observar o agente causador da LV e das lesdes
cutaneas (STEVERDING, 2017). O agente etioldgico, entretanto, s6 foi formalmente descrito
e classificado em 1903 pelo médico Ronald Ross, com auxilio dos dados publicados pelo
patologista William B. Leishman e o médico Charles Donovan (ROSS, 1903; LAINSON,
2010; STEVERDING, 2017).

Atualmente, sabe-se que as leishmanioses consistem em um complexo de doencas
graves e negligenciadas, que afetam milhdes de pessoas por toda a regido tropical e

subtropical, abrangendo desde as areas de florestas imidas das Ameéricas aos desertos no



oeste da Asia e o sul da Europa, variando entre ambientes naturais, periurbanos & urbanos
(HERWALDT, 1999; WHO, 2010). Essa moléstia infecciosa ¢ causada por protozoarios
digenéticos (heteroxenos) pertencentes ao género Leishmania (Ross, 1903), familia
Trypanosomatidae ¢ ordem Kinetoplastida (LAINSON; SHAW, 2005; SUNTER; GULL,
2017). Essa divisdao em subgéneros Leishmania ¢ Viannia se d4 de acordo com os sitios
anatomicos de desenvolvimento do parasito no tubo digestivo do inseto vetor, sendo que o
primeiro se desenvolve no intestino médio e anterior (conforme descrito no topico 1.2) € o
segundo no intestino posterior de onde migra para as regides antecedentes, respectivamente
(LAINSON; SHAW 1987; ASSIS et al., 2012). O subgénero Viannia ¢ restrito ao Novo
Mundo, enquanto Leishmania (Leishmania) circula na América Latina e no Velho Mundo
(KERR, 2000; WORLD HEALTH ORGANIZATION — WHO, 2010).

Os parasitos do género Leishmania exibem uma grande variedade de morfologias
celulares, que sdo adaptadas ao hospedeiro vertebrado e ao vetor, sendo as duas principais
formas: promastigota e amastigota. As promastigotas flageladas sdo encontradas no tubo
digestivo do inseto vetor, enquanto que as amastigotas sem flagelo aparente sdo intracelulares
obrigatorias, podendo ser identificadas nas células do Sistema Fagocitario Mononuclear
(SFM) do mamifero infectado (BATES, 2007). Embora a morfologia dessas duas formas
varie, a arquitetura celular bésica € conservada entre elas, sendo que alojado dentro da célula
ha um nucleo oval e uma mitocondria inica que ocupa grande parte do citoplasma, esta possui
ainda uma regido em formato de bastdo conhecida como cinetoplasto (caracteristica
diagnostica dos tripanossomatideos) (ALEMAN, 1969; SUNTER; GULL, 2017). O flagelo
(aparente e altamente movel das promastigotas e nao aparente das amastigotas) ¢ conectado
ao corpo celular através do corpo basal, o qual estd situado dentro da bolsa flagelar

(LACOMBLE et al., 2009; GLUENZ et al., 2015) (Figura 1A).



A transmissdao do parasito da-se através do repasto sanguineo das fémeas do inseto
vetor, os quais pertencem aos géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo
Mundo), familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae e ordem Diptera (BATES;
ROGERS, 2004). Sendo o primeiro prevalente na regido Paleartica, incluindo os ecossistemas
desérticos e semidridos da Europa, Asia, o norte da Africa e a peninsula Arabica, enquanto o
segundo ocorre na América Latina (ORYAN; AKBARI, 2016). Atualmente, sao conhecidas
cerca de 800 espécies de flebotomineos, sendo que 98 delas sdo consideradas vetores
comprovados das leishmanioses (AKHOUNDI et al., 2016). Esses dipteros sdo conhecidos
por seu tamanho diminuto (1,5 — 2mm de comprimento), pelo corpo piloso, o0 comportamento
de manter as asas eretas durante o pouso, voo saltitante, habito crepuscular e pos-crepuscular,
bem como o fato das formas imaturas se desenvolvem sob residuos organicos dispostos em
ambientes umidos (KILLICH-KENDRICK, 1999; DOSTALOVA; VOLF, 2012). No Brasil,
as principais espécies de flebotomineos envolvidas na transmissdo das leishmanioses sdo:
Lutzomyia flaviscutellata, L. whitmani, L. umbratilis, L. intermedia, L. wellcomei, L. migonei
(para os casos de leishmaniose cutanea), L. longipalpis e L. cruzi (para os casos de LV)
(BRASIL, 2014; BRASIL, 2017).

Atualmente sdo conhecidas cerca de 33 espécies de Leishmania, das quais
aproximadamente 20 sdo capazes de causar patologias (WHO, 2010). Além dos seres
humanos, as leishmanioses podem acometer um amplo espectro de mamiferos sendo as
principais ordens: Carnivora (canideos e felideos), Rodentia (ratos e outros roedores), Primata
(macacos e demais simios), Marsupialia (gambas e cuicas), Cingulata (tatus), Pilosa
(preguigas e tamanduas), Chiroptera (morcegos), Perissodactyla (antas, equinos e asininos),
Artiodactyla (porcos, catetos, cervideos, bovinos e ovinos) e Lagomorpha (coelhos e lebres),
que sao tomados como reservatorios do protozoario e que podem ou nao desenvolver sinais

clinicos decorrentes da infecgado (GRAMICCIA; GRADONI, 2005; MOLINA et al., 2012;



ROQUE; JANSEN, 2014; BRASIL, 2017). Conforme o envolvimento destes hospedeiros, a
doenca assume dois perfis de transmissdo principais: zoonotico — quando envolve o
reservatorio animal — e antroponotico — quando o parasito circula somente entre seres
humanos —, sendo que em ambos os casos o agente etioldgico precisa do inseto vetor para
completar seu ciclo bioldgico (DESJEUX, 2004; WHO, 2010; BRASIL, 2017).

Em areas urbanas onde existe a transmissao da LV, o principal reservatoério do parasito
sdo os caes (Canis familiaris) domiciliados e de rua, sendo o sacrificio dos individuos
soropositivos ou positivos no teste parasitologico direto a principal medida de controle da
endemia, ja que esses casos precedem o aparecimento da doenca em humanos (DANTAS-
TORRES, 2007; BRASIL, 2014; BRASIL, 2016). Nos focos de leishmaniose cutanea (LC),
entretanto, esses animais sdo tomados como hospedeiros acidentais e, desde que a forma
clinica e a espécie de Leishmania causadora sejam identificadas, a eutandsia ndo ¢
preconizada (DANTAS-TORRES, 2007; SANCHES et al., 2016; BRASIL, 2017). A LV e
LC também ja foram relatadas em gatos (Felis catus), bem como, em animais silvestres e
sinantropicos que habitam o ambiente rural e periurbano, como: raposas (Lycalopex vetulus),
cachorros-do-mato (Cerdocyon thous), gambas (Didelphis albiventris), ratos (Rattus rattus e
Rattus norvegicus) e camundongos (Mus musculus) (DUARTE et al., 2010; LARA-SILVA et

al., 2014; BRASIL, 2014; BRASIL, 2017; CALDART et al., 2017).

1.2. Ciclo biolégico e processo de metaciclogénese

Como algumas espécies de dipteros, a hematofagia € realizada somente pelas fémeas de
flebotomineo e faz-se necessaria para o desenvolvimento dos ovos (READY, 1979). Assim, o
parasito € adquirido quando o vetor se alimentam de sangue infectado, mais especificamente,

ap6s a ingestao de células do SMF que contenham amastigotas (BATES, 2007; SUNTER;



GULL, 2017). Durante a digestdo, as amastigotas que sobrevivem as enzimas digestivas
iniciam sua diferenciagdo em promastigotas prociclicas, formas pequenas e modveis que
exibem alta taxa de multiplicagdo por divisao binaria no bolo alimentar (SUNTER; GULL,
2017). Estas sofrem uma série de modificagdes, tornando-se promastigotas nectomonadas que
rompem a matriz peritréfica (membrana que separa o alimento do epitélio intestinal do
inseto), atacam e prendem-se as microvilosidades do intestino médio na por¢do abdominal
(LEHANE, 1997; COUTINHO-ABREU et al., 2010; SUNTER; GULL, 2017). A adesdo a
parede intestinal ¢ um evento crucial na infec¢ao do hospedeiro invertebrado, pois através
dela as leishmanias ndo sdo eliminadas com a excrecdo do conteudo ja digerido. Nessa
perspectiva, o flagelo assume a importante funcdo de garantir a fixa¢do através dos
hemidesmossomos presentes em sua ponta, bem como das intera¢des glicoproteina-lectina
mediadas pelo lipofosfoglicano (LPG) presente na membrana plasmatica do protozoario
(KILLICK-KENDRICK; MOLYNEUX; ASHFORD, 1974; SACKS et al., 2000).

As promastigotas nectomonadas migram para a porg¢do tordcica do intestino médio,
onde e se transformam em promastigotas haptomonadas, que permanecem fixadas ao epitélio
intestinal ou passam pelo processo de metaciclogénese e transformam-se em promastigotas
metaciclicas (forma infectante para o hospedeiro vertebrado) (SACKS; PERKINS, 1984;
LAINSON; RYAN; SHAW, 1987). Durante a metaciclogénese ocorrem mudangas estruturais
nas moléculas de LPG, a qual ¢ alongada devido a adi¢cdo de residuos de glicose e sofre um
aumento nas unidades de galactose-manose, bem como hd uma superexpressiao da
glicoproteina gp63 no glicocalix do parasito (BRITTINGHAM et al, 1995; YAO;
DONELSON; WILSON, 2003; ASSIS et al., 2012). As promastigotas metaciclicas, por sua
vez, estabelecem uma intensa infeccdo na valvula estomodeal do inseto, o que impede a
correta alimentacdo e estimula a regurgitacdo dos protozodrios presentes nas porcoes

anteriores do intestino, cibario e proboscide (SCHLEIN; JACOBSON; MESSER, 1992;



BATES, 2007). Além disso, as leishmanias sdo capazes de secretar uma matriz gelatinosa, o
PSG (Parasite secretory gel), que desencadeia a obstrugdo da parte anterior do tubo digestivo,
levando ao comprometimento deste sistema e o refluxo de saliva juntamente com os parasitos
(ROGERS; CHANGE; BATES, 2002; BATES, 2007).

Durante o repasto sanguineo a integridade da pele e dos capilares ¢ danificada, sendo
que no local da laceragao ¢ formado um “pool” com sangue, diferentes tipos de células e
componentes da matriz extracelular (RIBEIRO, 1987; MENEZES; SARAIVA; ROCHA-
AZEVEDO, 2016). Com a inocula¢do e regurgitagdo das promastigotas metaciclicas na
solucao de continuidade provocada pela picada, os parasitos ficam expostos & um novo
microambiente (constituido principalmente por componentes extravasados do sangue) e,
aqueles que sobrevivem entram em contato com as células do SFM (ROGERS; CHANGE;
BATES, 2002). Um grande conjunto de substancias presentes na saliva do vetor
potencializam o encontro do protozoario com os fagdcitos, estas possuem agdes
vasodilatadoras, anti-coagulantes, quimioaticas para mondcitos e imunoreguladoras para
determinadas células do sistema imunolégico (KAMHAWI, 2000; ROGERS et al., 2004).
Além disso, gp63 e LPG desempenham papéis de grande importincia para que tal processo
ocorra. Basicamente, o alongamento das cadeias de LPG nas leishmanias garante resisténcia a
lise celular mediada pelas proteinas séricas do Sistema Complemento, por atuarem como uma
barreira fisica e impedirem a inser¢do do Complexo de Ataque a Membrana (MAC -
Membrane attack complex) (FRANKE et al., 1985; SACKS; SILVA, 1987; PUENTES et al.,
1988). A Gp63, por sua vez, € capaz de clivar o componente C3b do Complemento em uma
forma inativa (C3bi), impedindo a continuidade da cascata de formagdo do MAC
(BRITTINGHAM et al.,, 1995; MOSSER; BRITTINGHAM, 1997). Ademais, essas

moléculas também atuam no reconhecimento das promastigotas por mondcitos, macrofagos e



células dendriticas (DCs - Dendritic Cells), consequentemente, sdo cruciais para sua
internalizacao.

O reconhecimento das promastigotas metaciclicas pelas células do SMF ocorre através
de uma gama de receptores presentes nesse fagocitos, sdo exemplos: receptores do
Complemento (CR3 e CR1, que reconhecem as leishmanias opsonizadas com C3bi e Cl1),
receptores para proteina C reativa, receptores de fucose-manose, receptores de fibronectina e
receptores para a por¢ado Fc de anticorpos inespecificos ou especificos (FcR) (SACKS; SHER,
2002; AKILOV et al., 2007, UENO; WILSON, 2012). Uma vez reconhecidas, inicia-se o
processo de fagocitose e formacdo do fagolisossomo, no interior do qual as promastigotas
iniciam sua transformacdio em amastigotas (SPATH; DRINI; RACHIDI, 2015). As
amastigotas induzem modificacdes do ambiente fagolissosomal que passa a se chamar
vacuolo parasitoforo (VP), de forma a possibilitar sua sobrevivéncia e proliferacao, sendo que
apos determinado periodo elas podem romper a célula hospedeira e infectam novos fagocitos
(NADERER; MCCONVILLE, 2011).

A metaciclogénese também ocorre nas culturas axénicas de Leishmania spp. in vitro,
podendo ser observadas promastigotas metaciclicas na fase estacionaria de crescimento
(SACKS; PERKINS, 1984; SACKS, 1989). Embora os mecanismos que regem tal processo
ainda ndo tenham sido bem esclarecidos, sabe-se que ¢ possivel induzi-lo expondo os
parasitos a pHs baixos e/ou condigdes anaerobicas de cultivo (LOUASSINI et al., 1998;
ZAKAI;, CHANGE; BATES, 1998; BATES, 2008). Atualmente, existem algumas
metodologias que permitem a identificacdo, separagdo e estudo desses formas, as principais
baseiam-se na morfologia do protozoario e nas propriedades das moléculas presentes na
membrana plasmatica. Baseado nas funcionalidades do LPG e da gp63, € possivel segregar as
promastigotas metaciclicas com base na lise mediada pelo Complemento ao colocé-las em

contato com soro (SACKS; MELBY, 2001; SILVA et al., 2016). Neste caso, as formas



resistentes (promastigotas metaciclicas) permanecem integras e as susceptiveis (promastigotas

prociclicas) sofrem lise.
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Figura 1 — Diferencas morfoldgicas entre as formas promastigota e amastigota (A) no ciclo biologico de Leishmania
(B). Brevemente, ao realizar o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado (1) o inseto vetor ingere células do SFM
contendo amastigotas. No trato digestivo do flebotomineo, as amastigotas se diferenciam em promastigotas prociclicas
(2). Em seguida, as promastigotas prociclicas se diferenciam em promastigotas nectomonadas (3), que se ligam nas
microvilosidades do intestino médio. Apds migrarem para o intestino médio toracico e valvula estomodeal (4-5), as
promastigotas nectomonadas ddo origem as promastigotas leptomonadas, que podem se dividir e/ou aderir ao epitélio
do trato digestivo e se tornarem promastigotas haptomonadas ou se diferenciarem em promastigota metaciclicas (forma
infectante - 6). As promastigotas metaciclicas sdo inoculadas e regurgitadas na solucdo de continuidade gerada pelo
repasto sanguineo do flebotomineo e ao encontrarem as células do SFM, sdo reconhecidas e fagocitadas (8). No vacuolo
parasitoforo, as promastigotas metaciclicas se diferenciam novamente em amastigotas, as quais proliferam e ao
romperem a célula hospedeira podem infectar novas células (9). As formas proliferativas sdo indicadas setas circulares

(Adaptado de SUNTER; GULL, 2017).



Outras técnicas que podem ser empregadas para obtencao de populagdes homogéneas
de promastigotas metaciclicas, sdo: aglutinagdo com lectina do amendoim (Peanut lectin of
Arachis hypogaea — PNA), com lectina de Bauhinia purpurea (Bauhinia purpurea lectin -
BPL), com anticorpos especificos para LPG, centrifugacdo em gradiente de densidade e pela
analise do tamanho/granulosidade por citometria de fluxo (MCCONVILLE et al., 1992;
SPATH; BEVERLEY, 2001; PINTO-DA-SILVA et al., 2002; GOSSAGE; ROGERS;

BATES, 2003: PINTO-DA-SILVA, 2005; SARAIVA et al., 2005).

1.3. Relac¢ao parasito-hospedeiro

A partir da inoculagdo das formas metaciclicas na pele, inicia-se uma complexa
interagdo entre o parasito e a resposta imunoldgica do hospedeiro, a qual determinara a
expressao clinica e a evolugdo da doenca. Os neutrofilos sdo as primeiras células que migram
para o local da infec¢do, onde liberam mediadores toxicos, como as armadilhas extracelulares
de neutrofilos (NETs - Neutrophil Extracellular Traps), que capturam e promovem a morte
das leishmanias (GUIMARAES-COSTA et al., 2009). O LPG é uma das principais moléculas
que induzem a NETosis (processo de formag¢do das NETs), embora algumas espécies de
Leishmania sejam mais ou menos capazes de desencaded-la (MENEZES; SARAIVA;
ROCHA-AZEVEDO, 2016). Além desse papel, os neutrofilos também sdo capazes de
fagocitar as promastigotas metaciclicas, entretanto, a principal célula onde as amastigotas se
estabelecem sdao os macrofagos.

Uma vez que o parasitos sdo reconhecidos e fagocitados pelos macrofagos, ocorre a
fusdo do fagossomos com lisossomos (organelas que contém enzimas proteoliticas e
moléculas microbicidas), formando o fagolisossomo. Com vista ao fato de que ¢ criado um

microambiente indspito, as promastigotas metaciclicas recém internalizadas sdo capazes de
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degradar algumas enzimas através da gp63 e modificar o ambiente intracelular, tornando-o
apropriado para sua diferenciagdo em amastigotas e replicacdo (BURCHMORE; BARRETT,
2001; LODGE; DESCOTEAUX, 2005; SEGUIN; DESCOTEAUX, 2016). Ainda nessa
perspectiva, algumas espécies de Leishmania, como L. amazonensis, sao capazes de alterar o
trafego intracelular de membranas e promover a fusao de endossomos primarios com o VP
(COURRET et al., 2002). Essa ¢ uma estratégia para diluir o efeito do 6xido nitrico (NO) e
das espécies reativas de oxigénio (ROS - Reactive Oxygen Species), que constituem as
principais moléculas com ac¢do leishmanicida (WILSON et al., 2008; HORTA et al., 2012).
Assim, assume-se a existéncia de dois tipos de VPs: os grandes e com multiplos protozoarios
— comuns nas infeccdes ocasionadas por alguns parasitos do subgénero Leishmania
(Leishmania) — e os pequenos com uma Unica amastigota por vacuolo — comuns para o
subgénero Viannia (ANTOINE et al., 1998; REAL; MORTARA; RABINOVITCH, 2010).
Com a descoberta das subpopulagdes de células T CD4", a natureza da resposta
imunoldgica celular tornou-se a “chave” para definicdo do quadro clinico e progressdo da
doenca, sendo proposta um paralelo entre resisténcia/susceptibilidade conhecido como
dicotomia Th1/Th2. Brevemente, a resisténcia a Leishmania spp. esta associada a capacidade
das células T CD4+ auxiliares (subpopulagdo Thl) em reconhecer antigenos especificos e
estimular a producgdo de interferon-gama (IFN-y) (KIMA; SOONG, 2013; FILIPE-SANTOS
et al.,, 2009). O IFN-y, juntamente com o fator de necrose tumoral (TNF-a) induzem a
expressao de NO e de ROS em macrofagos infectados (OLEKHNOVITCH; BOUSSO, 2015).
Além disso, a eliminacdao do parasito também esta ligada a producao de interleucina-12 (IL-
12), IL-17, IL-1B e do desenvolvimento de células T CD8" (linfocitos T citotoxicos) e Natural
killer (NK), que promovem a morte das amastigotas intracelulares através da ativacao dos
fagdcitos ou por eliminagao das células infectadas (SERBINA et al., 2008; BELKAID et al.,

2002; SCOTT; NOVAIS, 2016). Por outro lado, a susceptibilidade esta relacionada a ativacao
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de células da subpopulacdo Th2, as quais sdo responsaveis por suprimir a resposta
imunologica por meio da secrecdo de citocinas anti-inflamatorias, como: 1L-4, IL-5 e IL-13
(SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). A supressdao da resposta imunologica também estd
ligada ao desenvolvimento de células T regulatorias, a producdao de IL-10 e do fator
transformador do crescimento-beta (TGF-B) (BELKAID et al. 2002; BELKAID et al., 2001;
HORTA et al., 2012).

Embora muitos autores ainda defendam a importancia da dicotomia Th1/Th2 no curso
da doenga, pesquisas recentes apontam que a resisténcia ao parasito nao ¢ exclusivamente
explicada com base em respostas celulares, mas sim em um conjunto de mecanismos ainda
ndo elucidados (ALEXANDER; BRYSON, 2005). Fatores como a constitui¢do genética,
status sanitario e nutricional também devem ser considerados como determinantes no
processo de infec¢do e evolucdo da enfermidade, pois eles condicionam a fisiologia e a
capacidade do organismo de reagir ao agente agressor. Além disso, o quadro clinico e sua

gravidade podem variar conforme a espécie de Leishmania envolvida (WHO, 2010).

1.4. Manifestagoes clinicas

Em seres humanos, as manifestagdes da leishmaniose sdo diversas, porém, na maioria
dos casos resultam em quatro formas clinicas principais: LC, LV, leishmaniose mucocutanea
(LMC) e leishmaniose dérmica pods-kalazar (LDPK) (DESJEUX, 2004; WHO, 2010). A LC,
em particular, apresenta-se de duas formas distintas conforme a distribuicdo das lesdes, sendo
elas: leishmaniose cutanea localizada (LCL) e leishmaniose cutanea difusa (LCD)
(DESJEUX, 2004; HARTLEY et al., 2014; AZEVEDO-COUTINHO; MENDONCA, 2014).

A LCL ¢ causada principalmente por: L. (Leishmania) tropica ¢ L. (L.) major no Velho

Mundo, L. (L.) mexicana, L. (Viannia) panamanensis, L. (V.) peruviana, L. (V.) lainsoni, L.
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(L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis no Novo Mundo (WHO, 2010,
BRASIL, 2017). A LCD tém como agentes etiologicos: L. (L.) aethiopica (Velho Mundo) e L.
amazonensis (Novo Mundo) (WHO, 2010; BRASIL, 2017). J& a LMC, ocorre devido
infeccdo por L. braziliensis e ocasionalmente por L. panamanensis ou L. guyanensis
(AMATO et al., 2008; VAN ASSCHE et al., 2011; BRASIL, 2017). A forma mucocutanea,
da-se devido a disseminagdo linfatica ou hematogénica dos parasitos apdés um intervalo
variavel da doenga cutinea e sem o correto tratamento pode vir a comprometer as mucosas
nasais, orofaringeas, o trato respiratdrio superior e ocasionar a completa destruicdo da
piramide nasal (AZEVEDO-COUTINHO; MENDONCA, 2014).

O primeiro sinal clinico da LCL, tipicamente ¢ um pequeno eritema no local onde o
flebotomineo realizou o repasto sanguineo, que se desenvolve ap6s um periodo pré-patente
variavel (BRASIL, 2017; AMEEN, 2010). O eritema d& origem a uma papula, a qual em
seguida torna-se um nodulo ulcerativo, que progride ao longo de um periodo de duas semanas
a seis meses (AMEEN, 2010). As ulceras tipicas da LC geralmente sdo indolores e
apresentam um aspecto arredondado, tamanho varidvel (de poucos milimetros até 20
centimetros ou mais), bordas bem delimitadas, elevadas e eritematosas, fundo granuloso
grosseiro, avermelhado e com pouca secre¢do (AZEVEDO-COUTINHO; MENDONCA,
2014; BRASIL, 2017). A infeccdo cronica pode persistir por meses ou anos € geralmente
progride para a cura, exceto em casos onde ha reativa¢do, na maioria das vezes ocasionada
por imunossupressao (REITHINGER et al., 2007).

A LCD, por sua vez, ¢ caracterizada pela presenca de multiplas lesdes cronicas
nodulares que nao curam tao facilmente (CARVALHO et al., 1994). A apresentagdo inicial ¢
uma Unica ulcera como na LCL, sendo que apdés um periodo variavel desenvolvem-se
numerosas papulas foliculares ou acneiformes, pustulas e placas que podem ou ndo sofrem

um processo de necrose central (AZEVEDO-COUTINHO; MENDONCA, 2014; BRASIL,
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2017). Essa forma clinica estd relacionada a auséncia de uma resposta imunoldgica celular
sustentada, uma vez que os pacientes nao respondem tdo bem a estimulagao com antigenos do
parasito (SILVEIRA, 2009; MURRAY et al., 2005). Em oposi¢ao a LCL, somente com a
terapia adequada hé a evolugdo para a cura clinica, mesmo que os danos teciduais sejam
permanentes e possam atuar como estigma estético (YANIK et al., 2004).

A LV ¢ causada por L. (L.) donovani no Velho Mundo e L. (L.) infantum no Sudeste da
Europa, na regido do Mediterraneo € no Novo Mundo (WHO, 2010). As manifestagdes
variam desde infec¢des assintomaticas ou oligossintomaticas, até um quadro progressivo e
potencialmente fatal (BRASIL, 2014). Os achados clinicos caracterizam-se por perda de peso,
palidez, fraqueza, febre  recorrente, anemia, leucopenia, trombocitopenia,
hipergamaglobulinemia, hipoalbuminemia, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia,
pancitopenia, com intenso e difundido parasitismo em o6rgdos como figado, baco ¢ medula
ossea (WHO, 2010; PEDROSA, 2017). Essa forma ¢ considerada grave principalmente para
criancas, idosos e pessoas portadoras de imunodeficiéncias, sendo a letalidade determinada
devido as complicacdes associadas ao quadro visceral-debilitante, como: infecgdes
secundarias e disturbios de coagulagdo sanguinea (BRASIL, 2014; LINDOSO et al., 2016). A
LDPK, normalmente ¢ observada nas infec¢cdes com L. donovani, que apés um quadro de LV
leva o desenvolvimento de noédulos cutaneos (MURRAY et al., 2005).

No cdo, a infecgdo por L. infantum pode variar de um quadro de assintomatico a uma
forma aguda que leva rapidamente ao Obito. As principais apresentacdes clinicas da
leishmaniose visceral canina (LVC) sdo: sinais oculares (conjuntivite, ceratoconjuntivite e
uveite), linfoadenopatia local ou generalizada, anemia, febre, coriza, apatia, diarreia,
hemorragia intestinal, vomito, hiperqueratose, hepatoesplenomegalia, paresia dos membros,
caquexia, inani¢ao e morte (ALVAR et al., 2004; ALMEIDA et al., 2005; BRASIL, 2014).

Pode ocorrer ainda, ulceracdes na pele e demais acometimentos do tegumento, como:
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dermatites, descamacao, onicogrifose, eczema e alopecia (MADEIRA, 2009; BRASIL, 2014).
O parasito pode ser encontrado no bago, figado, linfonodos, lesdes, pele integra e medula
ossea (ALVAR et al., 2004; FIGUEIREDO; MADEIRA, 2014). Quando infectados com
outras espécies de Leishmania spp., ha o desenvolvimento de uma doenga cronica com
manifestagdes semelhantes a LC humana, sendo que o parasitismo se estabelece
preferencialmente nas mucosas das vias aerodigestivas superiores (BRASIL, 2017)

Embora seja raro, algumas espécies de Leishmania causadoras de LC podem manifestar
um amplo espectro de formas clinicas da doenca, podendo ser encontradas nas visceras em
um quadro clinico sugestivo de LV. A infeccdo por L. amazonensis, por exemplo, pode variar
de assintomdtica sem lesdes aparentes a formas desfigurantes e até mesmo viscerais
(BARRAL et al., 1991; FERNANDES et al., 2014). No estudo de Barral e colaboradores
(1991), L. amazonensis e L. infantum foram isoladas de pacientes com LV na mesma
localidade no interior da Bahia, nesse caso especula-se que a visceralizagdo possa ter se dado
em decorréncia da infeccdo mista entre as duas espécies ou estar relacionada com uma cepa
de L. amazonensis em particular. Infecgdes experimentais em hamsters (Mesocricetus
auratus) comprovaram que a co-infeccdo entre ambas as espécies agrava o quadro clinico,
com L. amazonensis invadindo precocemente o baco e o figado, causando esplenomegalia e
lesdes locais ou disseminadas (CELESTE et al., 2017). Entretanto, passado determinado
tempo, L. infantum prevalece no baco e figado. Outros trabalhos também tém sugerido o
desenvolvimento de LVC em animais naturalmente infectados com L. amazonensis em areas
urbanas nos estados de Sao Paulo, Minas Gerais e Parana (TOLEZANO et al., 2007; DIAS et
al., 2011; HOFFMANN et al., 2012; SANCHES et al., 2016; VALDIVIA et al., 2017).

Embora fatores do hospedeiro sejam determinantes, variacdes genéticas € a expressao
de determinados fatores de viruléncia no parasito podem ser a razdo da tendéncia a

visceralizacao de determinadas cepas (SOLIMAN, 2006). Dentre as espécies de Leishmania,
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a infeccao por L. amazonensis geralmente se destaca por gerar um cenario onde ha a auséncia
de uma resposta imune celular, o que se da em fungdo das falhas na apresentacdo de antigenos
e na ativagdo de linfocitos T (XIN; LI; SOONG, 2008; JI; SUN; SOONG, 2003;
WANDERLEY et al., 2012). Recentemente também foi descrito que esse parasito ¢ capaz de
expor residuos de fosfatidilserina em sua superficie, um estratégia rara conhecida como
“mimetismo apoptotico” e que conduz a um estado de anergia por meio da produgdo de IL-10
e TGF-p (WANDERLEY et al.,, 2012). Franca-Costa e colaboradores (2012) mostraram
experimentalmente que a exposicao dessa molécula esta correlacionada aos casos onde ocorre
a disseminag¢do do parasito. Variagdes de ordem genética também podem ser a razdo da
tendéncia a visceralizagdo, como exemplos destacam-se: o nimero de copias de um mesmo
gene, polimorfismos de nucleotideos simples (SNP, Single nucleotide polymorphism), a
expressao diferencial de proteinas, populagdes com perfis genéticos distintos e a presenca de
psdeudogenes (SOLIMAN, 2006; ROGERS et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013; HARTLEY
et al.,, 2014). No que se refere a ultima, muito t€ém-se discutido sobre o papel dos genes
codificadores da proteina A2, ja que ela esta relacionada com uma sobrevivéncia do parasito
no figado, bago e medula 6ssea (FERNANDES et al., 2014).

Embora o mecanismo de visceralizacdo de cepas cutaneas de Leishmania spp. ainda ndo
esteja claro, o fundo genético e status imunolégico do hospedeiro sdo essenciais para
defini¢do da forma clinica causada por esses parasitos. Por exemplo, certos polimorfismos no
genes Slcllal (NRAMPI1) e do complexo principal de histocompatibilidade de classe II
(MHC 1II) promovem um aumento de risco de infec¢do e a susceptibilidade de determinadas
ragas de cdes a LVC (ALTET et al., 2002; QUINNELL et al., 2003). Co-infec¢des também
podem afetar e alterar o resultado da doenga e corroborar para um quadro de disseminagao
sistémica, como mostrado por Morgado e colaboradores (2016) ao descreverem a co-infecgao

entre Hepatozoon canis e L. braziliensis em dois casos de LVC. Ainda quanto esse estudo, os
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autores sugerem que a visceralizacao se deva ao comprometimento do sistema imunoldgico
desses caes ocasionado pela hepatozoonose ou aumento da viruléncia por co-infecgao.

Sob condigdes experimentais, a visceralizacdo de L. amazonensis, L. braziliensis, L.
tropica € L. major, principais responsaveis pelo desenvolvimento da LCD e LCL, também ja
foi relatada em camundongos (Mus musculus) e hamsters, mostrando que algumas cepas e
isolados podem se disseminar para varios 6rgaos, causando uma patologia similar a LV e
LVC (ALMEIDA et al., 1996; ABREU-SILVA et al., 2003; ABREU-SILVA et al., 2004;
SOLIMAN, 2006; MAHMOUDZADEH-NIKNAM; KIAEL; IRAVANI, 2007; KOBETS et
al., 2012; GOMES-SILVA et al., 2013; RIBEIRO-ROMAO et al., 2014; SPOTIN; PARVIZI,

2016).

1.5. Epidemiologia

A LV constitui o segundo grupo de afec¢des parasitarias que mais mata no mundo,
ficando atras somente da malaria (WHO, 2010; DESJEUX, 2004). De acordo com a
Organizacdo Mundial de Satide (OMS), aproximadamente 350 a 400 milhdes de individuos
encontram-se em areas de risco de infeccao (ALVAR et al., 2012; WHO, 2010). Ainda
segundo esses dados, a incidéncia anual das leishmanioses como um todo € estimada entre 1,3
milhdes de novas infecgdes, sendo 1,0 milhdo para a LC e 300.000 para a LV. Quanto a forma
visceral, cerca de 20.000-30.000 dos casos evoluem para o 6bito do portador (CHAPPUIS et
al., 2007; WHO, 2010).

Dos casos de LC, mais de 70% sao registrados em paises como Afeganistao, Argélia,
Brasil, Colombia, Costa Rica, Etiopia, Iran, Peru, Sudao e Siria (WHO, 2010). Nestes locais,
entretanto, tém-se observado um aumento global no numero de casos. Isso devido as

melhorias no diagnoéstico e notificagdo, bem como resulta do controle falho do vetor e dos
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reservatorios (REITHINGER et al., 2007). Ademais, o aumento na susceptibilidade do
hospedeiro humano a infecgao, seja por imunossupressao, desnutricdo, migracdes e conflitos
étnicos-territoriais, também tem profundos impactos na epidemiologia da doenca (DESJEUX,
2001; DU et al., 2016). Essa forma clinica ¢ considerada uma das seis mais importantes
doencas infecciosas, principalmente devido a sua capacidade de produzir deformidades que
comprometem a vida do individuo acometido, com reflexos no campo psicologico, social e
economico (WHO, 2010; DU et al., 2016; BRASIL, 2017). Considerando que a LC ¢ uma
doenca ocupacional, sdo perdidos cerca de 42 mil anos de vida ajustados por incapacidade
(DALYs, Disability-ajusted life years) (MURRAY et al., 2015).

No continente americano, a LC também ¢ conhecida como leishmaniose tegumentar
americana (LTA) e distribui-se amplamente do sul dos Estados Unidos até norte da Argentina,
exceto no Chile e Uruguai (COSTA, 2008; WHO, 2010). No Brasil, a LTA ¢ causada
principalmente por L. (L.) amazonensis, L. (V.) guyanensis e L. (V.) braziliensis, que
apresentam ampla distribuicdo por todas as regides geograficas, porém, com forte
concentracdo em algumas areas (COSTA, 2008; COELHO et al., 2011; BRASIL, 2017).
Estima-se que no periodo de 1995 a 2014, a forma cutinea apresentou uma média anual de
25.763 novos casos, com um coeficiente de deteccao médio de 14,7 casos/100 mil habitantes
(BRASIL, 2017). O mesmo estudo ainda aponta que casos autoctones ja foram registrados em
todas as regides. Entanto, a real prevaléncia da LTA em territdrio brasileiro ndo se encontra
plenamente estabelecida, principalmente em virtude da mudanga no perfil epidemiologico,
subnotificagdes, diagndsticos incorretos, infeccdes inaparentes e variagdes de resposta do
hospedeiro (COSTA, 2008). Em 2015, foram notificados 20.817 novos casos, dos quais 1.331
correspondem ao estado de Minas Gerais e dez na regido de Uberlandia (SISTEMA DE

INFORMACAO DE AGRAVOS DE NOTIFICACAO - SINAN, 2017).
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Como dito, nas ultimas décadas algumas analises epidemioldgicas da LTA tém sugerido
uma inversao no padrao de transmissao da doenga. Inicialmente considerada uma zoonose de
animais silvestres, a LTA acometia ocasionalmente pessoas em contato com florestas, seja por
exposicao ocupacional ou lazer (BRASIL, 2017). Ainda segundo esses dados, observa-se que
o perfil epidemiologico alterou-se de silvestre para peridomiciliar, o que acaba por colocar em
risco populagdes rurais e assentadas. Tal mudanca ¢ promovida principalmente pelas
modificagdes ambientais feitas pelo homem, por exemplo, o desmatamento e a urbanizagao
mal planejada, que levam os vetores e os reservatdrios a entrar em maior contato com os seres
humanos (DESJEUX, 2001; ASHFORD, 2000).

A LV apresenta ampla distribuigio na Asia, Europa, Oriente Médio, Africa e nas
Américas, sendo que dos que dos 88 paises onde a doenca ¢ endémica, 90% dos casos
ocorrem na India, Bangladesh, Sudao, Etidpia e Brasil (PIGOTT et al., 2014). O Brasil, em
particular, possui 0 maior nimero de notificagdes entre os paises da América Latina, sendo
responsavel por 90% dos registros no continente (WHO, 2010). Em 19 anos de notificacdo
(1984-2002), os casos somaram 48.455, sendo 66% na regido Nordeste (BRASIL, 2014). O
dados ainda apontam que de 2004 a 2014, a média anual no pais foi de 3.156 casos, com
incidéncia de dois casos/100 mil habitantes. Em 2015, entretanto, foram registrados 3.319
novas infec¢des (dos quais 443 correspondentes ao estado de Minas Gerais e dois na regido de
Uberlandia) (SINAN, 2017).

Em 25 anos de notificacdo (1990-2015), torna-se evidente o aumento no nimero de
casos, a mudanga no perfil de transmissdo de rural para urbana e sua expansdo no pais
(BRASIL, 2014; SINAN, 2017). Historicamente, as migragdes representaram o principal fator
que contribuiu para essa alteracio (HARHAY et al., 2011; WHO, 2010). Na década de 90,
aproximadamente 90% dos casos de LV eram notificados no Nordeste, entretanto, com o

passar dos anos a doenga se expandiu para outras regides, como Norte, Centro-Oeste, Sudeste
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e, recentemente cinco casos autdctones foram registrados no Sul (onde anteriormente nao
haviam casos de LV) (HARHAY et al., 2011; BRASIL, 2014; SINAN, 2017).

O exame parasitologico ¢ o padrao ouro para o diagnostico laboratorial das
leishmanioses. Para tal, o material coletado por bidpsia € corado e analisado em microscopio
optico para se verificar a presenca do parasito (REITHINGER et al., 2007). Outras técnicas,
como as de biologia molecular e a intradermorreagao de Montenegro (IDRM) também podem
ser utilizadas para confirmagdao dos casos em humanos. O IDRM, no entanto, indica a
exposicao do individuo ao parasito ¢ ndo a presenga do mesmo, sendo recomendado apenas
como teste complementar (BRASIL, 2017). A reacdo em cadeia da polimerase (PCR -
Polymerase chain reaction) e a PCR em tempo real (QPCR - Quantitative real-time PCR),
apesar serem caras ¢ necessitarem de certa infraestrutura, sdo eficientes mesmo em baixas
cargas parasitarias e permitirem a caracterizagdo ao nivel de espécie através da restricdo de
fragmentos (PCR-RFLP - Restriction fragment length polymorphism), sequenciamento
gendmico ou da utilizagdo de iniciadores especificos (GOTO; LINDOSO, 2010; NEITZKE-
ABREU et al., 2013). O diagndstico sorologico ¢ mais usado para confirmacdo dos casos de
LVC, entretanto sua sensibilidade ¢ variavel devido a ocorréncia de reacdes cruzadas entre as
espécies de Leishmania, outros tripanossomatideos e/ou hemoparasitos (BRASIL, 2017).

O isolamento e manuteng¢do de parasitos em culturas axénicas a partir das lesdes de LC,
de aspirados de medula em casos de LV ou LVC, também constitui uma metodologia para o
diagnostico das leishmanioses (NEITZKE-ABREU et al., 2013) que, apesar de suas
limitagdes permite o estudo do comportamento bioldgico de cepas selvagens de Leishmania
em laboratorio. A analise de fatores intrinsecos dos parasitos, como morfologia, genética,
perfil bioquimico e dos fatores extrinsecos, que incluem o comportamento nos hospedeiros e

em cultura in vitro, a resposta imunologica do organismo infectado, as caracteristicas clinicas
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e a distribui¢do geografica constituem informagdes importantissimas para caracterizagao dos
parasitos (LAINSON; SHAW, 1987).

No que diz respeito as espécies de Leishmania do Novo Mundo, ainda ha lacunas no
conhecimento de sua biologia. Assim, com vista & importancia clinico-epidemiolédgica da
Leishmania amazonensis no Brasil, neste trabalho caracterizamos o comportamento in vitro
de uma cepa selvagem que apresentou um amplo espectro clinico da doenga com o intuito de
fornecer subsidios para futuros estudos sobre os mecanismos de visceralizagdo. Para tal, foi
utilizada como pardmetro de comparacdo uma cepa dermotropica de referéncia da OMS
(MHOM/BR/1989/Bal99) para a espécie supracitada. Essa cepa selvagem (referida como
cepa viscerotropica), foi isolada através de uma amostra de aspirado do bago de um cao
doméstico atendido no Hospital Veterinario da UFU em 2015, o qual apresentava sinais
clinicos compativeis com a LVC. O parasito foi caracterizada como Leishmania amazonensis
por meio de PCR-RFLP e a confirmagdo do quadro visceral se deu por meio da infecgdo

experimental de hamsters com o isolado (dados ndo mostrados).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o comportamento in vitro da cepa viscerotropica de Leishmania amazonensis e

da cepa referéncia da OMS (MHOM/BR/1989/Bal99).

2.2. Objetivos especificos

v' Avaliar o comportamento de ambas as cepas in vitro através da curva de
crescimento;

v' Avaliar o processo de metaciclogénese de ambas as cepas através da resisténcia
as proteinas séricas do Complemento por meio do ensaio de reducdo da resazurina;

v' Avaliar a infectividade/viruléncia de ambas as cepas a macrofagos murinos
através da porcentagem de células infectadas, da quantidade de parasitos/célula e do indice de

infecgao;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Cultivo e manutencio de parasitos

A cepa viscerotropica ¢ MHOM/BR/1989/Bal99 (referida como Bal99) foram
cultivadas separadamente em meio o-MEM (Minimum Essential Medium Eagle - Sigma
Aldrich Inc., Estados Unidos da América - EUA) suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino inativado (SFB - Life Technologies, EUA), 2mM de L-glutamina (Sigma Aldrich
Inc., EUA), 100U/mL de penicilina (Sigma Aldrich Inc., EUA), 100pug/mL de estreptomicina
(Sigma Aldrich Inc., EUA), 400pg/mL de gentamicina (Vetec, Brasil) e 20mM de HEPES
(Sigma Aldrich Inc., EUA) em garrafas de 25cm? (Sarsted AG & Co., Alemanha), sendo
incubadas em estufa B.O.D. (Demanda Biologica de Oxigénio — Lucadema, Brasil) a 24+1°C.

Sempre que necessario, os parasitos foram repicados entre o 3-5° dias de cultivo, sendo
as novas culturas iniciadas com 10° promastigotas/mL. Congelamentos foram realizados
utilizando 10% de glicerol (Sigma Aldrich Inc., EUA), sendo os vials criopreservados em

nitrogénio liquido.

3.2. Curva de crescimento

A avaliagdo do desenvolvimento e multiplicacdo das formas promastigotas foi realizada
através da curva de crescimento. Para tal, culturas iniciadas com 10° promastigotas/mL foram
acompanhadas por sete dias consecutivos, no mesmo horario. Basicamente, uma aliquota das
culturas foi diluida em solu¢ao de ISOTON (4cido citrico 0,05M, cloreto de sodio 0,12M,
formaldeido 0,5% v/v, pH 7,2). Em seguida, a solucdo foi diluida novamente em igual volume
(1:1) de Azul de Tripan (0,4% p/v — corante vital), aplicada em camara hemocitométrica

(Kasvi, Brasil) e analisada em microscopio optico (aumento de 40x) (GORJAO, 2005;
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STODDART, 2011). O nimero de parasitos por mililitro de cultura foi determinado pela
média aritmética dos quatro quadrantes multiplicada pelo inverso da diluicao e, novamente,
por 10000 (fator de corregdo da camara) (MINEO et al., 2016).

Em paralelo, as culturas foram fotografadas nas fases exponencial (terceiro dia de
cultivo) e estacionarias (quinto dia de cultivo) de crescimento in vitro para avaliagdo da
diversidade morfologica dos parasitos, em particular das formas proliferativas. Para tal, foi
utilizado o microscopio EVOS® XL Core Cell Imaging System (Thermo Fisher Scientific,

EUA).

3.3. Avaliacio da metaciclogénese in vitro

Para este ensaio foi utilizada a metodologia de resisténcia as proteinas séricas do
Sistema Complemento, descrita por Silva e colaboradores (2015) com modificagdes.
Brevemente, aliquotas de aproximadamente 2mL das culturas foram coletadas em fase
estacionaria de cultivo, centrifugados a 3500rpm por 10min e lavados tampao fosfato salino
(PBS, pH 7,2). Ap6s isso, o numero de parasitos foi ajustado para 1x10° promastigotas/100uL
de meio incompleto/pogo de uma placa com 96 pogos, sendo a mesma incubada por 1h a 37°C
em estufa com 5% de CO; (CO; Incubator MCO-191AUV-PA, Panasonic Corp., Japao) na
auséncia e presenca de diferentes concentragdes de soro humano (5%, 10%, 20% e 40%) para
defini¢do da concentracdo inibitéria de 50% (Clso). Passado este tempo, o numero de
parasitos vivos foi determinado pelo ensaio de redugdo da resazurina, como descrito por
Corral e colaboradores (2013). Basicamente, foi adicionado aos pogos 10% v/v de uma
solucdo de resazurina (0,15mg/mL - Sigma-Aldrich Inc., EUA), sendo a placa incubada
novamente a 24+1°C overnight e lida em fluorimetro Spectramax M2 (Molecular Devices

LLC, EUA) com 550nm de excitacao e 590nm de emissao. Formas promastigotas incubadas
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com 10% de SFB foram utilizadas como controle, sendo a porcentagem de viabilidade
estabelecida com base nos dados de leitura dos parasitos tratados com soro humano X 100,
dividido pelos respectivos controles.

Apbés o estabelecimento da Clsp, os parasitos foram expostos a 10% (cepa

viscerotropica) e 8% (Bal99) de soro humano seguindo os mesmos passos descritos acima.

3.4. Cultivo e manutenc¢ao de células

Macrofagos murinos derivados de medula o6ssea imortalizados (BMDMs) foram
cultivados em garrafas de 25cm? com meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute
medium - Sigma Aldrich Inc., EUA) suplementado com 2,0g/L de bicarbonato de soédio
(Sigma Aldrich Inc., EUA), 20% de SFB, 2mM de L-glutamina, 100U/mL de penicilina,
100pg/mL de estreptomicina, 400pg/mL de gentamicina e 20mM de HEPES. A incubagao foi
realizada em estufa com 5% de CO; a 37°C e 95% de umidade.

Subculturas (repiques) foram realizados a cada trés dias ou quando a monocamada
atingiu uma confluéncia proéxima a 100%. Quando necessario, as células foram congeladas

com 50% de meio de congelamento (DMSO — dimetilsulféxido — diluido 1:9 em SFB).

3.5. Infeccao de macrofagos

Para a infeccdo in vitro, BMDMs cultivados até a confluéncia aproximada de 100%
foram raspados do fundo da garrafa com auxilio do cell-scraper e uma aliquota da suspensao
celular foi reservada para contagem de células em camara hemocitométrica, como descrito no

topico 3.2.
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Apos tal procedimento, a concentragdio de BMDMs por pogo foi ajustada para 5x10°
macrofagos/mL e as células foram alocados em placas de 24 pocos (TPP, EUA) contendo
laminulas (13 mm). A placa foi incubada overnight (37°C, 5% de COz e 95% de umidade) até
a completa adesdao dos macrofagos. Em paralelo, os parasitos foram contados e a propor¢ao de
promastigotas/célula foi ajustada para 10:1 em um volume final de 500uL de meio RPMI
1640 completo acrescido de 30mM de glicose (Sigma Aldrich Inc., EUA).

Os parasitos foram incubados juntamente com os macrofagos por 18h a 26°C em estufa
B.O.D. Apés isso, os pogos foram lavados trés vezes com meio RPMI 1640 incompleto ¢ as
células infectadas foram incubados a 37°C (5% de CO; e 95% de umidade) por mais 12h.
Apos este tempo, os pogos foram lavados novamente ¢ as laminulas foram retiradas
cuidadosamente, coradas com Panotico rapido (Laborclin LTDA, Brasil), montadas em
laminas com o auxilio de Balsamo do Canada (Sigma-Aldrich Inc., EUA) e analisadas em
microscopio 6tico (aumento de 100x).

A porcentagem de macrofagos infectados (nimero de BMDMs infectados X
100/mimero de BMDMs contados), o nimero médio de amastigotas/célula infectada e o
indice de infectividade (porcentagem de BMDMs infectados X [nimero de
amastigotas/macrofago infectado]) foram determinadas apds a contagem de 200 macréfagos

por laminula, preparadas em triplicata.

3.6. Analise estatistica

As médias do nimero de promastigotas/mL e desvios padrdes (DP) de trés contagens
foram calculados, expressos em um grafico gerado no GraphPad® Instat 5 (GraphPad
Software Inc, EUA) e analisados pelo teste # de Student (amostras paramétricas). Para as

porcentagens de promastigotas resistentes as proteinas do Complemento, bem como para a
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taxa de infeccdo, nimero de amastigotas/célula e o indice de infectividade os dados sao
apresentados como medianas e valores minimos e maximos, sendo estes resultados
submetidos ao teste de Mann Whitney (amostras nao paramétricas). Em todas as analises foi
considerando o nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Os valores de Clso foram calculados através da regressao nao linear das médias dos
valores encontrados para cada concentracao utilizando o programa Origin Pro 8.5 (OriginLab

Corp., EUA).
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4. RESULTADOS

3.1. Curva de crescimento

Ambas as cepas foram cultivadas a 24+1°C durante sete dias e o namero de
promastigotas/mL foi acompanhado diariamente por contagem em camara hemocitométrica.
A Figura 2 mostra uma maior proliferacdo dos parasitos apos o segundo dia de cultivo,
caracterizando a fase exponencial de crescimento. As culturas atingiram o pico no quarto dia,
sendo o niimero maximo de parasitos de aproximadamente 5,12x107/mL para Bal99 e
5,90x107/mL para a cepa viscerotropica. A partir desse dia, a proliferacdo diminuiu dando
inicio a fase estacionaria, a qual ndo € percepivel na curva da cepa viscerotropica devido a
morte de uma grande quantidade de parasitos. Apds o sexto dia, iniciou-se a fase de declinio,

marcada pela queda brusca no nimero de promastigotas/mL.
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Figura 2 — Curva de crescimento in vitro da cepa viscerotropica de Leishmania amazonensis ¢ de Bal99. Os parasitos foram cultivados em meio quimicamente definido a-
MEM e mantidos a temperatura de 24+1°C. Cada ponto representa a média £ DP de trés contagens realizadas em paralelo no mesmo dia e horario. As setas () indicam o
inicio das fases de crescimento exponencial, estacionaria e declinio, respectivamente. O grafico de inser¢do mostra a area abaixo da curva (AUC — area under curve),
evidenciando que ambas as cepas apresentam o mesmo perfil de crescimento. *p<0,05 (nimero de promastigotas/mL de Bal99 em comparagdo com a cepa viscerotropica),

obtido pelo teste ¢ de Student.
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Apesar de ter sido observada diferenga estatistica entre o nimero de promastigotas/mL
de ambas as cepas do segundo ao sétimo dia de cultivo (p<0,05), os perfis de curvas sdo
semelhantes, conforme evidénciado pela anélise das areas (AUC - Area under curve) (Figura
2). Quanto aos aspectos morfologicos, ambas as culturas exibiram durante a fase exponencial
pequenos grumos (rosaceas) de parasitos presos pelo flagelo (Figura 3). Essas formas,
permanesceram vidveis até o quarto dia, apds o qual muitas promastigotas apresentavam-se

imoéveis e/ou ndo estavam integras.

Figura 3 — Diversidade morfologica das culturas de Bal99 (A e B) e da cepa viscerotropica (C e D) de
Leishmania amazonensis. Os aspectos morfologicos foram analisados por microscopia 6ptica durante as fases
logaritmica (terceiro dia de cultivo, A e C) e estacionaria (quinto dia de cultivo, B e D) de crescimento in vitro.

As setas (—) indicam as rosaceas integras e mortas. Aumento de 500X.
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3.2. Avaliacao da metaciclogénese in vitro

Como dito anteriormente, o processo de metaciclogénese ¢ acompanhado por um
aumento na resisténcia a lise mediada pelas proteinas séricas do Sistema Complemento, sendo
assim, ¢ possivel comparar as porcentagens de promastigotas metaciclicas em culturas in
vitro. Entretanto, para tal faz-se necessario estabelecer a concentracdo ideal de soro que
promova a lise da mesma propor¢ao de parasitos. A Figura 4 mostra que ambas as cepas em
fase estacionaria exibiram morte dependente da concentragcdo de soro humano, sendo que a
partir das porcentagens de viabilidade foi possivel estabelecer uma Clso de aproximadamente

10% para cepa viscerotropica e 8% para Bal99.
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Figura 4 — Porcentagem de parasitos viaveis apds exposicdo a diferentes concentragdes de soro humano.
Basicamente, as promastigotas em fase estacionaria de ambas as cepas foram incubadas com 5%, 10%, 20% e
40% de soro por lh a 37°C e a viabilidade celular foi avaliada por meio do ensaio de reducéo da resazurina. Os
dados representam as medianas, os valores minimos e maximos de dois experimento realizado em triplicata. A

linha pontilhada representa a porcentagem de 50% de viabilidade.
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Com o intuito de avaliar a porcentagem de promastigotas metaciclicas nas culturas in
vitro, ambas as cepas em fase exponencial (terceiro dia de cultivo) e estaciondria (quinto dia
de cultivo) foram expostas a 10% (cepa viscerotropica) e 8% (Bal99) de soro humano. Na
Figura 5 € possivel observar que 66+2,6% das promastigotas de Bal99 e 68+3.,2% da cepa
viscerotropica em fase exponencial apresentavam-se viaveis apos exposi¢do ao soro. Ja na
fase estacionaria, 92+5,3% das promastigotas de Bal99 e 85+0,4% da cepa viscerotropica
permaneceram vidveis. Foi observado um aumento médio de aproximadamente 1,3X na
quantidade de parasitos resistentes entre os dias testados para ambas as cepas, embora nao

existam diferencas estatisticas (p>0,9).
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Figura 5 — Viabilidade das promastigotas da cepa viscerotropica de Leishmania amazonensis € de Bal99 em
fase exponencial (terceiro dia de cultivo) e estaciondria (quinto dia de cultivo) de crescimento in vitro apos
exposicdo a 10% (cepa viscerotropica) e 8% (Bal99) de soro humano. Os dados representam as medianas, os

valores minimos e maximos de um experimento realizado em triplicata.
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3.3. Avaliacdo da infeccio de macréfagos pelas duas cepas de Leishmania

amazonensis

Para avaliar a infectividade das duas cepas, BMDMSs foram colocados em contato com
promastigotas de fase estacionaria durante 18h a 26°C, sendo as células infectadas incubadas
por mais 12h a 37°C. Como mostrado na Figura 6, a porcentagem de células infectadas foi de
19+£2,8% para Bal99 e 42,8+6,6% para a cepa viscerotropica (p=0,1). Quanto a proporcao de
amastigotas/macréfago infectado, para Bal99 foi encontrado um niimero médio de 1,68+0,22
parasitos, enquanto para a cepa viscerotropica 2,73+0,05 (p=0,1). O indice de infec¢do para
Bal99 foi de 31,8+5 e para a cepa viscerotropica de 116,8+18,8, aproximadamente 3 X maior
do que o de Bal99 (p=0,1). Analisando os perfis de infeccao, ¢ possivel detectar que o indice
de infecg¢do para a cepa viscerotropica foi maior devido ao elevado nimero de células
infectadas, cerca de 2X maior em comparagdo a Bal99.
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Figura 6 - Porcentagem de macrofagos infectados (A), proporgdo de parasitos por célula infectada (B) e indice
de infeccdo (C) de Bal99 e da cepa viscerotropica de Leishmania amazonensis. Brevemente, BMDMs foram
incubados na presenga das formas promastigotas de fase estaciondaria das duas cepas (propor¢ao de 10:1) durante
18h a 26°C. Apos a remocao dos protozodrios ndo internalizados, as células infectadas permaneceram incubadas
por mais 12h a 37°C (5% de CO2 e 95% de umidade). Os dados representam as medianas, os valores minimos e

maximos de um unico experimento realizado em triplicata, sendo contados 200 BMDMSs/cepa.
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Para visualiza¢do da infeccdo dos macrofagos com Bal99 e a cepa viscerotropica, na

Figura 7 sdo mostradas fotomicrografias das células infectadas e controle nao infectado.

Figura 7 — BMDM:s infectados com a cepa viscerotropica (A), Bal99 (B)
e controle ndo infectado (C). As cabegas de seta (A) indicam as

amastigotas intracelulares. Aumento 1.000x.
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho foi avaliado o comportamento in vitro de duas cepas de Leishmania
amazonensis com diferentes tropismos. A cepa viscerotrdpica foi isolada de aspirado de bago
de um c3o com um quadro clinico similar a LVC, atendido no Hospital de Clinicas
Veterinarias da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) no ano de 2015. Desde o
isolamento e caracterizagdo por PCR-RFLP, o parasito foi mantido no criobanco do
Laboratorio de Bioensaios em Leishmania da UFU. Como critério de comparacao, também
foi estudada a cepa MHOM/BR/1989/Bal99, referéncia da OMS para a espécie supracitada.
Basicamente, foram estudados o padrdo de crescimento e metaciclogénese in vitro, bem como
a infectividade dos parasitos a macréfagos imortalizados.

Quanto a curva de crescimento in vitro, observa-se certa similaridade nos perfis
apresentados por ambas as cepas, mesmo que o numero de promastigotas/mL tenha variado
do segundo ao sétimo dia de cultivo. Com base na curva foi estabelecido que a fase
exponencial, marcada pela acentuada proliferacdo e aparecimento das rosaceas, ocorreu do
segundo ao quarto dia. Apds esse periodo, iniciou-se a fase estaciondria (marcada pela
diminui¢do na taxa de divisdo bindria e manutencdo do numero de parasitos) que durou do
quarto ao quinto dia. Esta, por sua vez, ndo ¢ perceptivel na curva da cepa viscerotropica,
provavelmente devido a morte de uma grande quantidade de protozoarios ocasionada pela
baixa quantidade de nutrientes. Embora isso ocorra, o perfil de crescimento obtido foi
parecido com os descritos anteriormente para Leishmania amazonensis por outros autores,
mesmo que para cepas € meios de cultura diferentes (HODGKINSON et al., 1996; SANTOS
et al., 2011; SILVA et al., 2015; NOGUEIRA et al., 2016). O cultivo in vitro de Leishmania
spp. ainda € um assunto em debate entre os laboratdrios de pesquisa, sendo que a comparacao

de experimentos pode se tornar ambigua devido a variacdes nos meios de cultura, na duragdo
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do cultivo e do nimero de passagens axénicas dos protozodrios, o que reflete diretamente no
numero de formas metaciclicas e condiciona o sucesso da infec¢ao (CYSNE-FINKELSTEIN,
1998; DEY et al., 2002; MOREIRA et al., 2012; CUNHA et al., 2013).

Ao contrario de como ocorre no vetor, nao ha uma sincronizacao das diversas formas de
promastigotas nas culturas in vitro. Os parasitos, portanto, sao classificados somente como
promastigotas prociclicas (comumente obtidas na fase exponencial) e metaciclicas
(geralmente observadas nas culturas em fase estacionaria) (PINTO-DA-SILVA et al., 2002;
SUNTER; GULL, 2017). No presente estudo, apds a andlise da resisténcia as proteinas do
Complemento das duas cepas a diferentes porcentagens de soro humano, foi estabelecido que
10% para a cepa viscerotropica e 8% para Bal99 eram concentragdes que poderiam ocasionar
a lise de aproximadamente 50% dos parasitos (Clso) em fase estaciondria. Quanto as
porcentagens de resisténcia das duas cepas em diferentes estdgios de crescimento, as
promastigotas de fase estaciondria foram cerca de 1,3 X mais resistentes a lise do os parasitos
em fase exponencial. A constatagdo de que as leishmanias em fase estaciondria sdo mais
resistentes as proteinas do Complemento, também foi feita por Silva e colaboradores (2015)
ao trabalhar com outra cepa de referéncia da OMS (IFLA/BR/67/PH8 — Leishmania
amazonensis) e um isolado de Leishmania amazonensis. Neste trabalho, em particular, as
porcentagem de parasitos resistentes a 10% de soro de coelho foram de ~30% no segundo dia
e ~70% no décimo dia de cultivo, valores proéximos aos encontrados no ensaio aqui
apresentado. Resultados semelhantes também s3o descritos por Cysne-Finkelstein e
colaboradores (1998) e Pinto-da-Silva e colaboradores (2005).

Com base no fato de que os macrdéfagos sdo as principais células hospedeiras para as
formas intracelulares de Leishmania spp. e buscando entender a interacdo da cepa
viscerotropica com esses fagdcitos, BMDMs foram infectados com este parasito e com

Bal99. Considerando que as metaciclicas sdo as formas infectantes para o hospedeiro
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vertebrado, nos ensaios de infeccdo in vitro foram utilizadas promastigotas de fase
estaciondria. Apesar de ndo serem observadas diferencas estatisticas em nenhum dos
parametros estudados, a cepa viscerotropica foi capaz de infectar um maior numero de
macrofagos e apresentar mais parasitos por célula infectada do que Bal99, o que reflete em
um maior indice de infec¢ao. Segundo Chang e McGwire (2002), as espécies causadoras dos
quadros viscerais sao mais virulentas do que as que levam ao desenvolvimento de lesdes
cutineas autocuraveis. Embora os resultados apresentados sejam insuficientes para predizer se
a cepa viscerotropica realmente ¢ mais virulenta, ela foi 3 vezes mais capaz de infectar as
células do que Bal99. Padrdes similares aos observados para Bal99 foram obtidos por
Franga-Costa e colaboradores (2012), embora tenham sido usados macrofagos peritoneais de
camundongo.

Este trabalho foi o primeiro a utilizar a metodologia de reducdo da resazurina para
estabelecer as porcentagens de promastigotas metaciclicas in vitro por meio do ensaio de
resisténcia as proteinas séricas do Complemento. Além disso, ele fornece subsidios para
futuros estudos sobre os mecanismos de disseminacdo e viseralizagdo de Leishmania

amazonensis, bem como da relacdo parasito-hospedeiro.
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6. CONCLUSAO

A cepa viscerotropica de Leishmania amazonensis apresenta um comportamento in
vitro similar ao da cepa de referéncia da OMS, o que ¢ perceptivel através dos perfis de curva
de crescimento e das porcentagens de formas promastigotas resistentes as proteinas do
Complemento. Entretanto, a cepa viscerotropica apresenta uma maior capacidade de infectar
macrofagos murinos, o que pode ser um indicativo da expressdo de determinados fatores de

viruléncia por parte deste parasito.
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