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RESUMO

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios do género Leishmania. Os
macrofagos sdo importantes células de defesa contra microrganismos intracelulares e
desempenham um papel importante neste tipo de infeccdo, uma vez que séo as células alvo do
parasito. O objetivo deste estudo é avaliar a capacidade infectante e o perfil de resposta
macrofagica a diferentes isolados de Leishmania spp., obtidos de cédes naturalmente infectados.
Foram utilizadas trés cepas isoladas de cdes oriundos da cidade de Teresina-Pl, naturalmente
infectados (Al, A2 e A3) e uma amostra de Leishmania infantum MHOMY/5745 utilizada como
cepa referéncia. As cepas foram semeadas até que atingissem a quantidade de 5x10°
parasitos/mL. Os macréfagos DH82 foram cultivados, plaqueados e infectados na proporcao de
10 parasitos/macrofagos e incubados por 5 e 12 horas, o sobrenadante foi coletado e
armazenado para a dosagem de oOxido nitrico (NO). Ao final deste periodo foi realizada a
contagem randémica de 100 células em cada laminula e a dosagem de Oxido nitrico. Os
resultados demonstram que a cepa isolada do animal A3 apresentou um percentual de infeccéo
de 91%, sendo superior as demais amostras que variaram de 85,5% a 86,5%. Na média de
amastigotas por macréfago, os resultados foram de 3,94, 3,83 e 3,69 para A2, Al e A3,
respectivamente, enquanto a cepa referéncia foi de 3,56. Os resultados referentes ao indice de
associacdo, as cepas isoladas dos animais A2 e R3 obtiveram valores de 337,29 e 336,24, que
foram superiores a do isolado do animal Al (327,89) e da cepa referéncia de L. infantum
(308,37). Na avaliacao da producdo de NO, no tempo de 5 horas, a cepa isolada do animal Al
e a cepa referéncia produziram quantidades significativamente maiores de NO em comparacao
as cepas isoladas dos animais A2 e A3 e dos macrofagos estimulados com lipopolissacarideo
(LPS). Na avaliacdo de 12 horas de infeccdo, todas diminuiram significativamente a producao
de NO, com excecdo do isolado do animal Al, que se manteve com a producdo em quantidades
maiores que as demais cepas. Assim podemos concluir que a capacidade de infecg¢do das cepas
de cdes naturalmente infectados ndo foi diferente da cepa referéncia e que as cepas mesmo
induzindo uma producgdo de NO em quantidades diferentes nos tempos avaliados, observou-se

um destaque para o cdo assintomatico.

Palavras-chave: Macrofagos; Infecgdo; Leishmanioses; Resposta Imunoldgica.
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ABSTRACT

Leishmaniases are diseases caused by protozoa of the genus Leishmania. Macrophages
are important defense cells against intracellular microorganisms and play a significant role in
this type of infection, as they are the target cells of the parasite. The aim of this study is to
evaluate the infective capacity and macrophage response profile to different isolates of
Leishmania spp., obtained from naturally infected dogs. Three strains isolated from dogs from
the city of Teresina-Pl, naturally infected (Al, A2, and A3), and a sample of Leishmania
infantum MHOM/5745 used as a reference strain were used. The strains were cultured until
they reached a quantity of 5x106 parasites/mL. DH82 macrophages were cultured, plated, and
infected at a ratio of 10 parasites/macrophage and incubated for 5 and 12 hours; the supernatant
was collected and stored for nitric oxide (NO) measurement. At the end of this period, a random
count of 100 cells on each slide and nitric oxide measurement were performed. The results
demonstrate that the strain isolated from animal A3 showed an infection rate of 91%, higher
than the other samples ranging from 85.5% to 86.5%. The mean number of amastigotes per
macrophage was 3.94, 3.83, and 3.69 for A2, A1, and A3, respectively, while the reference
strain was 3.56. Regarding the association index, the strains isolated from animals A2 and R3
obtained values of 337.29 and 336.24, which were higher than those of the isolate from animal
Al (327.89) and the reference strain of L. infantum (308.37). In the evaluation of NO
production, at the 5-hour time point, the strain isolated from animal Al and the reference strain
produced significantly higher amounts of NO compared to the strains isolated from animals A2
and A3 and macrophages stimulated with lipopolysaccharide (LPS). In the evaluation of 12
hours of infection, all strains significantly decreased NO production, except for the isolate from
animal Al, which maintained production in quantities higher than the other strains. Thus, we
can conclude that the infective capacity of strains from naturally infected dogs was not different
from the reference strain, and although the strains induced NO production in different quantities

at the evaluated times, there was a highlight for the asymptomatic dog.

Keywords: Macrophages; Infection; Leishmaniases; Immune Response.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 Leishmaniose: Visao Geral
1.1.1 Introducéo a Leishmaniose

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios do género Leishmania, sendo
retratadas desde a antiguidade. Alguns manuscritos datados entre 1.500 a 2.500 anos a.C.
descreviam lesGes compativeis aquelas que ocorrem em casos de leishmaniose. No entanto, o
parasito causador da doenca foi descrito apenas no inicio do século XX. Apesar de se tratar de
uma doenca amplamente distribuida, conhecida e pesquisada, continua como importante
problema para a satde publica uma vez que ainda ndo ha uma medida de controle que seja
completamente eficaz (WHO, 2020).

Os protozoarios deste género foram inicialmente identificados por Ross em 1903 e
pertencem a ordem Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae. Sdo parasitos intracelulares
obrigatorios, apresentando um ciclo de vida que se desenvolve parcialmente no inseto
(flebotomineo) e parcialmente em um mamifero, sendo essenciais para a transmissdo dos
parasitos. As leishmanioses, representam importantes doencas tropicais negligenciadas em
humanos, afetando também animais domeésticos e silvestres (Baxarias et al., 2019).

A maioria das leishmanioses sdo zoonoses, embora ocorram formas antropondticas, nas
quais o ser humano é o Unico reservatorio. Em contraste com o vetor invertebrado, os
hospedeiros reservatorios abrangem varias espécies de mamiferos, incluindo caninos, roedores
e marsupiais, desempenhando um papel crucial na manutencéo, a longo prazo, do parasito na
natureza. A maioria desses hospedeiros apresenta boa adaptacdo, desenvolvendo infeccdes
subclinicas ou leves que podem persistir por anos. No entanto, uma notavel excecao € o céo,
que pode desenvolver uma forma generalizada e fatal da doenca (VVan Assche et al., 2011).

Os protozoarios do género Leishmania apresentam duas formas distintas, a forma
amastigota, encontrada nos hospedeiros vertebrados e a promastigota encontradas no inseto
vetor. A forma amastigota possui um formato arredondado a oval e mede por volta de 2 a 5pum.
Tem um ndcleo normalmente excéntrico, um cinetossoma e um cinetoplasto e
um flagelo rudimentar, ndo exteriorizado. Sao parasitos intracelulares principalmente de

macrofagos, que se multiplicam por divisdo binaria simples e infectam outras células
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fagociticas mononucleares. A forma promastigota tem um formato alongado, com 15 a 20 um
de comprimento e 1,5 a 3,5 um de largura, com nucleo localizado centralmente e o cinetossoma
e o cinetoplasto localizado numa posicao anterior ao ntcleo, com um flagelo medindo de 15 a

28 um de comprimento, como podemos observar na figura 01 (Sunter e Gull, 2017).

Cts

Cts

Figura 1. Desenhos esquematicos das formas apresentadas pela Leishmania
spp. A-Amastigota; B-Promastigota. Legenda: Cinetoplasto (Ctp);
Cinetossoma (Cts); Flagelo (F); Flagelo livre (FI); ntcleo (N). (SUNTER e
GULL, 2017). Fonte: Arquivo pessoal

1.1.2 Epidemiologia global e a importancia da leishmaniose no contexto da salde publica.

Disseminada em mais de 90 paises, a leishmaniose é encontrada principalmente no
Sudeste Asiatico, Africa Oriental e Brasil, entretanto também ocorre na bacia do mediterraneo.
As formas da doenca sdo notavelmente diversas. Na maioria dos casos, é dividido em trés
formas clinicas principais: Leishmaniose Cuténea (LC), Leishmaniose Mucocutanea/Mucosa
(LM) e Leishmaniose Visceral (LV) (Freitas et al., 2012; Marcondes e Rossi, 2013).

A OMS reconhece e divide a leishmaniose em duas formas principais: 1) Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA), incluindo mucosa, cutanea, mucocutanea e cutanea difusa e 2)
Leishmaniose Visceral. No chamado Velho Mundo, os agentes etioldgicos da leishmaniose
tegumentar sdo L. tropica, L. major e L. aethiopica, enquanto L. donovani e L. infantum
causam leishmaniose visceral. Nas Américas, a espécie L. infantum (sinon. chagasi) esta

associada a leishmaniose visceral e diversas outras espécies do género causam leishmaniose
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cuténea, como L. braziliensis, L. amazonensis, L. guianensis, L. panamensis e L. mexicana
(Cardoso et al., 2014).

A leishmaniose visceral, que é fatal quando néo tratada adequadamente, é responsavel
por milhares de mortes a cada ano e é causada por L. donovani e L. infantum no Velho Mundo
ou L. infantum no Novo Mundo (Van Assche et al., 2011; Foganholi e Zappa, 2011; Coelho
etal., 2014) .

O género Leishmania apresenta uma grande diversidade e variabilidade de espécies,
sendo L. infantum, L. brasiliensis e L. amazonensis as principais causadoras dos diferentes
tipos de leishmaniose no Brasil (Vasconcelos et al., 2018). A complexidade na luta contra as
infeccbes leishmanidticas se explica por véarios fatores, entre eles a grande diversidade do
agente etiologico, grande nimero de espécies reservatérios, tornando-se um grave problema

de salde publica (Foganholi e Zappa, 2011).

1.1.3 A Leishmaniose no Piaui

Até a década de 1970, a leishmaniose no Brasil estava limitada as areas rurais, mas a
partir da década 80 a doenca comecou a ocorrer de forma endémica e epidémica nas grandes
cidades brasileiras. Essa urbanizagéo da leishmaniose ocorreu primariamente nas capitais do
Nordeste, e desde entdo se estendeu a cidades de outras regifes do pais e para outros paises
latino-americanos (Cerbino Neto et al., 2009).

Em pesquisas feitas nos bancos de dados do Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo (SINAN) e do Sistema de Informacdes sobre Mortalidade (SIM), na década de 90,
a regido nordeste do Brasil era a responsavel por quase 90% dos casos da doenc¢a. Devido ao
processo de expansdo da LV para outras regides, as notificacdes do nordeste passaram a
corresponder por 43% dos casos, de acordo com dados levantados em 2012. No estado do
Piaui, onde se iniciou a urbanizagdo da doenca, a primeira grande epidemia urbana de LV
ocorreu entre 0s anos 1980 e 1986, com um maior nimero de casos em 1983 e 1984. Ao avaliar
0 numero de casos da doenca na cidade de Teresina, observou-se um registro de uma segunda
grande epidemia no estado no periodo de 1992 a 1995. Em dados mais recentes de LV no
Piaui, segundo o Centro de Informagfes Estratégicas em Vigilancia em Sadde (CIEVS), nos
ultimos cinco anos foram notificados 1.039 casos de leishmaniose visceral (Batista et al.,
2021).

Segundo Melo et al. (2023), em pesquisas sobre as areas prioritarias para o controle da

leishmaniose visceral no Brasil, entre 2001 e 2020, foram notificados 63.966 casos de LV no
14



Brasil, com uma taxa de incidéncia acumulada de 33,53 casos por 100.000 habitantes,
classificando o Piaui com um dos Estados de alto risco.

O Estado do Piaui e a capital Teresina sdo consideradas areas endémicas para LV,
segundo o Ministério da Saude/SVSA - Sistema de Informacédo de Agravos de Notificacéo -
Sinan Net, foram registrados mais de 700 casos da doenca confirmados em humanos, entre 0s
anos de 2018-2022 (Batista et al., 2021).

O Piaui nos ultimos anos apresentou um elevado crescimento populacional levando a
uma ocupacéo de lugares periféricos com a presenca de areas cobertas por florestas tropicais
e densa vegetacdo, o que favorece a expansdo dos vetores da doenca. Grande parte da
populacdo da regido € de baixo poder econdmico, vivendo em &reas com moradia e
saneamento precarios, o que leva a um acimulo de matéria organica gerada pelos moradores
e animais domésticos, favorecendo o aumento das a proliferacdo do inseto vetor e

consequentemente, expondo a populacdo a um risco maior de infecgdo (Lemos et al., 2019).

1.2 Aspectos Clinicos e Patoldgicos da Leishmaniose

1.2.1 Sintomas e manifestacdes clinicas.

A LV no cdo tem uma evolugdo lenta e seu inicio é de dificil reconhecimento, sendo
variavel de animal para animal, com o aparecimento dos sinais clinicos podendo levar meses
ou até anos. Isso acontece em decorréncia do tipo de resposta imunoldgica do animal apds o
contato com o parasito, podendo este se tornar um portador assintomatico, porém fonte de
infeccdo, ou apresentar varias manifestacbes clinicas e evoluir para o o6bito. A doenca é
caracterizada por disseminacdo linfatica ou hematogénica, sendo os sinais clinicos mais comuns
a perda de apetite, emagrecimento, pelo opaco, queda de pelos, aparecimento de feridas na pele
(em especial na face, focinho e ponta de orelhas), aumento dos linfonodos, bago e figado.
Quando em estagio mais avancado da doenca, a onicogrifose, blefarite, uveite e conjuntivite
sdo 0s sinais comumente encontrados e podendo chegar até a perda dos movimentos das patas
traseiras (parestesia) (Brito et al., 2006; Van Assche et al. 2011; Castro et al., 2012). O
Ministério da Salde descreve os sintomas da LV em humanos como febre irregular de longa
duracdo (mais de 7 dias), falta de apetite, emagrecimento e fraqueza, barriga inchada (pelo
aumento do figado e do baco, com o passar do tempo).

1.3 Vetores de Leishmaniose

1.3.1 Vetores envolvidos na transmissdo da leishmaniose
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Estes protozoarios séo transmitidos por um inseto vetor, o flebotomineo. Os vetores,
por sua vez, sdo mosquitos da ordem Diptera, familia Psychodidae, sub-familia Phlebotominae,
gue sugam junto com o sangue as formas amastigotas de um animal infectado, que se alojam
em partes de seu intestino onde se transformam em promastigotas, a forma infectante. No
sistema digestivo de seus vetores, multiplicam-se por aparente divisdo binaria simples e
assexuada e migram para a proboscida do inseto apds aproximadamente 4 a 5 dias, quando
blogueiam o proventriculo e sdo regurgitadas na pele do hospedeiro vertebrado, junto com a
saliva (Burza, Croft e Boelaert, 2018).

1.3.2 Ciclo de vida do vetor e sua relacdo com a disseminagdo da doenca

A duracdo do ciclo evolutivo pode variar, dependendo da espécie e da influéncia das
condigdes de temperatura, umidade e disponibilidade de alimento (Sunter e Gull, 2017; Burza,
Croft e Boelaert, 2018). O ciclo de vida de L. infantum inicia-se com a infec¢do de
flebotomineos do género Lutzomyia ou Phlebotomus, sendo a espécie Lu. longipalpis a mais
prevalente no nosso pais, encontrado tanto em ambientes naturais como em rurais e urbanos,
estando muito bem adaptado ao ambiente peridomiciliar (Pimenta et al., 2012; Secundino et
al., 2012; Freitas et al., 2012; Veloso et al., 2021).

Com relacdo aos fatores que contribuem para a propagacdo e adaptacdo de Leishmania
spp., em diferentes ambientes, podemos citar a sua capacidade de adaptacao, sobrevivéncia e
transmissao por flebotomineos especificos. O conhecimento da capacidade deste parasito de se
ligar ao intestino médio do mosquito, estabelecer e de se propagar, diferenciando-se em
promastigotas infecciosas e ser transmitido durante a proxima refeicdo de sangue é de grande

relevancia (Poinar e Poinar, 2004; Sacks e Kamhawi, 2001; Bourdeau et al., 2020).

1.4 Resposta Imunologica

1.4.1 Papel dos macréfagos na resposta imune inata e adaptativa.

O sistema imunoldgico dos humanos e animais é conceitualmente dividido em
imunidade inata e imunidade adaptativa. A imunidade inata representa uma resposta rapida,
composta por barreiras fisicas, quimicas e bioldgicas. Neste tipo de resposta, as células
especializadas e moléculas sollveis, agem independentemente de contato prévio com
imundgenos ou agentes agressores, e ndo se altera ap0s o contato. As principais células

efetoras dessa imunidade sdo: macréfagos, neutrdfilos, células dendriticas e células Natural
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Killer — NK. A segunda linha de defesa do organismo aos antigenos, pode ser chamada de
resposta imune adquirida, adaptativa ou especifica, recebe esse nome porque esta resposta € a
imunidade que um individuo desenvolve apos ter tido contato com algum tipo de antigeno
(Abbas, 2019; Cruvinel et al., 2010).

Com relacdo a origem das células de defesa do nosso organismo, 0s mondcitos no
tecido conjuntivo ou parénquima de érgdos, ddo origem a macrofagos. Os macrofagos sdo
fagaocitos eficientes, englobando diferentes tipos de patdgenos. Ao contrario dos neutrofilos,
0s macréfagos podem permanecer no tecido por meses a anos, atuando como verdadeiros
sentinelas. Além de seu papel na imunidade inata, processam e apresentam antigenos via
moléculas de MHC, estimulando, assim, a resposta mediada por Linfdcitos T-LTs (Abbas,
2019; Cruvinel et al., 2010; Sheu e Hoffmann, 2022).

Os macrofagos sdo heterogéneos e suas funcdes sao reguladas pelo microambiente
circundante. Geralmente existem em dois subconjuntos distintos, os primeiros macréfagos
classicamente ativados ou M1 e temos macrofagos alternativamente ativados ou M2. Eles tém
caracteristicas Unicas, destruindo patdgenos ou reparando a lesdo associada a inflamagcéo.
Quando a infeccdo ou inflamacdo é grave o suficiente para afetar um 6rgdo, macrofagos
exibem primeiro o fendtipo M1 para liberar citocinas pro-inflamatérias contra o estimulo.
Entretanto, se a fase M1 continuar, pode causar danos nos tecidos, portanto, macréfagos do
tipo M2 secretam grandes quantidades de citocinas anti-inflamatérias e imunorreguladores
para suprimir a inflamacdo e contribuir para a homeostase (Shapouri-Moghaddam et al.,
2018). Na inflamacgdo, os macrofagos atuam como células apresentadoras de antigenos
(APCs), potencializando a ativacdo de Linfocitos T e B pela expressdo de moléculas
coestimuladoras, e liberam citocinas pré-inflamatérias como IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a e
quimiocinas. Também produzem espécies reativas de oxigénio (EROs), como anion
superdxido, radical hidroxila e peréxido de hidrogénio (H20.), e intermediarios reativos do
nitrogénio cujo principal representante é o 6xido nitrico (NO). O NO é produzido pela sintetase
do oxido nitrico induzivel (iNOS), ausente em macrofagos em repouso, mas induzida por
ativacdo de receptores Toll-like (TLRs) em resposta a padrdes moleculares associados a

patdgenos (PAMPS), especialmente na presenca de IFN-y (Souza, 2004; Cruvinel et al., 2010).
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Fig.3: Desenhos esquematicos, do primeiro macréfago denominado como
classicamente ativados ou M1, que sdo pré-inflamatérios; E o segundo
macro6fago, denominado como alternativamente ativado ou M2, que sdo anti-
inflamatoérios e imunorreguladores (CRUVINEL et al., 2010). Fonte:
Arquivo Pessoal

1.4.2 Resposta imune do hospedeiro durante a infec¢ao por Leishmania spp.

Apds a entrada no hospedeiro, as promastigotas evadem os mecanismos extracelulares
de defesa e invadem as células alvo, modificando o ambiente intracelular e estabelecendo a
infeccdo. Como ndo conseguem penetrar ativamente, passam a depender da acdo fagocitica
das células (Dantas-Torres, 2011; Alvar et al., 2012; Vermelho et al., 2017).

A fagocitose € uma arma importante no arsenal do sistema imunoldgico inato contra
todos os tipos de antigenos, e direciona 0s microrganismos para um compartimento celular
onde podem ser fagocitados. No entanto, os parasitos de Leishmania spp., desenvolveram
mecanismos para subverter a atividade microbicida dos macréfagos. A internalizacdo de
promastigotas ocorre pelo tipo classico de fagocitose em ‘ziper', bem como pela fagocitose em
‘enrolamento’. No mecanismo do ziper, a ligacao inicial do microrganismo aos receptores no
fagocito desencadeia o recrutamento de receptores adicionais da membrana circundante, com
um rearranjo simultaneo do citoesqueleto. 1sso possibilita a extensdo de um pseudopode, que
avanca ao longo do organismo como um ziper, envolvendo-o em um fagossomo. A fagocitose
por enrolamento envolve a ocorréncia assimétrica de espirais de pseuddpodes e outras pilhas
de pseudopodes multicamadas e tem sido sugerida como um mecanismo adicional para a

absorcdo do parasito. O receptor do complemento (CR) desempenha papéis importantes em
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ambos 0s processos e podem atuar em conjunto para facilitar a ligacdo e absor¢do do
parasito. E provavel que multiplas interagbes receptor-ligante ocorram simultaneamente,
dependendo do estado de ativacdo do macréfago (Cuervoa et al., 2018; Cruvinel et al., 2010;
Shapouri-Moghaddam et al., 2018; Sheu e Hoffmann, 2022).

Para 0 sucesso na evasao da resposta imunolégica, levando em conta a diversidade de
hospedeiros da Leishmania spp., 0 parasito procura utilizar diferentes receptores para obter
acesso a diferentes células do hospedeiro, que transportam as amastigotas do local inicial da
infeccdo na pele até os ganglios linfaticos de drenagem, onde os antigenos do parasito sao
apresentados as células T virgens e onde persistem indefinidamente. O mecanismo de saida
das amastigotas do macréfago infectado ndo é claro. Estudos mostram que, o macréfago
densamente parasitado se rompe, liberando parasitos nas imediacbes de outros
macrofagos. Outras pesquisas sugerem que 0s vacuolos contendo amastigotas se acumulam na
periferia das células infectadas e as amastigotas sao liberados ao longo de varias horas em um
processo que lembra a exocitose (Cruvinel et al., 2010; Podinovskaia e Descoteaux, 2015).

O padréo de resposta € tipo Thl com producéo de IFN-y, TNF e IL-2 e IL-12, cujo 0
controle da infeccéo € feito por ativacdo macrofagica e destruicdo parasitaria. As I1L-4, IL-10
e TGF-B favorecem a multiplicacdo parasitaria, inibindo a producao de éxido nitrico (NO) por
macrofagos ativados por IFN-y (Silva e Alves, 2014; Park et al., 2018).

1.5 Linhagens Celulares Imortalizadas DH82

Nas pesquisas in vitro a utilizacdo de macrdfagos ja estd bem estabelecida, e os
modelos animais murinos tém sido extremamente utilizados para desenvolver e testar
hipbteses experimentais na area de imunologia. Entretanto, apesar de camundongos e humanos
conter genomas altamente conservados (menos de 1% de genes homdlogos ausentes em ambas
as espécies), existe diferencas significativas no desenvolvimento do sistema imune, na
ativacdo e na resposta aos desafios, tanto na imunidade inata com adquirida. Atualmente com
0 grande avanco da ciéncia e tecnologias, ja € possivel utilizar células de diferentes espécies
(Mestas e Ley, 2008).

A linhagem celular DH82 tem uma morfologia semelhante a dos macrdfagos. E uma
linhagem originaria de tecido hematopoiético da espécie Canis lupus familiaris, com
propriedades de crescimento aderente. S&o amplamente utilizadas em estudos que fazem o uso

de macrofagos. O uso de uma linhagem celular de macréfagos caninos para estudar 0s
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primeiros aspectos da interacdo de Leishmania spp., € mais facil e mais pratico quando se
compara com a utilizacdo de macrdéfagos obtidos do medula-éssea ou isolado de células
mononucleares de sangue periférico de cées, diminuindo o trabalho do pesquisador e o
sofrimento animal. Adicionado a isso, a utilizacdo de uma linhagem celular de uma espécie
animal que seja a reservatorio do parasita pode contribuir para uma melhor compreenséo sobre
a infeccéo e as diferencas de respostas celulares. Alguns trabalhos relataram o uso do DH82,
como modelo para estudar infec¢do por diferentes microrganismos como virus, bactérias e
protozoarios (Nadaes et al., 2020).

Em pesquisa desenvolvida com células DH82, Calvay-Sanchez et al. (2015) fizeram
uma avaliagéo da infectividade de promastigotas de L. braziliensis e L. peruviana a fim de
determinar um modelo de infec¢do in vitro mais adequado. E obtiveram taxas de infeccdo com
13% e 9,5% respectivamente, e ndo houve diferenca significativa entre a capacidade infecciosa

de ambas as espécies.

1.6 Variacdo Genética em Cepas de Leishmania spp.
1.6.1 A diversidade genética, viruléncia e patogenicidade entre diferentes cepas de Leishmania
spp.

A identificacdo destas espécies de Leishmania, é importante para o direcionamento de
terapias aos pacientes humanos e animais. A combinacao da identificacdo com o diagndstico
reduzird custos e tempo e contribuird para medidas de controle, fornecendo dados
epidemioldgicos sobre as espécies de parasitos e possiveis reservatdrios que circulam na area
de estudo. A viruléncia das diferentes espécies € influenciada por fatores genéticos,
imunolégicos e ambientais, bem como pelas interacdes complexas entre o parasito, o vetor e
0 hospedeiro. A variacdo na patogenicidade, também pode ser influenciada por fatores
genéticos tanto do parasito quanto do hospedeiro, bem como por fatores ambientais. O
entendimento destas diferencas € crucial para o diagndstico e tratamento adequados da doenca
(Ishlkawa et al., 2002; Morais et al., 2016; Santi e Murta, 2022).

Assim, o objetivo deste estudo é avaliar a capacidade infectante de diferentes isolados
de Leishmania spp., obtidos de cédes naturalmente infectados em cultura de linhagem

imortalizada, assim como analisar o perfil de resposta macrofagica que elicitam.
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2. CAPITULO I*

(Manuscrito submetido ao periddico “Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical”).
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AVALIA(;/’&O DA CAPACIDADE INFECTANTE E DO PERFIL DE RESPOSTA
MACROFAGICA (LINHAGEM DH82) A DIFERENTES ISOLADOS DE Leishmania
spp. OBTIDOS DE CAES NATURALMENTE INFECTADOS

Amanda Karoliny Figueredo Brito®", Caroline de Jesus Sousa, Samuel da Silva Sousa!, Wanderson
Gabriel Gomes de Melo?, Michel Mualem de Moraes Alves?, Ivete Lopes de Mendonca®, André Luis
Souza dos Santos®, Maria do Socorro Pires e Cruz?.

!Laboratorio de Imunologia Veterinaria, UFPI, Teresina-Pl, 2Laboratorio de Células-Tronco, UFPI,
Teresina-Pl, 3Laboratorio de Atividade Antileshmania, UFPI, Teresina-Pl “Laboratorio de Doencas
Parasitarias dos Animais Domésticos,UFPI, Teresina-PlI, ®Instituto de Microbiologia Paulo de Goes, UFRJ,
Rio de Janeiro-RJ

Introducao: As leishmanioses sdo doencas causadas por protozodarios do género Leishmania.
Os macrofagos sdo importantes células de defesa contra microrganismos intracelulares e
desempenham um papel importante neste tipo de infeccdo. Métodos: Foram utilizadas trés
cepas isoladas de cdes oriundos da cidade de Teresina-Pl, naturalmente infectados e uma
amostra de Leishmania infantum MHOM/5745 utilizada como cepa referéncia. As cepas e 0s
macrofagos DH82 foram cultivados, plaqueados e as infec¢des foram feitas na proporc¢édo de 10
parasitos/macrofagos e incubados. Resultados: Os resultados referentes a avaliacdo da
capacidade infectante, os valores de intensidade, percentual de infec¢do e indice de associacao
ndo foram diferentes estatisticamente significativos, porém observando os resultados numéricos
do indice de associacdo, as cepas isoladas dos animais naturalmente infectados foram maiores
com relacdo a cepa referéncia. Na avaliacdo da producdo de 6xido nitrico (NO), no tempo de 5
horas, a cepa isolada do animal Al e a cepa referéncia produziram quantidades
significativamente maiores de NO em comparacao as cepas isoladas dos animais A2, A3 e dos
macrofagos estimulados com lipopolissacarideo (LPS). Na avaliacdo de 12 horas de infeccao,
todas diminuiram significativamente a producéo de NO, com excecdo do isolado do animal Al,
gue se manteve com a producdo em quantidades maiores que as demais. Conclusdes: Assim
podemos concluir que a capacidade de infeccdo das cepas de cées naturalmente infectados néo
foi diferente da cepa referéncia e que as cepas mesmo induzindo uma producdo de NO em
quantidades diferentes nos tempos avaliados, observou-se um destaque para 0 cao
assintomatico.

Palavras-chave: Macréfagos; Infeccdo; Leishmaniose; Resposta Imunolégica.

™ Correspondéncia: A.K.F. Brito. Laboratério de Imunologia Veterinéria - LIV, Universidade Federal do Piau,
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INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas, causadas por protozoarios flagelados
pertencentes ao género Leishmania. Esse complexo grupo apresenta alta morbidade e
mortalidade em paises tropicais e subtropicais, concentrando-se no Sudeste Asiatico, Africa
Oriental e América Latina. E considerada a terceira doenca, causada por parasitos, mais
prevalente em todo o mundo e um grave problema de satde publica (Dagnino et al., 2015;
Marinho et al., 2017).

O ciclo bioldgico da Leishmania spp. envolve duas formas principais: a promastigota e
amastigota. Tendo inicio no intestino médio dos flebotomineos fémeas, onde as amastigotas se
transformam em promastigotas, multiplicam-se e migram para a proboscide. Os insetos vetores
infectados regurgitam promastigotas metaciclicas na pele do hospedeiro durante o repasto
sanguineo. Apl6s a entrada no hospedeiro, as promastigotas escapam dos mecanismos
extracelulares de defesa e invadem as células alvo, modificando o ambiente intracelular e
estabelecendo a infeccdo (Alvar et al., 2012; Vermelho et al., 2017; Sunter e Gull, 2017; Burza,
Croft e Boelaert, 2018).

Os protozodarios deste género apresentam uma grande diversidade e variabilidade de
espécies, sendo a Leishmania infantum, uma das principais causadoras de leishmaniose no
Brasil (Vasconcelos et al., 2018). Essa espécie € a principal causadora da Leishmaniose
Visceral (LV), que pode acometer animais e seres humanos (Cardoso et al., 2014).

A regido Nordeste do Brasil enfrenta uma alta incidéncia de casos da doenca, 0 que
destaca a urgéncia de pesquisas voltadas para compreender os mecanismos de infeccédo e,
consequentemente, desenvolver estratégias mais eficazes de controle. Nos dados sobre as
leishmanioses no Brasil, o estado do Piaui e com foco para sua capital Teresina sdo
consideradas como areas endémicas para LV. De acordo com o Ministério da Satude/SVSA -
Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo - Sinan Net, foram confirmados mais de 700
casos de LV em humanos, entre os anos de 2018-2022 (Batista et al., 2021).

A interacdo entre o parasito e as células do sistema imunoldgico do hospedeiro é um
mecanismo decisivo para o desenvolvimento de uma doenga. Na leishmaniose 0s macrofagos
sdo uma das células-alvo mais importantes, pois desempenhando um papel fundamental para o
controle dos sintomas ou para a progressao da infeccdo. Entretanto, a Leishmania spp. possuli
mecanismos proprios para escapar da resposta imune do hospedeiro (Mas et al., 2022).

Em seus mecanismos de evasdo da resposta imunoldgica, estes parasitos possuem
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moléculas fortemente imunogénicas, com capacidade de induzir o sistema imunitario do
hospedeiro a desenvolver uma resposta ineficaz. As pesquisas demonstraram que ocorre a
inibicdo da sintese de 6xido nitrico (NO) nos macrofagos e que o parasito tem a habilidade de
resistir ao pH acido das células onde se desenvolve, multiplicando-se dentro do fagolisossoma.
Estes Gltimos, ao serem infectados por Leishmania spp., sdo menos eficientes na produgéo de
citocinas e/ou estimulagio das outras células efetoras. A medida que o parasito se diferencia, o
macrofago perde a capacidade de ser uma célula apresentadora de antigeno (Cabrita, Campino
e Maia, 2011).

Teresina € uma cidade considerada endémica para esta doenca e por isso se faz
relevante, dada a sua posicdo estratégica no contexto epidemiolégico das Leishmanioses na
regido nordeste do Brasil. A proposta de analise comparativa da capacidade infectante e do
perfil de resposta macrofagica destes protozoarios busca contribuir com os estudos sobre 0s
mecanismos de interacdo do parasito com as células do sistema imune, da evasdo da resposta

imunolégica e da adaptacdo aos diferentes tipos de hospedeiros.

METODOS

Cultivo dos parasitos e macréfagos DH82

As amostras utilizadas foram obtidas no banco de amostra do grupo de pesquisa do
Laboratorio de Imunologia Veterinaria, Laboratorio de Doencas Parasitarias dos Animais
Domeésticos e pelo Laboratério Antileishmania, da UFPI. Foram utilizadas trés cepas isoladas
de cées oriundos da cidade de Teresina-Pl, naturalmente infectados, sendo Al um céo
assintomatico, atendido para realizacdo de cirurgia eletiva e apresentando trombocitopenia e
assim tendo passado por teste rapido, soroldgicos e parasitolégico em lamina com resultados
negativos e as amostras A2 e A3 de cdes com linfonodos aumentados e parasitoldgico positivo,
e uma amostra de Leishmania infantum MHOM/5745, utilizada como cepa referéncia.

As cepas foram semeadas em garrafa de cultivo celular de 25 cm? contendo meio
Schneider’s (Meio de Schneider’s para insetos - Thermo Fisher Scientific) suplementado com
20% de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen-Gibco®) inativado e 500 pL de antibidticos
(Penicilina 10.000 U/mL e Estreptomicina 10.000 pg/mL - Gibco ®), incubadas em estufa BOD
a 24°C por trés semanas até que atingissem a quantidade de 5x10° parasitos/mL. Os macr6fagos
DH82 foram cultivados em garrafa de cultivo celular de 25 cm? com Meio de Eagle modificado
de Dulbecco-DMEM glutamax (Invitrogen-Gibco®) suplementado com 15% de SFB ativado,
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1% de solucdo de aminoécidos ndo essenciais (NEA, 100x- Gibco®), 2% de glutamina (L-
Glutamine 200 mM- Gibco®), 1% de antibidticos (Penicilina 10.000 U/mL e Estreptomicina
10.000 ug/mL) por 6 dias. Apos este periodo, os macréfagos passaram por um processo de
tripsinizacdo, foram distribuidos em placa de 24 pogos na concentracio de 5 x 10° macrofagos
por poco contendo laminulas de vidro de 13 mm estéreis e incubados a 37°C com 5% de CO»
por 5 e 12 horas.

Infeccdo de Macrofagos

Os macrofagos DH82 foram infectados com as cepas de Leishmania spp., isoladas de
caes naturalmente infectados e com a cepa referéncia de L. infantum MHOM)/5745. Para tanto,
os parasitos foram centrifugados com solucdo salina estéril a 800 rpm por 10 minutos a 4°C
para a precipitacdo dos parasitos mortos. Apos este procedimento, o sobrenadante foi coletado,
centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C e o sedimento ressuspendido em 1 mL de meio
DMEM suplementado com 10% SFB inativado, 1% de NEAA, 2% de glutamina e 1% de
antibioticos. Apo6s isso, 0s parasitos foram contados em camara de Neubauer e a concentracao
foi ajustada para 5 x 108 parasitos/mL. Os macrofagos cultivados foram infectados com formas
promastigotas em uma proporc¢do de 10:1 (parasitos:macréfago). As co-culturas foram feitas
em duplicatas e incubadas por 5 e 12 horas a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO>. Finalizados
os tempos de incubacgéo, os sobrenadantes foram coletados e armazenados a -20°C para a
dosagem de 6xido nitrico (NO) e as laminulas contendo os macrofagos infectados foram
lavadas com solucdo salina estéril para remocao dos parasitos ndo internalizados.

As laminulas entdo foram coladas em Iaminas, identificadas e coradas com Giemsa
(Solucio Modificada de Coloragdo Giemsa - 1.000 mL — Sigma®). Foram feitas as contagens
de 100 células de forma randémica e foi calculada a intensidade de infeccdo pela média de
macrofagos infectados (MMI) contando o numero de amastigotas internalizadas em cada um
dos macrofagos infectados. Foi calculada também, a percentual de infeccdo (%I) que foi
determinada pelo numero de macrofagos infectados divido pelo nimero total de células e
multiplicado por 100. E por fim, foi calculado o indice de associagdo ou infeccdo (1A), que foi
obtido pela multiplicacdo da média do niumero de macrofagos infectados (MMI) pela média do

numero de amastigotas por macrofago (MAM).

Dosagem de NO
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O ensaio foi realizado utilizando o método de Griess descrito por Maksouri et al.,
(2017). Resumidamente, 50 uL dos sobrenadantes foram distribuidos em placas de 96 pocos
em triplicada e adicionado 50 pL de reagente de Griess (sulfanilamida 1% em HzPO4 10% [v:V]
diluido em agua Milli-Q, adicionada partes iguais de naftilenodiamina 0,1% diluido em agua
Milli-Q). A concentracdo de NO foi calculada a partir de uma curva padrdo gerada com NaNO-
variando de 0 a 160 pM. Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados
representam a média de 6 experimentos independentes. A placa foi incubada em temperatura
ambiente por 10 minutos e procedidas as leituras da densidade O6ptica (OD), em

espectrofotometro (BioTek-modelo ELx800), em um comprimento de onda de 570 nm.

Anélise estatistica da Infeccdo de macrofagos e Dosagem de NO

As andlises das medidas de intensidade de associacdo (1A), percentual de infeccdo (%l)
e dosagem de NO foram realizadas em software estatistico. Os experimentos foram realizados
em duplicata para cada cepa (em IA e %]l) e em triplicata para a dosagem de NO. Para curva
padrdo os dados de absorbancia foram submetidos a uma andlise de regressao linear para avaliar

a relagdo entre a variavel independente (x) e a variavel dependente (y). A regressdo linear foi

conduzida utilizando o método dos minimos quadrados, sendo calculado o coeficiente de
determinacéo R?.

Os dados foram submetidos a testes de normalidade para avaliar a distribuicéo,
utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Em casos de dados com distribui¢cdo normal, procedeu-se
analise de variancia por One-Way ANOVA seguido de teste post-hoc de Dunett, para
comparacdo de médias. Em caso de constatacdo de dados que ndo apresentavam uma
distribuicdo normal, procedeu-se a analise ndo paramétrica, por meio do teste de Kruskal-
Wallis, seguido pelo teste post-hoc de Dunn para avaliar possiveis diferencas entre as cepas. O

nivel de significancia adotado para todas as analises foi de 5% de probabilidade (p < 0,05).

RESULTADOS

A capacidade infectante das cepas foi avaliada em um Unico tempo de 12 horas, levando
em consideragdo os valores de média de macrdfagos infectados (MMI) com pelo menos uma
cepa a partir da contagem de 100 celulas, a média de amastigotas por células (MAM),
taxa/porcentagem de infeccgdo (%l) e pelo indice de associagdo (1A).

Na figura 1 podemos observar os resultados referentes a intensidade de infeccdo e
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percentual de infecgdo. Na cepa isolada do animal A3, o percentual de infeccdo das células
DH82 foi de 91%, superior as das demais amostras que variaram de 85,5% a 86,5%. Os
resultados referentes as medias de amastigotas por macrdfagos das cepas dos animais A2, Al
e A3 foram de 3,94, 3,83 e 3,69 respectivamente, enquanto a média da cepa de referéncia foi
de 3,56. Com relagdo aos resultados dos indices de associagdo, as cepas dos animais A2 e A3
obtiveram valores de 337,29 e 336,24, que foram superiores a do animal Al (327,89) e da cepa
de referéncia L. infantum (308,37). Ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os resultados de percentual e intensidade de infeccdo, quanto aos indices de
associacao, também ndo foram observados diferencas estatisticas, porém as diferencas
numéricas entre as cepas de cdes naturalmente infectados e da cepa referéncia foram

consideraveis.
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Figura 01. As células DH82 foram infectadas com cepas de animais naturalmente
infectados e com uma cepa referéncia de Leishmania infantum MHOM/5745, em uma
proporcdo de 10:1 parasitos:células por 12 horas. A intensidade de infecgdo (A) e a
porcentagem de células infectadas (B) foram determinados 12 horas pés-infeccéo.
Dados (média £ DP) de quatro experimentos independentes sdo mostrados. A andlise
estatistica foi realizada com os testes Kruskal-Wallis e Dunn's, para comparagdo de
médias (p < 0,05).
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Na figura 02 podemos observar macréfagos caninos DH82 infectados com os isolados

utilizados neste estudo, é possivel observar as duas formas distintas do parasito, com

amastigotas infectando o macrofago e promastigotas que circundam a célula.

Figura 02. Macrofagos DH82 infectados com formas
amastigotas de cepas isoladas de cdes naturalmente
infectados, em micréscopio de luz, com objetiva de 100x.

Na avaliacdo da producdo de Oxido nitrico (NO) foram testados dois tempos, 5 e 12

horas. Nas infeccdes de 5 horas, a cepa isolada do animal Al e a cepa referéncia produziram

quantidades significativamente maiores de NO em comparacdo com as cepas isoladas dos

animais A2 e A3 e dos macrofagos estimulados com LPS. Na avaliagdo de 12 horas de infecgéo,

todas diminuiram significativamente a producdo de NO, com exce¢do do isolado Al, que se

manteve com a producdo em quantidades maiores que as demais cepas (Figura 3).
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Figura 03. Os sobrenadantes do cultivo de macréfagos com as cepas e lipopolissacarideo (LPS),
foram coletados em 05 e 12 horas apds infeccdo. Os experimentos foram realizados em
triplicata e os resultados representam a média de cinco experimentos independentes. A anélise
estatistica foi realizada com One-Way ANOVA seguido de teste post-hoc de Dunett, para
comparacio de médias Os asteriscos (*) indicam diferencas estatisticamente significativas (*p Orrer do

<0,05).
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tempo, a cepa do animal Al ap6s 12 horas de infeccdo, manteve uma producdo de NO
significativamente alta, em relacdo as outras cepas e aos macréfagos estimulados com LPS
(Figura 4).
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Figura 04. A andlise estatistica foi realizada com One-Way ANOVA seguido de teste post-
hoc de Dunett, para comparagdo de médias. Os asteriscos (*) indicam diferengas

estatisticamente significativas (*p < 0,05).

DISCUSSAO

Mas et al. (2020), estudando a capacidade de infeccdo de uma amostra isolada a partir

de um surto de leishmaniose humana em Madrid no ano de 2016 e uma cepa referéncia de L.
infantum BCN150, relataram a ocorréncia de altera¢fes na interacdo parasito-hospedeiro e no
perfil de viruléncia, os autores investigaram a capacidade de infeccdo dessas cepas em
macrofagos isolados de células monucleares de sangue periférico de cdo e a cepa referéncia
apresentou infectividade significativamente superior. Os mesmos autores, em estudos
posteriores, utilizando o mesmo isolado de L. infantum e a mesma cepa referéncia, agora
utilizando macrdfagos de linhagem DH82, verificaram que a cepa referéncia também exibiu
capacidade de infecgéo superior, quando comparado com a estirpe selvagem (Mas et al., 2022).
Nadaes et al. (2020) em pesquisas sobre a interacdo da L. infantum com macré6fagos
caninos DH82 e murinos RAW264.7, buscaram avaliar se as cepas das diferentes espécies de
Leishmania spp. e 0os macrofagos caninos DH82 poderiam ser considerados um modelo preciso
para o estudo da interacdo com Leishmania spp. Os resultados demonstraram um indice de
sobrevivéncia da L. infantum em macr6fagos caninos DH82 trés vezes maior do que nas células
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murinas em dois tempos avaliados de 24 e 48h pos-infeccao.

Ao avaliarmos a capacidade infectante das cepas isoladas de cdes naturalmente
infectados e da cepa referéncia de L. infantum utilizadas em nosso estudo as amostras ndo
demonstraram diferencas significativas em seus resultados, demonstrando que macrofagos da
linhagem DH82 caracterizam-se como um bom modelo para estudar a interacdo leishmania-
hospedeiro e que as cepas isoladas de cées naturalmente infectados tém a capacidade de infectar
estas células e estatisticamente ndo possuem uma infectividade maior que a cepa referéncia
como podemos observar nos graficos da figura 01(A) e (B), sendo necéssarios mais testes para
avaliar se mesmo nédo possuindo uma infectividade diferentes, as cepas selvagens isoladas na
cidade de Teresina poderiam expressar algum gene que a difere de outras cepas isoladas em
outras localidades.

A producéo de oxido nitrico (NO) pela NO sintase induzivel (iNOS) é um mecanismo
chave de defesa contra patdgenos intracelulares como espécies de Leishmania (Olekhnovitch e
Bousso, 2015). O NO tém acdo toxica sobre a forma amastigota do parasito. Como 0s
amastigotas sdo o0 estdgio responsavel pela disseminacdo e manutencdo da doenca no
hospedeiro, uma das respostas leishmanicidas bastante eficiente € a mediada pelo NO (Souza,
2004). A partir do comparativo dos resultados encontrados, observamos que a cepa do animal
Al, apesar de na avaliagdo da sua capacidade infectante ndo ter apresentando uma diferenca
estatistica significativa das outras cepas avaliadas, demonstrou um perfil de resposta
macrofagica maior que das outras cepas.

Em pesquisa com linfécitos T CD4* e CD8, de cées infectados com L. infantum, com
diferentes status clinico (saudaveis, sintomaticos e assintomaticos), Vieira et al. (2022)
avaliaram a capacidade destas células de ativar macrofagos para aumentar a atividade
leishmanicida em um experimento in vitro de cocultura. Os macrofagos co-cultivados com
linfocitos foram testados quanto a capacidade de controlar o parasitismo celular e sua funcéo
microbicida através de producdo de NO e espécies reativas de oxigénio. O aumento de NO
ocorreu independentemente de quais subconjuntos de linfocitos T estavam presentes no sistema
de cocultura. Estas observagdes indicaram que os macrofagos de animais assintomaticos
poderiam ter um estado de ativacdo mais robusto contra Leishmania spp. Podemos levantar
hipoteses para o caso do animal Al, que foi diagnosticado com a leishmaniose, mas néo
apresentava sintomatologia clinica, diferentemente dos outros dois cées, o que poderia justificar

a elevada producdo de 6xido nitrico nos tempos avaliados.
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A infeccdo por parasitos pertencentes ao género Leishmania depende da eficacia da
resposta imune do hospedeiro para controlar e eliminar o protozoario. O processo co-evolutivo
permitiu que espécies de Leishmania se adaptassem e sobrevivessem na linhagem de células
mieloides. Embora a expressao de NO possa ser um marcador importante de efeito
leishmanicida, muitos estudos relatam que ha cepas de parasitos que “escapam” a este
processo. As cepas humanas e caninas de L. infantum e L. braziliensis séo resistentes ao NO
liberado por doador exdgeno, o que esta associado ao agravamento clinico da leishmaniose
humana e canina (Santos et al., 2012; Gupta et al., 2022).

Os resultados desta pesquisa demonstram que as cepas isoladas de animais naturalmente
infectados da cidade de Teresina, apresentaram uma capacidade infectante igual a cepa
referéncia, porém com diferentes respostas quanto a producdo de NO, podendo ser explicado

pelo estado clinico dos animais naturalmente infectados.

CONCLUSAO

Assim podemos concluir que as macrofagos da linhagem DH82 caracterizam-se como
um bom modelo para o estudo da interacdo leishmania-hospedeiro, as cepas isoladas de cdes
naturalmente infectados tem a capacidade de infectar estas células e estatisticamente nédo
possuem uma capacidade infectante maior que a cepa referéncia. Com em relacdo a producéo
de 6xido nitrico em quantidades diferentes, pode ter ocorrido pelo mecanismo da cepa no intuito
de evadir-se da resposta imunoldgica ja condicionada com uma producao maior desse reativo,
pois a resposta dos macro6fagos de animais assintomaticos pode ter um estado de ativacdo mais

robusto contra Leishmania spp.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo da andlise comparativa da capacidade infectante e do perfil de resposta
macrofagica destes protozoarios apresenta-se como mais uma contribuicdo para o
enfrentamento da problematica de satde publica das Leishmanioses na cidade de Teresina-Pl,
pois traz um olhar sobre os mecanismos de interacdo do parasito com as células do sistema
imune, da evasdo da resposta imunoldgica e da adaptacao aos diferentes tipos de hospedeiros.

Por fim, em tempos atuais de descredibilizacdo da ciéncia, esta modesta pesquisa
reiterou a relevancia da compreensao sobre a interacdo entre o parasito e as células hospedeiras,
fornecendo também insights sobre a variabilidade da capacidade infectante das diferentes

espécies de Leishmania spp., que circulam na nossa regiao.
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