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RESUMO

Leishmanioses sdo um conjunto de parasitoses causadas por protozoarios do
género Leishmania. As manifestacdes clinicas irdo variar de acordo com a espécie
de Leishmania e a resposta imune do hospedeiro. Dentre os possiveis quadros
clinicos de leishmanioses, de acordo com a sintomatologia, destacam-se trés:
leishmaniose visceral, cutdnea e mucosa. Os macréfagos sao as células-chave no
prognéstico da infeccéo por leishméania. Macrofagos M1 estimulam a resposta Thl e
estdo associados a atividade leishmanicida; ja os macréfagos M2 sdo ativados
principalmente por linfocitos Th2 e estdo associados ao crescimento e sobrevivéncia
dos parasitos. O subtipo M2b regula a resposta imune e a reacao inflamatéria contra
parasitos intracelulares e esta relacionado a resposta humoral. O presente trabalho
avaliou a suscetibilidade das diferentes espécies de Leishmania: Leishmania (V.)
braziliensis, Leishmania (L.) major, Leishmania (L.) infantum e Leishmania (L.)
amazonensis em infeccdes in vitro, utilizando macrofagos de camundongos BALB/c
e C57BL/6. Os macréfagos murinos foram cultivados e infectados com
promastigotas das diferentes espécies de Leishmania, opsonizadas ou ndao com
anticorpo anti-leishmania. A infec¢do foi avaliada pelo método de recuperacdo de
promastigotas nos pontos: 3H, 24H. 72H e 120H. Observamos que macrofagos de
C57BL/6 sao resistentes a infeccdo por L. (V.) braziliensis e L. (L) amazonensis.
Camundongos BALB/c apresentam suscetibilidade a L. (L) infantum. Tanto C57BL/6
e BALB/c infectados com parasitos L. (L.) major apresentam suscetibilidade ao
parasito. Tanto nas infec¢cdes com L. major quanto com L. infatum, observou-se que
a associacdo com anticorpos estd mais relacionada a reproducdo dos parasitos e
sobrevivéncia dentro dos macréfagos do que a morte dos parasitos. Concluimos
entdo, que a opsonizacdo com anti-leishmania pode modular o macréfago para um
perfil caracteristico de M2b, favorecendo a infeccéo.

Palavras-chave: Leishmania, opsonizacdo, macrofagos, amastigotas



20

ABSTRACT

Leishmaniasis are a set of parasitic diseases caused by a protozoa of the
Leishmania genus. Clinical manifestations vary according to the Leishmania species
and host immune response. Among of the possible clinical manifestation of
leishmaniasis, according to the symptomatology, three stand out: visceral, cutaneous
and mucosal leishmaniasis. Macrophages are key cells in the prognosis of
Leishmania infection. M1 macrophages stimulate the Thl response are associated
with leishmanicidal activity; the M2 macrophages are activated mainly by Th2
lymphocytes are associated with the growth and survival of the parasites. The M2b
subtype regulates the immune response and the inflammatory reaction against
intracellular parasites and is related to the humoral response. The present work
evaluated the susceptibility of different species of Leishmania: Leishmania (V.)
braziliensis, Leishmania (L.) major, Leishmania (L.) infantum and Leishmania (L.)
amazonensis to in vitro infections, using macrophages from BALB/c and C57BL/6.
Murine macrophages were cultured and infected with promastigotes from different
Leishmania species, opsonized or not with anti-leishmania antibody. The infection
was evaluated by the promastigotes retrieval method at the points: 3 h, 24 h, 72h and
120h. We found that C57BL/6 macrophages are resistant to infection by L. (V.)
braziliensis and L. (L) amazonensis. BALB/c mice show susceptibility to L. (L)
infantum. Both C57BL/6 and BALB/c infected with L. (L.) major parasites show
susceptibility to the parasite. Both in infections with L. major and L. infatum, it was
observed that the association with antibodies is more related to the reproduction of
the parasites and survival inside the macrophages than to the killing of parasites We
therefore conclude that opsonization with anti-leishmania can modulate the

macrophage to a characteristic M2b profile, favoring infection.

Keywords: Leishmania, opsonization, macrophages, amastigotes
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1.1 NTRODUGAO

1.1 Leishmanioses
1.1.1 Definicéo

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas causadas pelo protozoario
Leishmania sp., um parasito intracelular obrigatério, que é transmitido ao homem,
naturalmente, por insetos flebotomineos fémeas durante repasto sanguineo. Os
vetores sao, normalmente, integrantes dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia
(TORRES-GUERRERO et al., 2017). Em raros casos, além da forma natural, as
leishmanias também podem ser transmitidas através do compartilhamento de
seringas contaminadas, por transfusdes de sangue, por infeccbes venéreas e de
forma congénita (ELMAHALLAWY et al., 2014).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2023), a
leishmaniose esta entre as sete doencas tropicais negligenciadas mais importantes
e trata-se de um grave problema de saude global apresentando um amplo espectro
de manifestagdes clinicas, podendo ser fatal (ANDRADE-NARVAEZ, 2001;
REITHINGER, 2007). Em 2021, dos 200 paises e territérios que associados a OMS,
99 (49%) foram considerados endémicos e 6 tinham casos previamente notificados
de leishmaniose (OMS, 2023).

O desenvolvimento da infeccdo e as manifestacBes clinicas da doenca
dependem da interacdo entre as caracteristicas de viruléncia da espécie de
Leishmania envolvida e das respostas imunes de seus hospedeiros. Com isso, ha
um espectro de sintomas que vai desde lesdes cutaneas localizadas a lesdes
difusas no tecido (OMS, 2023).

De acordo com a sintomatologia observada em humanos, as leishmanioses
podem ser divididas em pelo menos trés principais sindromes clinicas: leishmaniose
visceral (LV), leishmaniose cutanea (LC) e leishmaniose mucocutanea (LMC)
(PEARSON; DE QUEIROZ SOUSA, 1996). Dentre as leishmanioses, a LV destaca-

se como a forma mais fatal, enquanto a LC € a forma mais comum.

Ao serem inoculados nos hospedeiros, os parasitos infectam macrofagos

residentes na pele e multiplicam-se. Quando a célula hospedeira esta cheia de
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parasitas, ela se rompe e as amastigotas liberadas infectam os macréfagos vizinhos.
Esse tipo de infeccdo dara origem a leishmanioses cutaneas. Por outro lado, quando
as amastigotas liberadas alcancam a circulacdo sanguinea e infectam as células do
sistema fagocitario mononuclear do figado, baco, medula éssea, linfonodos e
intestino, ha o desenvolvimento da LV (STEVERDING, 2017).

As leishmanioses cutaneas podem ainda ser subdivididas em: leishmaniose
cutanea localizada, leishmaniose disseminada, leishmaniose mucocutanea e a
leishmaniose cutanea anérgica difusa (PASTORINO et al.,, 2002; SILVEIRA;
LAINSON; CORBETT, 2004).

A leishmaniose cutanea localizada é a forma mais comum de leishmaniose
cutdnea e caracteriza-se por lesbes na pele préximas ao local da picada do vetor,
principalmente Ulceras, que deixam cicatrizes na pele ao longo da vida (OMS, 2023).
No geral, este quadro clinico evolui com um prognéstico benigno, entretanto, as
cicatrizes podem causar deformacdes em regifes expostas do corpo dos individuos,

provocando constrangimento social (KUBBA et al., 1987).

Em alguns casos, o parasito pode se espalhar pelas vias linfatica e sanguinea
para diferentes regides da pele, como face, térax e membros superiores, onde o
parasito se reproduz amplamente e causa leishmaniose disseminada (VELEZ et al.,
2015)

A leishmaniose mucocutdnea € caracterizada por lesbes nas camadas
mucosas, como nariz, boca e garganta, provocando nessas regides, destruicao
parcial ou total (LEITE et al., 2015). J& na leishmaniose cutanea anérgica, ocorrem
lesbes caracterizadas por infiltracbes de amastigotas que podem se espalhar pelo
corpo. Pode configurar-se uma forte imunossupressédo celular, causando um
prognéstico maligno e impedindo o controle da infeccdo (MACHADO; PRATES;
MACHADO, 2019).

A leishmaniose visceral, também chamada de calazar, € a forma mais grave
da doencga e, se néo tratada, é fatal em mais de 95% dos casos. Caracteriza-se por
crises irregulares de febre, perda de peso, aumento do baco e do figado e anemia
(OMS, 2023). A leishmaniose dérmica pos-calazar (PKDL) é uma complicacdo da
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LV, caracterizada por uma erup¢cdo macular, maculopapular ou nodular na face,
tronco ou outra parte do corpo (ELMAHALLAWY et al., 2014).

O diagnéstico de leishmaniose visceral é feito por meio da combinagédo de
sintomas clinicos com testes parasitologicos ou sorologicos. Ja na leishmaniose
cutdnea e mucocutanea os testes soroldgicos tém valor limitado e a manifestacéo

clinica com exames parasitolégicos € o que confirma o diagndstico (OMS, 2023).

Atualmente, as opc¢des disponiveis de tratamento para a leishmaniose
enfrentam vérias limitaces, incluindo efeitos adversos, alto custo, baixa eficacia e
necessidade de multiplas reaplicacdes; além da resisténcia adquirida pelo paciente
aos medicamentos. Mais recentemente, devido a uma compreensao mais profunda
da patogénese da doenca, novas terapias vém surgido, como a imunoterapia e
imunoquimioterapia. Outro caminho que vem sendo explorado € o0 uso de varios

alvos terapéuticos nas vias metabdlicas das leishméanias (PRADHAN et al., 2021).

No Brasil, o tratamento de primeira linha utilizado para todas as formas de
leishmaniose, é feito por meio do medicamento antimoniato de meglumina
(Glucantime). Também s&o utilizadas como alternativa, a anfotericina B e a
pentamidina. Porém, todos esses medicamentos apresentam toxicidade
consideravel (FIOCRUZ, 2023).

1.1.2 Agente etioldgico - Leishmaéania

As leishmanias sao protozoarios flagelados do género Leishmania e foram
descritas pela primeira vez no ano de 1900, por um patologista escocés chamado
William Boog Leishman. Ao observar um bago de um soldado morto, Leishman
encontrou pequenos corpos com duas cromatinas regularmente padronizadas. Hoje,
reconhecemos tais cromatinas como o nucleo e o cinetoplasto dos parasitos. No ano
de 1903, o médico Ronald Ross, ao investigar o calazar na india, descreveu e
reconheceu a primeira espécie de leishmania, a Leishmania donovani (ROSS 1903a;
b). Desde entdo, varias outras espécies do género Leishmania foram relatadas.
Atualmente, encontram-se descritas 53 espécies de leishmanias, entretanto, apenas
20 séo capazes de infectar e causar leishmaniose em humanos (SASIDHARAN;
SAUDAGAR, 2021).
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Os agentes etiologicos das leishmanioses estdo inseridos no Reino Protista,
familia Trypanosomatidae, subfamilia Leishmaniinae e género Leishmania
(AKHOUNDI et al., 2016). Ha ainda, classificacdo em dois subgéneros Viannia ou
Leishmania, de acordo com as areas anatdbmicas nas quais 0s parasitos se
desenvolvem no intestino do vetor. As espécies que se desenvolvem no intestino
anterior e médio pertencem ao subgénero Leishmania, enquanto as que se
desenvolvem no intestino anterior, médio e grosso do vetor, sdo classificados como
subgénero Viannia (LAINSON; SHAW, 1987).

Os parasitos do género Leishmania sdo heteroxenos, ou seja, capazes de
colonizar mais de um hospedeiro durante o seu ciclo de vida. Eles vivem nos
fagdcitos do sistema imunitario de mamiferos e no trato intestinal de flebotomineos
(AKHOUNDI et al., 2016). Durante o ciclo de vida do parasito, destacam-se duas
morfologias bem caracteristicas, dependendo do hospedeiro no qual se encontra. No
hospedeiro invertebrado, encontra-se na forma de promastigota, caracterizando-se
por um longo flagelo em uma extremidade do corpo, com ndcleo central e
cinetoplasto terminal (Figura 1A). Quando encontrados no interior das células
mononucleares do hospedeiro vertebrado, tém sua morfologia alterada e passa a
apresentar um flagelo rudimentar, arredondado com nucleo evidente e cinetoplasto

proximo ao nucleo, denominada amastigota (PAHO, 2019) (Figura 1B).
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Figura 1: Aspectos morfoldgicos dos parasitos de Leishmania spp.

(A) formas promastigotas, (B) formas amastigotas. Microscopia Optica. Disponivel em:
http://www.cpqrr.fiocruz.br/texto-completo/T_107.pdf
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A forma promastigota é revestida por um glicocélice espesso composto de

proteinas ancoradas em glicosilfosfatidilinositol (GPI), o fosfoglicano ancorado em
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GPlI, lipofosfoglicano (LPG) e uma familia de glicolipidios GPI livres denominados
glicoinositolfosfolipidios (GIPLs) (NADERER et al ., 2004).

Uma Unica espécie de leishmania pode gerar mais de um tipo de
leishmaniose e cada tipo de leishmaniose pode ser causada por mais de uma
espécie do género Leishmania (PEARSON; DE QUEIROZ SOUSA, 1996). Porém, a
leishmaniose visceral costuma ser provocada principalmente por parasitos das
espécies Leishmania (L.) donovani e Leishmania (L.) infantum. Ja a leishmaniose
cutanea pode ser provocada por um grande numero de espécies, como: Leishmania
(L.) major, Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (L.) amazonenses, Leishmania
(V.) panamensis, Leishmania (V.) guyanensis e Leishmania (L.) mexicana
(REITHINGER et al., 2007).

Os parasitos do género Leishmania possuem uma distribuicdo global,
encontrando-se em &reas tropicais e subtropicais, incluindo América do Norte,
Central e do Sul, além da bacia do Mediterraneo, sudeste da Europa, Oriente Médio,
centro e sudeste da Asia, subcontinente indiano, Africa e relatérios recentes também
demonstram sua presenca na Australia. No América Latina, a Leishmania (V.)
braziliensis € a espécie de maior ocorréncia (PEARSON; DE QUEIROZ SOUSA,
1996). Enquanto na Eurasia e na Africa, a espécie de maior prevaléncia é a
Leishmania (L.) major (PRATLONG et al., 2009).

1.1.3 - Ciclo de vida

O ciclo de vida das espécies do género Leishmania inicia-se com a picada de
um flebotomineo, que transfere as promastigotas metaciclicas, estagio infeccioso,
juntamente com sua saliva para o hospedeiro (Figura 2, item 1). Ao serem
inoculadas, as promastigotas aderem a membrana plasmatica dos fagdcitos locais,
principalmente macrofagos residentes e neutrdéfilos, e desencadeiam o processo de
fagocitose (Figura 2, item 2) (LODGE; DESCOTEAUX 2008). Dentro do vacuolo
parasitéforo, as promastigotas diferenciam-se em amastigotas, as quais se
proliferam até romperem os macrofagos e serem liberadas (Figura 2, item 3 e 4). As
amastigotas liberadas iniciam cadeias de infec¢des adicionais, levando ao

desenvolvimento de leishmanioses (CDC, 2020).
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Quando realizam um novo repasto sanguineo em um individuo infectado, os
flebotomineos ingerem macroéfagos infectados por amastigotas (Figura , item 5 e 6).
Dentro do vetor, as amastigotas (Figura 1B) transformam-se em promastigotas
(Figura 1 A) e passam por um processo chamado metaciclogénese. Durante esse
processo ocorrem tanto alteragbes morfoldégicas quanto bioquimicas, como, por
exemplo, sintese de moléculas de LPG e a glicoproteina gp63 (Figura 2, item 7). Ao
todo sdo descritas pelo menos cinco formas durante a metaciclogénese:
promastigotas prociclicas, nectomonas, haptomonas, paramastigotas e, finalmente,
promastigotas metaciclicas, que migram para a proboéscide do flebotomineo (Figura
2, item 8) (MUSKUS & MARIN, 2002).

no flebotomineo no ser humano
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Figura 2: Representag¢do esquematica do ciclo de vida de Leishmania spp.

1. Durante o repasto sanguineo do flebotomineo sdo inoculadas, juntamente com sua saliva, formas
promastigotas do parasito. 2. As formas promastigotas sdo fagocitadas por macréfagos residentes. 3. No
interior dos macrdéfagos, as promastigotas passam por transformacées, assumindo as formas amastigotas. 4. As
amastigotas multiplicam-se até romperem as células, sendo liberadas e infectando outros macréfagos
préximos e/ou caindo na circulagdo do hospedeiro. 5/6. Ao realizar repasto sanguineo, o flebotomineo ingere
células parasitadas com amastigotas. 7. No intestino médio do vetor, as amastigotas sofrem transformagdes
morfoldgicas e bioquimicas assumindo as formas promastigotas. 8. Apds se multiplicarem por divisdo binaria e
passarem pelo processo de metaciclogénese, transformando-se em promastigotas metaciclicas, os parasitos
migram para a probdscida dos vetores. Fonte: adaptado de CDC.

1.1.4 - Vetor
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Os flebotomineos pertencem a ordem Diptera, subordem Nematocera, familia
Psychodidae e subfamilia Phlebotominae. As leishmanias s&o transmitidas
principalmente por espécies do género Phlebotomus na Europa, Asia e Africa e por
espécies do género Lutzomyia nas Américas. Podem ser encontradas espécies de
flebotomineos em florestas, regides de deserto e algumas sdo peridomésticas,
sendo encontrados em escombros ou perto de casas ou edificios agricolas
(PEARSON; DE QUEIROZ SOUSA, 1996).

Conhecido popularmente como mosquito palha, o vetor possui cerca de 2mm
de comprimento e asas lanceoladas. Apenas flebotomineos fémeas praticam
hematofagia em mamiferos para o desenvolvimento do ovo. Alguns flebotomineos
tém uma ampla gama de hospedeiros, incluindo canideos, roedores, marsupiais e
hyraxes, enquanto outros se alimentam principalmente de humanos. Dessa forma, a
leishmaniose humana pode ter padrdes de transmissdo zoondtica ou antroponética
(STEVERDING, 2017).
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1.2 Resposta Imune a infecgcdo por Leishmania sp.

Como dito anteriormente, ao fazer o repasto sanguineo no hospedeiro, 0
flebotomineo inocula, além do parasito, sua saliva. A saliva inoculada possui
componentes farmacolégicos ativos com propriedades anti-hemostaticas,
quimiotaticas e imunomoduladoras. Essas propriedades tém capacidade de
influenciar diretamente o processo infeccioso, modulando a resposta imune local
(SCORZA et al., 2017). A principio, logo apés a inoculagéo, no local da picada, os
macréfagos residentes fagocitam parte dos parasitos. Em seguida, ocorre uma
infiltracdo de neutrdéfilos rapida e intensa, seguida do aparecimento de mondcitos
gue se diferenciam em macréfagos no tecido (PETERS et al.2008 , HURRELL et al.
2015).

Os neutrdfilos fagocitam de 80-90% dos parasitas e produzem citocinas que
recrutam e ativam outros tipos celulares para regular o desenvolvimento da resposta
imune adaptativa durante infeccdes por leishméanias (PETERS et al.2008). Porém,
embora a participacdo efetiva de neutrofilos na eliminacdo do parasita tenha sido
relatada para Leishmania braziliensis, L. amazonensis e L. donovani, quando
analisados coletivamente, a maioria dos estudos relata a insuficiéncia da acao
leishmanicida dos neutréfilos para controlar a infeccdo e o desenvolvimento da
doenca (TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018).

Depois disso, as leishméanias acabam sendo fagocitadas por macrofagos,
estabelecendo a infec¢éo intracelular. Os macrofagos séo, entdo, as células chave
na progressao da leishmaniose, sendo o sucesso ou fracasso da infecgéo
dependente da interacao entre as espécies de leishmania e o tipo e intensidade da
resposta imune do hospedeiro. Essas células podem ser responsaveis tanto pela
destruicdo de parasitas internalizados, quanto podem fornecer um local seguro para
a reproducao desses parasitos (SCOTT; NOVAIS, 2016).

Os eventos que ocorrem nos locais de infeccdo acabam levando a
apresentacdo do antigeno de leishmania aos linfécitos T para iniciar a resposta
imune adaptativa. E a polarizacdo da resposta imune adaptativa, por meio de dos
sinais iniciais dos tecidos subjacentes ao local de inoculagdo, que orienta o curso da
doenca subsequente (SCORZA et al., 2017).
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O desenvolvimento da leishmaniose depende do desequilibrio de células T
auxiliares, Thl versus Th2. Quando ha prevaléncia da resposta Thl ha uma
tendéncia ao controle parasitario, com prognostico de baixo nimero de parasitas na
corrente sanguinea dos pacientes. Aqueles com uma resposta Th2 possuem altas
cargas parasitarias, pois a neutralizacdo de anticorpos é ineficaz contra o parasita
intracelular (SCORZA et al., 2017). Logo, no caso da leishmaniose cutanea,
hospedeiros cujas respostas Th2 sdo prevalentes, inclinam-se ao desenvolvimento
de uma doenca mais disseminada, o que pode ocasionar leishmaniose visceral e, no

Novo Mundo, resulta em leishmaniose cutanea disseminada (MANN et al., 2021).

Como a leishménia € um protozodario intracelular, o papel do sistema imune
inato e das células T na patogénese da doenca tém sido o foco dos estudos. Porém,
recentemente aspectos importantes relacionados a imunidade humoral foram

levantados durante a infec¢éo por parasitos do género Leishmania.

Durante a resposta imune, 0s anticorpos sao capazes de promover a
neutralizacdo, a opsonizacdo e a ativacdo do sistema complemento (SC). Na
leishmaniose, o sistema complemento poderia ser de grande importancia contra os
parasitos, uma vez que € a primeira barreira enfrentada pela leishméania no
hospedeiro vertebrado. Entretanto, gracas a presenca do LPG e gp63, o parasito
consegue evadir a lise mediada pelo SC (GURUNG e KANNEGANTI, 2015).

Entretanto, a presenca de niveis consideraveis de anticorpos produzidos por
células B, tem sido relacionada a um mau progndstico de leishmanioses, com alta
carga parasitaria (CONDE et al., 2022). J& foi demonstrado que a opsonizacdo de
formas amastigotas de L. major revestidas com IgG, sao internalizadas de forma
mais eficiente por macréfagos murinos, induzindo a producdo de IL-10 (KANE e

MOSSER, 2001), citocina associada a um perfil anti-inflamatério.
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1.3 Modulacao do sistema imunoldgico do hospedeiro por Leishmanias.

A alta prevaléncia das leishmanioses é diretamente influenciada pelo sucesso
do longo processo de coevolucdo hospedeiro-parasita em que 0s parasitos
leishméania tém a capacidade de manipular o sistema imunolégico dos vertebrados a

seu favor, por meio da sintese de moléculas do parasita (FRATERNALE, 2015).

Ainda no hospedeiro invertebrado, o parasito pode formar um tampéo
gelatinoso contendo proteofosfoglicano filamentoso, que tem sido chamado de gel
secretor de promastigota (PSG). O PSG também esta incluida no inéculo do
flebotomineo e modula as respostas imunes locais na pele (SCORZA, 2017)

Ao adentrar no hospedeiro vertebrado, o LPG, presente principalmente no
glicocélice das formas promastigotas, desempenha um papel critico na infeccao de
macrofagos (MCCONVILLE et al., 2007), protegendo as promastigotas de espécies
reativas de oxigénio (ROS) geradas durante a fagocitose (SPATH et al ., 2003).

Além disso, os parasitos sdo capazes de produzir moléculas inibidoras de
serina protease que impedem a liberacdo de elastase dos neutréfilos e dificultam a
ativacdo do receptor do tipo Toll 4 (TLR4) de macréfagos favorecendo a
sobrevivéncia das leishmanias (ESCHENLAUER et al., 2009).
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1.4 Macré6fagos

Como citado no item anterior, o desenvolvimento da leishmaniose esta
associado ao tipo de resposta dos linfécitos T especificos para leishméania (SCORZA
et al., 2017). A producdo de citocinas pro-inflamatorias, ativa os macrofagos
infectados para produzir efetores microbicidas, promovendo o controle de parasitas.
Ja a producdo de moléculas que antagonizam os efeitos dessas citocinas, estdo
associados a um perfil mais permissivo para os parasitos (BARRAL et al., 1995).

Quando estdo em repouso, 0s macrofagos se encontram indiferenciados e
conforme recebem diferentes sinais do microambiente em que essas células se
encontram, elas se tornam ativadas e desenvolvem os fendtipos de macrofagos
funcionalmente distintos. Uma das classificacbes de macrofagos ativados €
classicamente ativados (M1) ou alternativamente ativados (M2), os quais
desenvolvem diferentes desfechos em uma doenga (ARANGO, 2014).

Os macréfagos M1 sdo a primeira linha de defesa contra parasitos
intracelulares e estimulam o desenvolvimento da resposta Thl via secrecdo de IL-12
(WANG et al., 2014). A polarizacdo de macréfagos M1 se da principalmente pela
presenca de lipopolissacarideo (LPS), interferon gama (IFN-y) e/ou fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a). Simultaneamente, a ativacdo de macréfagos M1 é feita pela
subpopulacdo de linfocitos Thl, por meio da producdo de IFN-y e TNF-a e é
essencial para a eliminacdo de patdégenos intracelulares, através do
desencadeamento de uma explosdo oxidativa e producédo de éxido nitrico (SCOTT;
NOVAIS, 2016).

Ja o perfil M2 é ativado principalmente por linfécitos Th2, que produzem as
citocinas IL-4 e IL-13, e é um perfil caracterizado pela biossintese de poliaminas via
ativacdo da enzima arginase (arg) e producdo de ureia e L-ornitina, produtos
benéficos para o crescimento da Leishmania dentro do macrofago. Logo, esse
fendtipo favorece a progressdo da doenca (MUXEL et al.,, 2017). Diferentes
estimulos, como IL-4/IL-13, IL-10, TGF-B, M-CSF, vitamina D3 e imunocomplexos,
estimulam a polarizacdo de macréfagos M2 (SCOTT; NOVAIS, 2016). A relacdo
entre as citocinas produzidas pelas subpopulagbes de linfécitos T e a resposta nos

macrofagos esta resumida na Figura 3.
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Figura 3: Representacédo da polarizagcdo de macréfagos durante infeccdo por Leishmania

Representacdo da polarizacdo de macrofagos contribuindo para diferentes estados patoldgicos
durante a infec¢do por Leishmania. As citocinas inflamatérias tipo 1, IFNy e TNF, podem induzir a
producdo de ROS por macréfagos, inibindo assim a replicacdo de Leishmania dentro do
fagolisossomo. Células T 417 e células T reguladoras estdo aumentadas em lesdes inflamatoérias na
leishmaniose mucocutanea. Citocinas associadas a ativacdo de M1 foram medidas em lesdes
inflamatorias de leishmaniose cutanea localizada (LCL). Em um ambiente regulatério (esquerda), ha
baixos niveis de citocinas tipo 1 com falta de fatores leishmanicidas. Células Th2 ou citocinas
derivadas de macrofagos M2, incluindo citocinas tipo 2, IL-10 e TGFB antagonizam os efeitos de IFNy
e TNF e poliaminas aumentadas podem resultar na proliferacdo de parasitas. ADCL: Leishmaniose
cuténea difusa anérgica; PKDL: leishmaniose dérmica pos-calazar; LCL: Leishmaniose cutanea
localizada; DL: Leishmaniose disseminada; MCL: leishmaniose mucocutanea. Fonte: adaptada de
SCORZA et al., 2017

1.4.1 — Subtipos macréfagos M2

Os macréfagos M2 podem ainda ser subdivididos em quatro subtipos
diferentes de acordo com estimulo de ativacédo e funcédo: M2a, M2b, M2c e M2d. Os
macréfagos M2a sao polarizados pelo fator estimulador de colénias de macréfagos
(M-CSF) e IL-4 ou IL-13. Este subtipo tem como funcdo o recrutamento de
eosindfilos, basofilos e células Th2 e estd associado a reacdes alérgicas, fagocitose
e morte de parasitas, promocao da fibrogénese, reparo tecidual e proliferacao celular
(LU et al., 2013; FRATERNALE, 2015).
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O subtipo M2b é polarizado por imunocomplexos, células apoptéticas ou LPS.
Caracterizam-se por secretam grande quantidade de IL-10 e mediadores
inflamatorios, como TNF-a e IL-6, e expressam INOS (ANDERSON; MOSSER,
2002). Os macrofagos M2b atuam como imunorreguladores e desencadeiam a
resposta Th2 (FRATERNALE, 2015).

O fendtipo M2c resulta do estimulo por IL-10, fator de crescimento
transformador beta (TGF-B) e glicocorticoides (WOLFS, 2011). Este subtipo esta
relacionado a producdo de IL-10 e TGF-B, que irdo atuar na regulagéo negativa de
citocinas pro-inflamatoérias e no recrutamento de eosinofilos e células T virgens. Esta

envolvido na regeneracéo tecidual e angiogénese (FRATERNALE, 2015).

O macrofago M2d esta envolvido na inibicAo da resposta imune e na
promogado da angiogénese. Tem sua polarizagdo induzida por IL-6, ligantes do
receptor do tipo toll (TLR) e agonistas do receptor de adenosina A 2A (WANG et al.,
2010).

1.4.2 Macréfagos M2b em infecgbes por Leishmaniose

Os macréfagos com fendétipo M2b regulam a amplitude e a capacidade da
resposta imune e da reacdo inflamatoria. Esse fenotipo pode promover o
desenvolvimento de tumores e infec¢cdes parasitarias, bacterianas e fungicas ao
diminuir a resposta imune e inflamatéria (MOSSER, 2008). Quando ocorrem
infeccbes parasitarias, o ndmero de macréfagos M2b na cavidade peritoneal

aumenta e a infeccdo tende a persistir (WANG, 2019).

A IL-10 foi relatada por Mosser et al. como o marcador primario de M2b para
distinguir M2b de M1 e M2a (MOSSER, 2008). O LPS associado a imunocomplexos
€ o indutor classico da polarizacdo do macréfago M2b (WANG, 2019). Em um
estudo in vitro com camundongos BALB/c, Kane e colaboradores, mostraram que
IgG associada a superficie de amastigotas ligam-se a macréfagos inflamatorios e

induzem a produgéo de grande quantidade de IL-10 (KANE, 2001).

Pressupbe-se, entdo, que ao utilizarmos Leishmania opsonizada com IgG,

criamos um imunocomplexo, que tendem a polarizar macrofagos MO para
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macréfagos com fendtipo M2b, favorecendo a infeccéo e a proliferacdo de parasitos

durante infec¢des in vitro.
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2. JUSTIFICATIVA

As leishmanioses sdo um grupo de doencas tropicais e subtropicais
negligenciadas de extensa distribuicdo pelo mundo. S&o relatadas em todos os
continentes, com excecdo da Oceania. O nordeste da Africa, o sul da Europa, o
Oriente Médio, sudeste do México e Américas Central e do Sul, sdo areas
endémicas de leishmanioses (TORRES-GUERRERO et al., 2017).

Dados da OMS de 2020 revelam que ha mais um bilhdo de pessoas vivendo
em areas endémicas para leishmaniose e estdo sujeitas a infeccdo por esses
parasitos. Estimam também que a taxa anual de novos contagios é de 30 mil para

leishmaniose visceral e mais de um milhdo para leishmaniose cutanea (OMS, 2020).

Segundo a Organizacao Pan-Americana da Saude (OPAS), o Brasil registrou,
no ano de 2021, cerca de 15000 casos de leishmaniose tegumentar e cerca de 1500
casos de leishmaniose visceral. E, embora o numero de casos tenha diminuido em
comparacdo aos anos anteriores, a prevaléncia de casos devido a dificuldade de
prevencao e a toxicidade dos medicamentos utilizados para o tratamento, ainda

preocupam as autoridades de saude.

De acordo com dados apresentados por pesquisadores da Faculdade Unipar,
durante o periodo de 2011 a 2020, no Estado de Goias apresentou foram relatados
um total de 388 casos confirmados de leishmaniose visceral (OLIVEIRA et al., 2023).
Além disso, Tavares et al., relataram em seu trabalho, que durante o ano de 2019,
cerca de 550 casos de leishmaniose tegumentar foram notificados no estado de
Goias. Sendo os municipios com mais casos relatados: Niquelandia, Alto Paraiso
de Goias, Baliza, Bom Jardim de Goias, Goiania e Uruagu (TAVARES et al., 2022).

As espécies de leishménia interagem de maneiras diferentes com o
organismo, provocando diferentes formas clinicas das leishmanioses. Logo, o
presente estudo avalia a suscetibilidade de macrofagos as diferentes espécies de
Leishmania: Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (L.) major, Leishmania (L.)
infantum, e Leishmania (L.) amazonensis in vitro, sendo utilizando os macréfagos de

duas linhagens de camundongos BALB/c e C57BL/6. Essas duas linhagens de
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camundongo representam linhagens de camundongos suscetiveis (BALB/c) ou

resistentes (C57BL/6) a infecdo por L. major.

Além disso, o papel dos anticorpos no desenvolvimento da infec¢cdo por
Leishmania sp. tem sido cada vez mais estudado, pois, a resposta humoral
pronunciada vem sendo mais relacionada com um mau progndéstico da doenca do
gue com sua resolucdo (CONDE et al., 2022). Amastigotas de L. major revestidas
com IgG podem aumentar a capacidade fagocitica de macréfagos murinos, além de
modula-los, de modo a induzir a producéo de IL-10 (KANE E MOSSER, 2001).

Ademais, ndo ha dados na literatura avaliando o papel dos anticorpos em
infeccbes de macrofagos por leishméanias durante longos periodos in vitro. E
entender o papel da resposta humoral durante infeccbes por espécies de
Leishmania é fundamental para o desenvolvimento de novas formas de prevencao e

tratamento.

Tendo isto em vista, 0 presente trabalho ir4 investigar o papel de anticorpos
anti-Leishmania em infec¢cdes de macréfagos murinos BALB/c e C57BL/6 com as

diferentes espécies de leishmanias.
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3.0BJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a suscetibilidade de macréfagos murinos a infeccdo pelas
diferentes espécies de Leishmania: Leishmania (V.) braziliensis,
Leishmania (L.) major, Leishmania (L.) infantum, e Leishmania (L.)
amazonensis.

Avaliar o papel dos anticorpos em infec¢cdes de macréfagos murinos a
infeccdo pelas diferentes espécies de Leishmania: Leishmania (V.)
braziliensis, Leishmania (L.) major, Leishmania (L.) infantum, e

Leishmania (L.) amazonensis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar e comparar a suscetibilidade de macréfagos de camundongos
BALB/c e C57BL/6 a infeccao pelos diferentes tipos de leishmania por
5 dias em cultura.

Investigar o papel da opsonizacdo com anticorpos nas infec¢des de
macroéfagos por 5 dias por Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (L.)

major, Leishmania (L.) infantum, e Leishmania (L.) amazonensis.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. PARASITOS

Foram utilizados isolados de Leishmania (Viannia) Dbraziliensis
(MHOM/BR/2008/JCJ8c), Leishmania (Leishmania) major (MHOM/IL/80/Friedlin),
Leishmania (Leishmania) infantum (MWHOBR74/PP75), e Leishmania (Leishmania)
amazonensis (IFLA/BR/67/PH8)) pertencente ao Leishbank/UFG. ApGs degelo, as
leishméanias foram mantidas em cultura com meio de Grace (Sigma, St Louis, MD,
EUA) suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB, Cripion, Andradina, SP,
Brasil) inativado, 2mM de L-glutamina (Sigma), 100 U/mL de penicilina (Sigma) e
100 ug/mL de estreptomicina (Sigma), em estufa BOD a 26°C. Realizaram-se
repiques dos parasitos a cada trés dias, na quantidade de 1x10° parasitos de L.
braziliensis e 2x10° para as demais espécies de leishmania. Os parasitos foram
utilizados durante a fase estacionaria do crescimento, no quinto dia de cultura para

infecc@o dos macréfagos.

4.2. CAMUNDONGOS
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Utilizou-se camundongos isogénicos fémeas C57BL/ 6 e BALB/c com 6 a 12
semanas de idade. As matrizes foram mantidas no Biotério do Instituto de Patologia
Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goiads. Os animais foram
mantidos em estantes ventiladas (ALESCO, SP) com alimentacdo e agua ad libtum,
e a maravalha das gaiolas trocadas a cada sete dias. Este projeto foi aprovado pela
Comiss&o de Etica No Uso de Animais/ CEUA N° 102/19 (Anexo 1)

4.3. OBTENCAO DE MACROFAGOS PERITONEAIS

Apés eutanasia dos murinos, os macrofagos peritoneais foram obtidos por
meio de lavagem peritoneal com PBS gelado (4°C) cinco dias apés a inoculacdo de
2mL de tioglicolato a 5% (DIFco Laboratories, Detroit, MI, USA). Coletada a
suspensao de células, lavou-se a mesma uma vez com PBS estéril e cultivou-se
1x10° células em um volume de 300 uL em meio RPMI suplementado, como descrito

no item 4.4, em pocos de placas de 24 pocos (Costar, Cambridge, MA, EUA).

4.4, INFECCAO DOS MACROFAGOS MURINOS E AVALIACAO DA
SUSCETIBILIDADE.

As células peritoneais foram cultivados na quantidade de 1x10° células/300
puL em placas de 24 pocos (Costar, cidade Pais) em meio RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich) suplementado com 10 % de soro bovino fetal inativado (Cripion, Andradina,
Brasil), 2 mM de L-glutamina (Sigma-Aldrich), 10 mM Hepes (Sigma-Aldrich), 50uM
de 2-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich), 100 U/mL penicilina (Sigma-Aldrich), e 100
ug/mL estreptomicina (Sigma-Aldrich) por 24 h a 35°C em estufa contendo CO..
Apods este tempo, as células foram lavadas com PBS para retirar células néo
aderentes e ressuspendidas em 300 pL de RPMI suplementado. As células foram
incubadas com 1x10° parasitos durante 3 h a 35°C em estufa contendo CO..
Passado esse periodo, os pocos foram lavados dez vezes com PBS em agitacao,

para remover 0s parasitos que nao foram internalizados pelos macréfagos.
4.5. RECUPERACAO DE FORMAS PROMASTIGOTAS

Apoés o cultivo dos macrofagos infectados atingirem 3 horas, 24 horas, 72
horas e 120 horas, houve a substituicdo do meio RPMI suplementado pelo meio de

Grace suplementado e as células foram incubadas por 3 dias a 25 °C. Apés esse
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periodo, realizou-se a contagem das formas promastigotas recuperadas com auxilio

da camara de Neubauer.
4.6 OBTENCAO DOS ANTICORPOS

Camundongos BALB/c foram infectados com 1x10’ formas promastigotas de
Leishmania infantum. Apds 60 dias os animais foram eutanasiados e o sangue
coletado para obtencédo do soro. Os anticorpos foram purificados do soro em coluna

de proteina G-sepharose (Invitrogen), segundo instrucdes do fabricante.
4.7 OBTENCAO DE PROMASTIGOTAS OPSONIZADAS

Para obtencédo de parasitos opsonizados foi utilizado anticorpos purificados
em proteina G de soro camundongos BALB/c infectados com L. (L.) infantum por 2
meses. Os parasitos foram incubados com 100 pg/mL de anticorpo para 1x10°
parasitos por 10 min antes da infeccdo dos macrofagos. As promastigotas

opsonizadas foram lavadas 2x com PBS antes da infeccéo.
4.8 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados obtidos foram comparados para avaliar a significancia das
diferencas utilizando Anova One-Way seguido por teste Tuckey, utilizando o
programa Graph-Pad Prism Sophtware 6.0 (Inc. San Diego, CA, USA). Os dados
foram apresentados em gréaficos contendo média dos experimentos e desvio padréo.
Foram considerados significantes os valores de p < 0,05.
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5.RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE OU RESISTENCIA DE MACROFAGOS
DE CAMUNDONGOS BALB/c OU C57BL/6 INFECTADOS COM L. (V)

braziliensis

Nesse experimento foi realizada a infeccéo in vitro de macrofagos peritoneais
de camundongos BALB/c ou C57BL/6 com 1x10° promastigota de L. braziliensis em

fase estacionéria de cultura, na proporcao de 1:10.

Durante a infeccdo de macréfagos de camundongos BALB/c com L.
braziliensis (Figura 4A), houve um aumento significativo no numero de parasitos
recuperados por mL no ponto de 72 horas. Entretanto, a carga parasitaria ndo se
mantém entre os pontos de 72 horas e 120 horas, sugerindo resisténcia dos

macrofagos de BALB/c.

Na infeccdo de macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6 com L.
braziliensis (Figura 4B), foi observado um perfil de infeccdo semelhante com queda
significativa no nimero de parasitos recuperados entre no ponto de 120 horas em

relacdo ao ponto de 72h.

A
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Figura 4: Avaliacdo da suscetibilidade ou resisténcia de macréfagos murinos, BALB/c ou

C57BL/6, durante infecc¢do in vitro por Leishmania braziliensis.

As figuras apresentam o ndmero de parasitos recuperados por mL nos pontos de 3 horas, 24 horas,
72 horas e 120 horas ap6s a infeccdo dos macréfagos murinos com 1x10° promastigotas de L.
braziliensis, na propor¢do de 1:10. Os macrofagos foram obtidos da cavidade peritoneal de
camundongos BALB/c e C57BL/6 cinco dias apés o indculo de 2 mL de tioglicolato. Foram realizados
trés experimento independentes em triplicata. (A) Infeccdo de macréfagos de camundongos BALBI/c.
(B) Infecgdo de macréfagos de camundongos C57BL/6. * significAncia com o ponto de 24 hrs, &
significancia com o ponto de 120 hrs. A andlise estatistica utilizada foi One-Way ANOVA, seguida
pelo pos-teste de Tuckey. Foram considerados significativos os resultados de (p<0,05).
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5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE FAGOCITARIA DE MACROFAGOS DE
CAMUNDONGOS BALB/c OU C57BL/6 INFECTADOS COM L. (V.) braziliensis E
CAPACIDADE DE SOBREVIVENCIA DOS PARASITOS OPSONIZADOS COM
ANTICORPO anti-Leishmania

Ao utilizarmos leishméanias opsonizadas com anticorpos anti-Leishmania
durante infeccdo de macréfagos de camundongos BALB/c, observamos o aumento
da atividade fagocitaria dos macréfagos, indicado pelo aumento de parasitos

recuperados no ponto de 3 horas (Figura 5A).

Além disso, observamos também aumento da capacidade de sobrevivéncia
dos parasitos, quando analisados os pontos de 72 horas de ambos 0s grupos.
Novamente, observamos uma queda significativa entre os pontos de 72 e 120 horas,
0 que sugere gue os anticorpos nao interferem na resisténcia de macréfagos de
camundongos a infec¢do por L. braziliensis, (Figura 5A). Dados semelhantes foram

observados na infec¢do de macrofagos de camundongos C57BL/6 (Figura 5B).

A
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Figura 5: Avaliacdo da atividade fagocitaria de macr6fagos murinos, BALB/c ou C57BL/6,
durante infeccéo in vitro por Leishmania braziliensis e da capacidade de sobrevivéncia dos

parasitos opsonizados com anticorpo anti-Leishmania.



45

As figuras apresentam o ndmero de parasitos recuperados por mL nos pontos de 3 horas, 24 horas,
72 horas e 120 horas ap6s a infeccdo dos macréfagos murinos com 1x10° promastigotas de L.
braziliensis opsonizadas (+ab) ou ndo, na propor¢cao de 1:10. Os macréfagos foram obtidos da
cavidade peritoneal de camundongos BALB/c e C57BL/6 cinco dias apds o inéculo de 2 mL de
tioglicolato. Foram realizados trés experimento independentes em triplicata. (A) Infeccdo de
macréfagos de camundongos BALB/c. (B) Infeccdo de macréfagos de camundongos C57BL/6. *
representa significancia estatistica entre opsonizados e ndo opsonizados no mesmo tempo de
infeccdo. A anadlise estatistica utilizada foi One-Way ANOVA, seguida pelo pés-teste de Tuckey.
Foram considerados significativos os resultados de (p<0,05).

5.3 AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE OU RESISTENCIA DE MACROFAGOS
DE CAMUNDONGOS BALB/c OU C57BL/6 INFECTADOS COM L. (L)

amazonensis

Nesse experimento foi realizada a infeccao in vitro de macrofagos peritoneais
de camundongos BALB/c ou C57BL/6 com 1x10° promastigotas de L. amazonensis
na fase estacionaria de cultura, opsonizados ou ndo com anticorpo anti-Leishmania,

na proporcao de 1:10.

Ao avaliarmos a infeccdo in vitro de macrofagos de camundongos BALB/c
com L. amazonensis (Figura 6A), foi observada uma crescente no numero de
parasitos recuperados por mL até o ponto de 72 horas. Sugerindo suscetibilidade
dos macrofagos. Porém, entre os pontos de 72 e 120 horas observou-se uma queda
significativa dos parasitos, apontando para resisténcia desses fagocitos de BALB/c.

Quando analisamos a infeccdo de macrofagos de C57BL/6 com L.
amazonensis, observamos uma crescente no numero de parasitos recuperados por

mL até o ponto de 120 horas (Figura 6B).
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Figura 6: Avaliacdo da suscetibilidade ou resisténcia de macr6fagos murinos, BALB/c ou

C57BL/6, durante infeccdo in vitro por Leishmania amazonensis.

As figuras apresentam o nimero de parasitos recuperados por mL nos pontos de 3 horas, 24 horas,
72 horas e 120 horas ap6s a infeccdo dos macréfagos murinos com 1x10° promastigotas de L.
amazonensis, na proporcdo de 1:10. Os macréfagos foram obtidos da cavidade peritoneal de
camundongos BALB/c e C57BL/6 cinco dias apos o indculo de 2 mL de tioglicolato. Foram realizados
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trés experimentos independentes em ftriplicata. (A) Infeccdo de macrofagos de camundongos
BALB/c.. (B) Infeccdo de macrofagos de camundongos C57BL/6. * significancia estatistica com o
ponto de 3 h e # significAncia estatistica com os demais pontos. A analise estatistica utilizada foi One-
Way ANOVA, seguida pelo pos-teste de Tuckey. Foram considerados significativos os resultados de
(p<0,05).

5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE FAGOCITARIA DE MACROFAGOS DE
CAMUNDONGOS BALB/c OU C57BL/6 INFECTADOS COM L. (V.) amazonensis
E CAPACIDADE DE SOBREVIVENCIA DOS PARASITOS OPSONIZADOS COM
ANTICORPO anti-Leishmania

Durante a infeccdo de macréfagos de BALB/c com L. amazonensis
opsonizadas com anti-Leishmania, ndo houve diferenca estatistica entre os pontos
de 3 horas de ambos grupos, sugerindo que a atividade fagocitaria dos macrofagos
murinos ndo foi alterada (Figura 7A). Entretanto, foi observada uma maior
sobrevivéncia dos parasitos, quando analisamos os pontos de 120 horas das
infeccbes por leishamanias ndo opsonizadas e opsonizadas. Indicando que a

opsonizagao facilitou a manutengéo da L. amazonensis por longos periodos.

Ao avaliarmos a atividade fagocitaria de macrofagos de C57BL/6, embora néo
havendo diferencas estatisticas significativas entre os pontos de 3 horas, observa-se
um aumento no nimero de parasitos recuperados nos tempos de 24 e 72h. Tal dado

sugere que, quando associada ao anticorpo, ndo ha aumento na fagocitose de L.
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amazonensis (Figura 7B), mas favorece a proliferacdo dos parasitos no interior dos

macroéfagos.
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Figura 7: Avaliacdo da atividade fagocitaria de macr6fagos murinos, BALB/c ou C57BL/6,
durante infecgéo in vitro por Leishmania amazonensis e da capacidade de sobrevivéncia dos

parasitos opsonizados com anticorpo anti-Leishmania.

As figuras apresentam o ndmero de parasitos recuperados por mL nos pontos de 3 horas, 24 horas,
72 horas e 120 horas ap6s a infeccdo dos macréfagos murinos com 1x10° promastigotas de L.
amazonensis opsonizadas (+ab) ou nédo, na proporcao de 1:10. Os macréfagos foram obtidos da
cavidade peritoneal de camundongos BALB/c e C57BL/6 cinco dias apés o in6culo de 2 mL de
tioglicolato. Foram realizados trés experimento independentes em triplicata . (A) Infeccdo de
macréfagos de camundongos BALB/c. (B) Infeccdo de macréfagos de camundongos C57BL/6. *
representa significancia estatistica entre parasitos opsonizados e ndo opsonizados no mesmo tempo
de infeccao. A analise estatistica utilizada foi One-Way ANOVA, seguida pelo pés-teste de Tuckey.
Foram considerados significativos os resultados de (p<0,05).

5.5 AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE OU RESISTENCIA DE MACROFAGOS
DE CAMUNDONGOS BALB/c OU C57BL/6 INFECTADOS COM L. (L.) infantum

Nesse experimento foi realizada a infecgdo in vitro de macrofagos peritoneais
de camundongos BALB/c ou C57BL/6 com 1x10° promastigotas de Leishmania

infantum na fase estacionaria de cultura.

Durante a infeccdo de macréfagos de camundongos BALB/c com L. infantum
(Figura 8A), ndo houve diferencas estatisticas entre pontos de infeccdo até 120

horas. Observa-se uma tendéncia a suscetibilidade dos macrofagos a infeccao.

O mesmo fendbmeno foi observado durante a infeccdo de macrofagos de
camundongos C57BL/6 com L. infantum (Figura 8B), ndo houve diferencas

estatisticas entre pontos de infec¢do até 120 horas.
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Figura 8: Avaliacdo da suscetibilidade ou resisténcia de macrdfagos murinos, BALB/c ou

C57BL/6, durante infeccao in vitro por Leishmania infantum.

As figuras apresentam o nimero de parasitos recuperados por mL nos pontos de 3 horas, 24 horas,
72 horas e 120 horas ap6s a infeccdo dos macréfagos murinos com 1x10° promastigotas de L.
infantum, na proporcdo de 1:10. Os macrdfagos foram obtidos da cavidade peritoneal de
camundongos BALB/c e C57BL/6 cinco dias apos o indculo de 2 mL de tioglicolato. Foram realizados
trés experimentos independentes em triplicata (A) Infeccdo de macrofagos de camundongos BALB/c..
(B) Infeccéo de macrofagos de camundongos C57BL/6.. A analise estatistica utilizada foi One-Way
ANOVA, seguida pelo poés-teste de Tuckey. Foram considerados significativos os resultados de
(p<0,05).
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5.6 AVALIA(;AO DA ATIVIDADE FAGOCITARIA DE MACROFAGOS DE
CAMUNDONGOS BALB/c OU C57BL/6 INFECTADOS COM L. (L.) infantum E
CAPACIDADE DE SOBREVIVENCIA DOS PARASITOS OPSONIZADOS COM
ANTICORPO anti-Leishmania

Ao analisarmos a infeccdo dos macréfagos de BALB/c com L. infantum
opsonizadas (Figura 9A), observamos um aumento no numero de parasitos
recuperados por mL, no ponto de 3 horas, demonstrando aumento na atividade
fagocitaria dos macrofagos. H4 também aumento da carga parasitaria em todos os
pontos em relacdo a infeccdo com leishmanias ndo opsonizadas, o que esta

associado ao aumento na capacidade de sobrevivéncia e proliferacdo dos parasitos.

Quando analisamos a infeccdo de macrofagos C57BL/6 com parasitos L.
infantum opsonizados, observamos o aumento da fagocitose dos macréfagos. Além
disso, os dados obtidos sugerem um aumento na capacidade de sobrevivéncia dos
parasitos quando opsonizados até o ponto de 72 horas (Figura 9B). Entretanto, em
120 h ndo ha diferenca com o controle ndo opsonizado, indicando uma possivel
resisténcia na manutencdo de L. infantum em macréfagos de camundongos
C57BL/6.
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Figura 9: Avaliacdo da atividade fagocitaria de macr6fagos murinos, BALB/c ou C57BL/6,
durante infecgdo in vitro por Leishmania infantum e da capacidade de sobrevivéncia dos

parasitos opsonizados com anticorpo anti-Leishmania.

As figuras apresentam o nimero de parasitos recuperados por mL nos pontos de 3 horas, 24 horas,
72 horas e 120 horas ap6s a infeccdo dos macrofagos murinos com 1x10° promastigotas de L.
infantum opsonizadas (+ab ou ndo, na proporcdo de 1:10. Os macréfagos foram obtidos da cavidade
peritoneal de camundongos BALB/c e C57BL/6 cinco dias apds o inoculo de 2 mL de tioglicolato. Os
experimentos foram realizados em triplicata. (A) Infeccdo de macréfagos de camundongos BALB/c.
(B) Infeccdo de macrofagos de camundongos C57BL/6. * representa significancia estatistica entre
parasitos opsonizados e nao opsonizados nos mesmos tempos de infeccdo. A analise estatistica
utilizada foi One-Way ANOVA, seguida pelo pés-teste de Tuckey. Foram considerados significativos
os resultados de (p<0,05).
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5.7 AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE OU RESISTENCIA DE MACROFAGOS
DE CAMUNDONGOS BALB/c OU C57BL/6 INFECTADOS COM L. (L.) major

Nesse experimento foi realizada a infeccéo in vitro de macrofagos peritoneais
de camundongos BALB/c ou C57BL/6 com 1x10° promastigotas de Leishmania
major na fase estacionéria opsonizados ou ndo com anticorpo anti-Leishmania, na

proporcao de 1:10.

Durante a infeccdo de macréfagos de camundongos BALB/c com L. major,
observamos um crescente no numero de parasitos recuperados por mL, com
diferencas estatisticas detectadas no ponto de 120 horas. Tais resultados sugerem

suscetibilidade dos macréfagos a infecgéo por L. major (Figura 10A).

Na infeccdo de macréfagos de camundongos C57BL/6 com L. major,
observamos o0 mesmo fenbmeno que em macrofagos de BALB/c. Os pontos de 24
horas e 72 horas apresentam diferencas estatisticas com relagdo ao ponto de 120
horas. Sugerindo que esses macréfagos também séo suscetiveis a infeccédo por L.
major (Figura 10B). Em ambos os casos os dados sugerem que 0s macréfagos

favorecem a proliferacdo das leishmanias.
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Figura 10: Avaliacdo da suscetibilidade ou resisténcia de macr6fagos murinos, BALB/c ou

C57BL/6, durante infecgéo in vitro por Leishmania major.

As figuras apresentam o nimero de parasitos recuperados por mL nos pontos de 3 horas, 24 horas,
72 horas e 120 horas ap6s a infeccdo dos macréfagos murinos com 1x10° promastigotas de L. major,
na proporcao de 1:10. Os macrdfagos foram obtidos da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c
e C57BL/6 cinco dias apds o inéculo de 2 mL de tioglicolato. Os experimentos foram realizados em
triplicata. (A) Infeccdo de macréfagos de camundongos BALB/c. (B) Infec¢cdo de macrofagos de
camundongos C57BL/6. * representa significancia estatistica com o ponto de 3h e # representa
significAncia estatistica com os demais pontos . A andlise estatistica utilizada foi One-Way ANOVA,
seguida pelo pés-teste de Tuckey. Foram considerados significativos os resultados de (p<0,05).
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5.8 AVALIA(;AO DA ATIVIDADE FAGOCITARIA DE MACROFAGOS DE
CAMUNDONGOS BALB/c OU C57BL/6 INFECTADOS COM L. (L.) major E
CAPACIDADE DE SOBREVIVENCIA DOS PARASITOS OPSONIZADOS COM
ANTICORPO anti-Leishmania

Ao analisarmos o0s resultados dos experimentos com leishmanias
opsonizadas, ndo foi observado aumento na capacidade fagocitaria dos macréfagos
murinos de BALB/c. Porém observamos uma que o fenbmeno de suscetibilidade é
intensificado e os nimeros de promastigotas recuperadas no ponto de 120 horas
tém um aumento significativo em relacdo a infeccdo com L. major ndo opsonizada.
Tais resultados sugerem que a associacdo da leishmania ao anticorpo anti-

Leishmania, proporciona maior sobrevivéncia dentro dos macrofagos (Figura 11A).

J4& quando realizamos o0s experimentos utilizando leishménias néo
opsonizadas, ndo houve diferencas estatisticas significativas entre os pontos de
infeccdo (Figura 11B). Tais dados sugerem que 0s anticorpos ndo alteram a
capacidade fagocitaria dos macréfagos de camundongos C57BL/6 e nem aumento

da capacidade de sobrevivéncia dos parasitos.
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Figura 11: Avaliacdo da atividade fagocitaria de macréfagos murinos, BALB/c ou C57BL/6,
durante infeccdo in vitro por Leishmania major e da capacidade de sobrevivéncia dos

parasitos opsonizados com anticorpo anti-Leishmania.

As figuras apresentam o nimero de parasitos recuperados por mL nos pontos de 3 horas, 24 horas,
72 horas e 120 horas ap0s a infec¢cdo dos macréfagos murinos com 1x10° promastigotas de L. major
opsonizadas (+ab) ou ndo na proporcdo de 1:10. Os macrofagos foram obtidos da cavidade
peritoneal de camundongos BALB/c e C57BL/6 cinco dias apds o inoculo de 2 mL de tioglicolato. Os
experimentos foram realizados em triplicata. (A) Infeccdo de macréfagos de camundongos BALB/c.
(B) Infeccdo de macrofagos de camundongos C57BL/6. * representa significAncia estatistica entre
parasitos opsonizados e ndo opsonizados no mesmo tempo A analise estatistica utilizada foi One-
Way ANOVA, seguida pelo pos-teste de Tuckey. Foram considerados significativos os resultados de
(p<0,05).
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6. DISCUSSAO

As manifestacdes clinicas das leishmanioses sédo resultado de interacdes
entre a capacidade de viruléncia da espécie de Leishmania envolvida na infeccéo e
das respostas imunes do hospedeiro (PEARSON; DE QUEIROZ SOUSA, 1996).
Além disso, a idade e estado nutricional do hospedeiro também podem influenciar no
prognoéstico da doenca (MURRAY et al., 2005).

Os macrofagos desempenham um papel duplo na infeccdo por Leishmania,
podendo ser responsaveis pela destruicdo dos parasitos ou fornecendo a eles um
local seguro para sua replicacdo, e isso vai depender de como ira ocorrer sua
ativacdo (TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018).

Além disso, embora o foco da maioria dos estudos esteja na resposta
adaptativa celular, aspectos importantes relacionados a resposta das células B
devem levantados durante a infeccdo por Leishmania. Visto que h& desafios no
controle, tratamento e formulacdo de vacinas que necessitam de uma melhor

compreensao da imunidade humoral (CONDE et al., 2022).

Durante a resposta imune humoral, os anticorpos podem atuar na
neutralizacdo, opsonizacdo e ativacdo do sistema complemento (SC) (MAURI &
BOSMA, 2012). Ja foi descrito que a opsoniza¢do com anticorpos de amastigotas de
Leishmania pode aumentar a eficiéncia da internalizacdo do parasita e/ou modificar
qualitativamente a resposta do hospedeiro em macréfagos infectados (KIMA et al.,
2000).

Diferentes espécies do género Leishmania sdo capazes de modular as
respostas imunes em modelos de camundongos distintos (HEINZEL et al., 1989;
IBRAIM et al., 2013, PEREZ-CABEZAS et al., 2019). E necesséria a compreensao
da relacdo parasito-hospedeiro especifica para formulacdes de tratamentos eficazes.

Além da avaliacéo do papel da resposta humoral na infeccéo por leishmanias.

Neste estudo, buscamos avaliar a suscetibilidade ou resisténcia de

macrofagos in vitro de duas linhagens de camundongos: BALB/c e C57BL/6 a
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infecc@o por diferentes espécies de leishmania opsonizadas ou ndo com anticorpos

anti-Leishmania

De acordo com Da Silva e Sacks (1987), as promastigotas obtidas durante a
fase estacionaria de crescimento dentro do vetor invertebrado ou em cultura sé&o
muito mais virulentas para um hospedeiro vertebrado do que formas obtidas durante
a fase logaritmica (DA SILVA; SACKS, 1987). Objetivando, entdo, que as infeccbes
fossem realizadas da melhor forma possivel, buscou-se utilizar as formas mais

infectantes do parasito, no quinto dia de cultura.

Durante o ensaio de infeccao in vitro, tanto com macréfagos de camundongos
BALB/c quanto de camundongos C57BL/6, foi observada a tendéncia de resisténcia
dos macréfagos a infeccdo por L. braziliensis, mesmo quando as promastigotas

foram opsonizadas com anticorpo anti-Leishmania.

Tais resultados contrariam estudos anteriores, nos quais camundongos
BALB/c foram considerados suscetiveis a infec¢do por Leishmania braziliensis, com
base em lesbes dérmicas progressivas (CHILDS et al, 1984). Entretanto,
camundongos C57BL/6 ja sdo considerados resistentes a leishmaniose tegumentar
provocada por parasitos da espécie L. (V.) braziliensis (ROCHA et al., 2007).

Tal resisténcia também foi observada anteriormente, em nosso laboratério, no

trabalho de Mirian Vieira Teixeira. Durante a infeccdo de macréfagos murinos
peritoneais provocados por tioglicolato, tanto em camundongos C57BL/6 quanto

em BALB/c, foi observada queda do nimero de parasitas por células a partir de trés

dias apés infeccao (TEIXEIRA, MV, SOARES, SAE, SOUZA, VA et al., 2022).

O parasito Leishmania amazonensis € uma importante espécie causadora da
leishmaniose tegumentar humana e apresenta um amplo espectro de doencas
(BARRAL et al.,, 1991). Estudos em modelos in vivo em camundongos BALB/c
demonstram que s&o altamente suscetiveis ao desenvolvimento de lesbes crbnicas
caracteristicas induzidas por L. amazonensis (CALABRESE E DA COSTA, 1992).
Entretanto, ao avaliarmos a infec¢do in vitro de macrofagos de camundongos
BALB/c com L. amazonensis, foi observada uma crescente no nimero de parasitos
recuperados por mL até o ponto de 72 horas. Sugerindo suscetibilidade dos
macrofagos. Porém, entre os pontos de 72 e 120 horas observou-se uma queda
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significativa dos parasitos, apontando para uma resisténcia dos macréfagos de
BALBI/c a infeccao.

De acordo com Afonso e Scott, camundongos C57BL/10 desenvolvem lesdes
cronicas com parasitas persistentes cargas, sendo suscetiveis a infeccado por L.
amazonensis (AFONSO & SCOTT, 1993). O presente trabalho traz resultados que
corroboram com a literatura, ao avaliarmos a infec¢cdo de macrofagos de C57BL/6 in
vitro com L. amazonensis, observamos uma crescente no numero de parasitos
recuperados por mL até o ponto de 120 horas. Tal resultado sugere que esses

macrofagos sdo suscetiveis a tal espécie de leishmania.

Quando utilizadas leishméanias opsonizadas com anti-Leishmania infectando
macrofagos de camundongos BALB/c, foi observado um crescimento no nimero de
parasitos recuperados quando comparados ao ponto de 3 horas de infeccdo com L.
amazonensis ndo opsonizada. Além disso, embora ndo tenha havido significancia
entre 0os pontos de 120 horas entre leishmanias ndo opsonizadas e opsonizadas,
ndo houve queda na recuperacdo dos parasitos, sugerindo que, quando
opsonizadas, as leishmanias conseguem modular a atividade leishmanicida dos
macrofagos e sobreviver por mais tempo. O mesmo foi observado no ensaio de

infeccdo com macréfagos de C57BL/6.

Comumente, é observada a suscetibilidade de macréfagos de camundongos
BALB/c & infeccdo por Leishmania infantum (MENDEZ, 1996; WILSON, 1998). Os
resultados obtidos nos ensaios de infec¢cdo de macréfagos de camundongos BALB/c
com L. infantum, ndo houve diferencas estatisticas entre pontos de infeccao até 120
horas. O mesmo fenbmeno foi observado nos ensaios de infeccdo com macrofagos
de camundongos C57BL/6.

Nos resultados obtidos dos ensaios de infeccdo dos macréfagos de BALB/c
com L. infantum opsonizadas, nota-se um aumento no ndamero de parasitos
recuperados por mL, nos pontos de 72 horas. Embora nédo tenha havido diferenca
estatistica entre os pontos de 120 horas entre as infecgcbes com leishménias néo
opsonizadas e opsonizadas (p > 0,39), observa-se que a carga parasitaria se
mantém mais alta quando realizada a infeccdo com leishmanias associadas ao
anticorpo anti-Leishmania. Tal observacdo remete a suscetibilidade dos macréfagos

de BALB/c a infecgdo com L. infantum opsonizada.
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Os resultados dos ensaios de infeccdo com macréfagos C57BL/6 com
parasitos L. infantum opsonizados, também sugerem que, quando associadas ao
anticorpo anti-Leishmania, as leishmanias da espécie L. infantum, adquirem
mecanismos de escape, tornando o macréfago de C57BL/6 mais suscetivel a
infeccdo. Ha registros de resultados similares ao apresentado neste trabalho, no
qual um modelo similar foi utilizado, em Méndez et al., onde observaram
internalizacdo bem sucedida de promastigotas e sobrevivéncia, durante infeccdes
por L. (L.) infantum (MENDEZ, 1996).

Classicamente, macréfagos de camundongos C57BL/6 estdo relacionados a
resisténcia durante a infeccdo por Leishmania major e essa resisténcia deve-se,
principalmente, a maior facilidade de ativacdo dos macrofagos M1, pela
subpopulacdo de linfécitos Thl, que produz varias citocinas pré-inflamatorias,
principalmente interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que
sdo cruciais para a eliminacdo desse patdgeno intracelular por meio do
desencadeamento de uma explosdo oxidativa (MILLS, 2000). Por outro lado,
macrofagos de camundongos BALB/c possuem maior tendéncia a atingir o perfil M2
(MILLS, 2000), sendo susceptiveis a infeccdo por L. major. No entanto, nos
resultados obtidos durante os ensaios de infeccdo in vitro do presente trabalho,
observou-se uma tendéncia de suscetibilidade tanto de macréfagos de
camundongos BALB/c, quanto de C57BL/6.

Os resultados dos experimentos de infeccdo de macrofagos murinos de
BALB/c com leishmanias opsonizadas, estdo associados a intensificacdo do
fenbmeno de suscetibilidade dos macréfagos e os numeros de promastigotas
recuperadas tém um aumento significativo em relacdo a infecgcdo com promastigotas
de L. major ndo opsonizadas. Tais resultados sugerem que a associacao da
leishménia ao anticorpo anti-Leishmania, proporciona maior sobrevivéncia dentro
dos macréfagos. Ja nos ensaios de infeccdo de macrofagos de C57BL/6 com
leishméanias opsonizadas, ndo houve diferencas estatisticas significativas entre os

pontos de infeccéo.

Ao investigar quais os mecanismos de entrada de L. major em macréfagos,
Guy e Belosevic, demonstraram que ingestdo de amastigotas ocorre principalmente
através dos receptores para Fc e CR3 (GUY E BELOSEVIC, 1993) Um estudo
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utilizando modelo de infec¢éo in vivo de camundongos BALB/c, demonstrou a que a
presenca de anticorpos circulantes € fundamental para o desenvolvimento da
doenca, comprovando a relacdo do receptor Fc para entrada de amastigotas nas
células. A opsonizacdo com anticorpos de amastigotas de Leishmania pode
aumentar a eficiéncia da internalizacdo do parasita e/ou modificar qualitativamente a

resposta do hospedeiro em macréfagos infectados (KIMA et al., 2000).

A opsonizacdo com IgG promove a fagocitose de formas amastigotas por
meio dos receptores Fc dos macréfagos e a liberacéo de citocinas anti-inflamatorias,
como IL-10 (KANE E MOSSER, 2001). A IL-10 induz respostas anti-inflamatorias
nos macrofagos e alteracbes em seu metabolismo, o que favorece a proliferacao de
amastigotas (NADERER et al ., 2007).

O presente trabalho apresenta resultados que corroboram com o ja descrito
em relacdo a atividade humoral, na qual os anticorpos estdo mais relacionados a
reproducao dos parasitos e sobrevivéncia dentro dos macréfagos do que a cura das

lesoes.

Estudos como esse colaboram para a maior compreensdo do papel da
imunidade humoral e o papel dos anticorpos na opsonizacdo dos parasitos, inclusive
em casos de co-infec¢do ou uma infeccao posterior a outra espécie de leishméania.
Compreender os mecanismos de escape dos parasitos do género Leishmania é de
extrema importancia para a elaboracdo de novos métodos de tratamento, uma vez
gue as leishmanioses apresentam extensa distribuicdo geografica e desafios nos

métodos de tratamento atuais.
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7. CONCLUSOES

Macréfagos de BALB/c séo resistentes a infeccdo por L. (V) braziliensis e L.
(L) amazonensis e susceptiveis a L. (L) infantum e L. (L.) major em infec¢des in vitro.
Macrofagos de C57BL/6 apresentam resisténcia quando infectados por L. (V.)
braziliensis, porém séo suscetiveis a infec¢ao por L (L.) amazonensis, L. (L) infantum

e L. (L.) major.

Ao utilizarmos leishmanias opsonizadas, observamos aumento da fagocitose
dos macroéfagos tanto de camundongos BALB/c quanto C57BL/6 infectados por L.
braziliensis e L. infantum. A capacidade de sobrevivéncia e proliferacdo foi
aumentada durante a infeccdo por L. amazonensis, em ambos macréfagos murinos.

E durante a infec¢éo in vitro de macrofagos de BALB/c por L. infantum e L. major.
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PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO ATENDIMENTO DE PENDENCIA DO
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I- Finalidade do projeto de pezquiza: Pesquisa — Mestrade

II - Tdentificagdio:

O Data de apresentacie a CEUA: 04/10/2019

O Data do atendiments da pendéneia: 0412219

O Titule do prejeto: Susceptibilidade de macrofagos alternatvamente afrvados mmmnes 3 mfecgdo por
Leizhmania {Fiamnia) brazilienzis

O Pesquizador Responsavel’ Unidade: Milton Adnano Pelh de Oliveira

O Pesguizadore: Participantes: Minan Viewra Teixeira; Santiage Azwar Espellet Soares; Andre Builo
de Souza Marques

O Medico Veterinarie/ CEALV: Milton Adnane Pellh de Olvewa — CEAVAZD 4520

O Unidade owde sera realizado: IFTSP

III - Eespostas as pendéncias:

1- Sohlicitacio da CEUA: Os Pontos Finais Humamtanes devem ser cometamente descntos, como
quais a0 o5 efeitos adversos das admanmistracdes de substancias ou infeccdo de ammzs, o que sera
feito cazo alzum animal apresente alzum efeito adverso, em qual tempo sera realizada alguma
mfervencdo para munmuzar a dor e sofnmento efou quando sera realizada a eutanasia com este
infuito.

Eesposta do Pesquizader Eesponsavel: Todos os pesqusadores serdo devidamente treinades para o
coITeto manuselo de animals parda nAo causar esivesse nos ammars. Os ammans serdo sedados
utilizands 60 mz/Eg de cetamuma 10 mzF g de mlamna antes da eutandsia

Apos a2 woculagio de fiogheolato ou de T, crassiceps, sera avaliado o comportamento dos ammails,
o5 quals podem apresentar postura arqgueada e apatia moderada nas primeiras 6 horas apés o inoculo.
Entretanto, estes anmmais deverdo apresentar um comportamento normal 24 horas apds a woculagio
destes produtes. MNio serdo fornecdos medicamenfos amalgésicos apos a meoculacdo, ja que estes
medicamentos mierferem com a resposta dos macrofagos, objetrvo de frabalho. Caso o amimal
apresente uma postura arquezda e apata por 24 h ou mals, o5 ammals serdo anestesiados como
descritos anferiorments & eutanasiades, pots o procedimento de ineculacio pode ter lesado visceras
dos ammas prologande o esiresse nflamatone e mesmo contammagde da cavidade pentoneal com
material miestimal.

Mo caso da mfecdo com Taenia crassiceps, os ammals serdo acompanhados dianamente e pesados
semznalmente. Serdo avaliados postura, capacidade de locomecdo e peso dos ammals durante a fase
de expenmentacio. Caso a mfecgio cause alteragdes na poshoa e dificuldade de locomocdo, os

Comizsdo de Exica no Uso de AnimaiziCELA

Pro-] Ramnad.epequbaelnmagnumm& Alameada Flambovant, Qd. K, Edificio K2, 17 andar, Predio da Agéncia de
Inovag3o, Pargue Tecnologico, sala da CEUA, Campus Samambaia — Godinia-(+0, Fone: (53-62) 3521-1874.

Email: ceua.ulpgigmail com

68

ANEXOS




MINISTERIO DA EDUCACAOQ ."
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS _ 9
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAO UFG
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

amimiats serdo anestesiades como desertos antenormente e entanzsiados. O peso dos anomais nio
deve ultrapassar 60 g, sendo que amimnzis acima deste peso serdo anestesiados e eutanasiados.

Mo cazo de mfeccdo por Lershmania, os animars serdo acompanhados diznamente e as lesdes nas
patas medidas semanalmente Serdo avahadas, postura, capacidade de locomogdo e tamanbeo das
lestes durante a fase de experimentagio. Caso a infecgdo canse alteragdes na postura e dificuldads de
locomosio, os animats serdo anestesiados e entanasiados. Adicionalmente, anmmals com lesdes 1gua1s
o1 superores a 3 mm serac anestesiados e eutanasiados.

VI - Parecer da CEUA:
De acordo com a documentacio apresentadz a CEUA, o projeto for considerade APROVADO pela
Comiszdo de Erica no Uso de Animaiz/CEUA da Unversidade Federal de Godas.

Informacio ao: pesquizadores:

Beiteramos a immportancia deste Parecer Consubstanciade, e lembramos gque ofs) pesqusador(es)
responsavel(ls) deveralio) encamunhar 3 CEUA-PEPI-UFG o Relatorio Final baseado na conclusio do
estudo e na meidéncia de publicagdes decomentes deste. de acorde com o disposto na Ler o®. 11.79%4 de
08102008, & Resolugio MNommatma n®. 01, de 090772010 do Consalbo WNamonal de Controle de
Expenmentacio Anmal-CONCEA. O prazo para entrega do Belatonio & de ate 30 dias apds o encerramento
da pesquusa, a gqual esta prevista para finalizar suas agoes em 011272024

VI - Data da reunifio: 16122019,
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Dré-Fleitoria de Desquiza & Inovagio/PRPL-UFG, Alameda Flambevant, Qd. E. Edificio 2, 1° andar, Prédio da Apéncia de
Inowagao, Pargue Tecnologice, sala da CEUA, Campus Samambaia — Goedania-G0, Fons: (35-62) 3321-1874.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta mhtulada “Susceptibilidade de macrofagos alternativamente ativados
murinos a infeccio por Leishmania (Viannia) braziliensis”, rezistrada com o protocolo n* 102719, s0b a
responsabihdade de Milton Adriano Pelli de Oliveira que envolve a produgio, manutengio ou utnhzagio
de anmimais pertencentes a0 filo Chordata subfilo Vertebrata (exceto humanos) para fins de pesqusa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com o3 precertos da Lein® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n* 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Expenmentagio Anmmal (CONCEA), e for aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) da Universidade Federal de Goias (UFG), em reunido de 1612/2019.

0O Finalidade: () Enzino  (x) Pesquuza Cientifica

O Vigéncia da autonzagio (inicio e fim): 16/12/2019 2 31/12/2024
0O Espécie/inhagem’raga: camundongos, BALB/c e C37BL/6

0O N° de ammas autonzados: 168

0O Peso/ldade: 25g/6-12 semanas

0O Sexo: femeas

O Ongem (fomecedor): Bioténo do IPTSPUFG

}
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Comizzdo de Erica no Uzo de Animatz/CEUA :
Pro-Rettona de Pesquisa & Inovagdo PRPI-UFG, Alameda Flambovant, Qd. K. Edificio K2, 1° andar, Predio da Agéncia de
Inovag3o, Parque Tecrologico, sala da CEUA. Campus Samambaia - Goidnia-GO, Fone: (55-62) 3521-1876
Email: ceua ufs@email com

70



