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RESUMO

Formas promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis podem ser mantidas in vitro
para utilizacdo em diversos estudos. O soro bovino fetal (SBF) € um componente
importante em varios meios de cultura, no entanto, a sua constituicdo varia em
diferentes lotes. Este trabalho teve como objetivo avaliar o desempenho de
diferentes lotes de SBF no preparo de meio para cultura de Leishmania (V.)
braziliensis, comparando as informagcGes fornecidas por diferentes técnicas
conhecidas. Foram utilizadas as cepas PPS6m e CSA7c de leishmanias obtidas de
pacientes com leishmaniose tegumentar americana e foram testados cinco
diferentes lotes de SBF em meio de Grace. A curva de crescimento dos parasitos no
meio foi avaliada por contagem diaria em hematocitdmetro, o metabolismo avaliado
pela capacidade do parasito em metabolizar o 3-(4,5-dimetilazol-2i)-2,5-difenil
brometo de tetrazolio (MTT), a porcentagem de formas promastigotas metaciclicas
guantificada pelo ensaio de aglutinacdo com lectina de Bauhinia purpurea (BPL) e a
capacidade de produzir lesdo em camundongos avaliada pelo acompanhamento
semanal das lesfes. Foi também realizada a dosagem dos constituintes bioquimicos
dos diferentes lotes de SBF. Observou-se que sao necessarias duas ou mais
passagens dos parasitos em cultura para que sejam discriminados lotes de SBF
ruins pelo acompanhamento da curva de crescimento enquanto a analise do
metabolismo mostrou que um lote de SBF inadequado para cultura proporcionou um
metabolismo maior ou igual que o melhor lote de SBF. Observou-se uma menor
porcentagem de formas promastigotas metaciclicas geradas durante o cultivo da
cepa PPS6m em um dos meios, porém, a porcentagem de metaciclicas foi
semelhante para todos os meios de cultura de CSA7c, independente do numero de
parasitos obtido ao final da cultura. Além disto, a capacidade de parasitos em fase
estacionaria de cultura causarem lesdes em camundongos BALB/c ndo dependeu
do lote de soro presentes nas culturas. Os dados revelam que o melhor método para
selecionar um bom soro para cultura é o acompanhamento da curva de crescimento
por dois ou mais repiques, além disto, lotes ruins para a manutencdo de leishmania

sao capazes de gerar parasitos com a mesma capacidade de infectar camundongos.
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ABSTRACT

Promastigote forms of Leishmania (V.) braziliensis can be mantained in vitro for use
in research. The bovine fetal serum (BFS) is an important component in several
culture medium, however, its composition varies from batch to batch. This work aims
to evaluate the performance of different BFS batches for preparation of Leishmania
(V.) braziliensis culture media, comparing information supplied by different known
technigues. PPS6m and CSA7c leishmanias strains were from samples obtained
from American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) patients and five different batches
of BFS were tested in Grace’s medium. The parasite growth curve was evaluated by
a daily hemocitometer counting, the metabolism was evaluated by the parasite’s
ability to metabolize 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide
(MTT), the percentage of promastigote metacyclic forms was quantified by an
agglutination test using Bauhinia purpuera (BPL) lectin and the ability to promote
mice lesions evaluated by a weekly measurement of lesions. The biochemical
components of the BFS batches was also performed. It was observed that two or
more passages in culture were necessary to identify bad batches of BFS by the
growth curve analysis, while the metabolic analysis showed that an inadequate BFS
batch of provided a metabolic rate higher or equal to the best BFS batch. A lower
percentage of metaciclic forms of PPS6m strain was observed in one of the media,
however, the percentage of metacyclic promastigotes was similar among all the
CSAT7c culture media, independently of the parasite number. Besides, the stationary
phase parasite’s ability to cause lesions in BALB/c mice did not depend on the SBF
batch present in the cultures. Data reveals that the best method to select good
culture serum is to observe the growth curve for two or more passages, besides this,

bad SBF batches are able to produce parasites with the same ability to infect mice.
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1. INTRODUCAO

1.1. Leishmaniose Tegumentar Americana — Aspectos Gerais

A leishmaniose tegumentar (LT) € uma doenca infecto-parasitaria, que
possui transmissdo endémica em 98 paises. A estimativa global de incidéncia
da leishmaniose cutanea € de 700 mil a 1,2 milhdo de casos por ano, sendo o
Brasil um dos 10 paises responsaveis por 70 a 75% dos casos de leishmaniose
cutanea em todo o mundo (WHO 2011).

A LT é uma antropozoonose causada pelo protozoario do género
Leishmania, ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae (Gontijo& de
Carvalho Mde 2003). A leishmaniose tegumentar americana (LTA) €
caracterizada por causar lesbes cutaneas localizadas (LCL) e/ou mucosas (LM)
e lesdes cutaneas difusas (LCD). As espécies que causam a doenca podem
ser classificadas em dois subgéneros, sendo: seis do subgénero Viannia e uma
do subgénero Leishmania. No Brasil, as principais espécies causadoras de LTA
sédo: Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia) braziliensis e
Leishmania (Leishmania) amazonensis (Silveira et al. 2004; Murray et al. 2005;
Murback et al. 2011). Em regides endémicas para LTA, a espécie braziliensis &
predominante (Jones et al. 1987), e estas sdo as responsaveis por causar LCL,
onde o paciente apresenta uma ou varias Ulceras/nddulos na pele, que podem
curar espontaneamente, embora de maneira lenta. J& na forma mucosa, o
paciente apresenta ulceracdes progressivas e destrutivas nas mucosas nasal e
oral, principalmente. Estas lesbes ndo apresentam cura espontanea e,
geralmente, sdo detectadas meses ou anos apos episédios da LTA cutanea

(Chappuis et al. 2007).

A transmissdo do parasito ao hospedeiro é feita por insetos vetores
denominados flebotomineos, pertencentes a ordem Diptera, familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, género Lutzomyia (Maroli et al. 2013;
Ready 2013). No Brasil, os principais vetores de LTA sdo: Lutzomyia whitmani,
Lutzomyia intermedia e Lutzomyia wellcomei (Rebelo et al. 2010; de Castro
Cortes et al. 2012).
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1.2. Ociclo biolégico das leishmanias

Leishmanias apresentam-se sob duas formas principais em seu ciclo de
vida: as formas promastigotas que sao flageladas e encontradas no inseto
vetor, enquanto as formas intracelulares, denominadas amastigotas, sé&o
encontradas no hospedeiro vertebrado (McGwire & Satoskar 2014).

As formas promastigotas, desenvolvidas no inseto vetor recebem nomes
diferentes de acordo com as suas caracteristicas morfologicas e bioquimicas.
Em geral as formas promastigotas prociclicas de L. (V.) braziliensis apresentam
o corpo relativamente grande e o flagelo curto (Figura 1A). As formas
promastigotas metaciclicas se diferem das prociclicas pelo tamanho,
morfologia e motilidade, pois apresentam corpo pequeno, com flagelo longo,
geralmente o dobro do comprimento do corpo da célula, e sdo altamente ativas

e moveis (Figura 1B) (Zakai et al. 1998; Pinto-da-Silva et al. 2002).
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Figura 1: Microscopia Optica (1000x) de formas promastigotas prociclicas (A) e
formas promastigotas metaciclicas (B) de L. (V.) braziliensis.

Fonte adaptada: da Silva Jr et al. (2014)

O ciclo de transmissdo se inicia quando flebotomineos fémeas se
infectam durante o repasto sanguineo com formas amastigotas do parasito.
Estas formas podem ser obtidas em reservatérios infectados, 0s quais
geralmente sdo animais selvagens, como roedores. Como esta doenca € uma
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zoonose, o0 homem também pode ser infectado, porém, no caso da
leishmaniose, este é considerado um hospedeiro acidental (Killick-Kendrick et
al. 1974; Gontijo& de Carvalho Mde 2003). No intestino do vetor, as formas
amastigotas se desenvolvem inicialmente nas formas promastigotas
prociclicas. Em seguida, passam por um processo denominado
metaciclogénese e tornam-se promastigotas metaciclicas. Durante o proximo
repasto sanguineo, o inseto vetor inocula aproximadamente 100 a 10.000
formas promastigotas metaciclicas na pele do hospedeiro vertebrado, as quais
serdo fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocitico, onde se
diferenciardo, novamente, em amastigotas e terd inicio um novo ciclo (Sacks &
Perkins 1984; Kimblin et al. 2008; Liese et al. 2008) (Figura 2).

‘ Picada do flebotomineo ‘ 2

_ Macroéfago

| > (e -
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Metaciclica

Q i NG
Q @ - $ @
Multiplicagio T = 2 .
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©

o

v,

0 «
Picada do flebotomineo m

Figura 2: Esquema representativo do ciclo de vida da leishmania.

Fonte Adaptada: Van Assche et al. (2011).

1.3. A Metaciclogénese

A metaciclogénese consiste na diferenciacdo das formas promastigotas
prociclicas pouco infectantes em promastigotas metaciclicas infectantes. Este
processo ocorre no interior do intestino médio do inseto vetor, onde o sangue

contendo parasitos, € ingurgitado durante o repasto sanguineo e, em seguida
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formas promastigotas prociclicas ocorre em um periodo estimado de 12 a 18
horas. Entre 18 e 24 horas ocorre uma intensa proliferacdo destas formas
promastigotas. Apos 60 e 72 horas, os parasitos tendem a escapar da matriz
peritrofica e se aderirem as micro vilosidades do intestino, para se protegerem
das ac¢Oes das enzimas digestivas e ndo serem expulsas durante 0 processo
final de digestdo do repasto sanguineo. Apos cerca de 5-7 dias, os parasitos se
diferenciam morfologicamente e bioquimicamente das promastigotas
prociclicas e alguns destes parasitos perdem a capacidade de ades&o,
caracterizando a diferenciacdo para promastigotas metaciclicas. Estas ultimas
migram, para a parte anterior do intestino e se acumulam na parte posterior da
vélvula estomacal. Estas formas podem, ainda, migrar além da valvula
estomacal e atingirem o esbdfago, faringe e cavidade bucal do inseto vetor ja
prontas para serem inoculadas no hospedeiro vertebrado durante o proximo

repasto sanguineo (Sacks & Kamhawi 2001; Rogers et al. 2002) (Figura 3).

Porcdo toracica do intestino

Porcdo abdominal do intestino
Vilvula estomacal %

i

B Prociclica, 18 - 24 hrs

B Metaciclica, 7 dias : 4
Matriz peritréfica

Figura 3: Esquema representativo ilustrando a diferenciacdo morfoldégica das formas
promastigotas no decorrer do tempo no intestino do inseto vetor.

Fonte adaptada: Kamhawi (2006).

Os fatores que desencadeiam a metaciclogénese ainda sdo pouco
descritos, porém, € sabido que alguns fatores podem induzir essa diferenciacéo
como, por exemplo, condi¢cbes de estresse (Kamhawi 2006). Neste processo,

também ocorrem modificagbes na morfologia e expressdo génica,
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proporcionando modificagdes bioquimicas e estruturais de moléculas presente
na superficie do parasito (Sacks & Perkins 1984; Saraiva et al. 1995).

Essas modificacbes sdo essenciais para que as formas metaciclicas
sejam capazes de interagir com células fagociticas no hospedeiro vertebrado,
sobreviver dentro dos compartimentos fagolisossémicos e resistir a lise
mediada pelo sistema complemento (Sacks & Perkins 1985; Mallinson &

Coombs 1989).

De acordo com as moléculas presentes nas superficies das leishmanias,
€ possivel distinguir seu estagio de desenvolvimento (Pimenta et al. 1991). Em
geral, estes parasitos possuem a superficie celular revestida por moléculas
glicosiladas, ancoradas a membrana celular, por meio de glicolipideos como o
glicofosfatidilinositol (GPI) (llgoutz & McConville 2001).

As promastigotas possuem, em sua superficie, glicoconjugados tais
como: complexos de lipofosfoglicano (LPG), glicoproteina de 63 Kda (gp63),
também conhecida como protease de superficie de promastigotas, e
glicosilinositol fosfolipidios (GIPL). O LPG é mais abundante do que a gp63 e
GIPL séo 10 vezes mais abundantes do que o LPG; porém, ndo esta claro qual
o papel que as GIPL desempenham na interacdo com o hospedeiro vertebrado
(Joshi et al. 2002; Olivier et al. 2005). Tanto o LPG quanto a gp63 sao
necessarios para a sobrevivéncia do parasito no inseto vetor e sofrem

modificacdes durante a metaciclogénese (Saraiva et al. 1995).

O LPG é composto por cadeias lineares, que podem ou nhdo ter

ramificacbes, formadas por subunidades repetidas de fosfodissacarideos de
PO4-6Galpl,4Manal, que estdo ligados a membrana plasmética por uma

ancora de GPI (Pimenta et al. 1994). Durante a metaciclogénese, a estrutura
do LPG sofre modificagbes no tamanho, composi¢cdo, posicionamento,
podendo variar entre as espécies de leishmania. Na L. major, por exemplo, as
cadeias de LPG sao mais ramificadas e as substituicbes sdo variadas,
contendo glicose, galactose e arabinose. J4 a molécula LPG de L. donovani
nao possui ramificagcdes (McConville et al. 1990; McConville et al. 1995). Além
disso, a estrutura do LPG difere entre as diferentes formas da leishmania,
sendo maior nas formas metaciclicas e ausente nas formas amastigotas. Esta
molécula esta relacionada com a ligagdo do parasito ao trato intestinal do

inseto vetor e é um dos principais determinantes da infectividade e
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sobrevivéncia das formas metaciclicas no hospedeiro vertebrado (Davies et al.
1990; Pimenta et al. 1991; McConville et al. 1992).

Algumas espécies, como por exemplo, L. infantum, ndo apresentam
modifica¢des na estrutura do LPG durante a metaciclogénese. Sendo assim, 0s
parasitos possuem a mesma estrutura de LPG para formas prociclicas e
metaciclicas (Ibraim et al. 2013). O LPG de L. (V.) braziliensis possui estruturas
diferentes nas formas prociclicas e metaciclicas. O LPG das formas prociclicas
nao possuem ramificacdes, enquanto que o das fromas metaciclicas possuem
ramificacbes de até dois residuos de beta Glicose (BGlIc) ligados a cadeia
linear (Soares et al. 2010) (Figura 4).
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GM GM GM GM GM
Glc Gle Glc
(}‘lc Gle Gle Gle (j‘lc
£ brasit /C,M GM GM ((J M {G M GM {(ﬁh\l\ GM 5
. braziliensis- \ > \ 3 \ \ \ I \ ‘,,\ A
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Figura 4: Estrutura bioguimica do LPG de promastigotas prociclicas e metaciclicas de L. (V.)
braziliensis.

Fonte: Soares et al. (2010)

A Metaciclogénese também pode ocorrer in vitro, durante o crescimento
dos parasitos em meios de cultura axénicas. As formas metaciclicas, obtidas
em cultura apresentam caracteristicas morfolégicas semelhantes as
encontradas no inseto vetor, com a maior capacidade de promover infeccbes
(Howard et al. 1987; Bates & Tetley 1993). A metaciclogénese observada in
vitro depende de fatores como: tempo de cultura, pH, disponibilidade de
nutrientes, niveis de tetrahidrobiopterina (cofator da Oxido nitrico sintase),

podendo ser intensificada em maior tempo de cultura, baixo pH e falta de
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nutrientes (Cunningham et al. 2001). Em cultura, as amastigotas se diferenciam
em promastigotas em um tempo de aproximadamente 48 horas. As
promastigotas prociclicas estdo presentes em culturas recentes, proliferando
intensamente, o0 que caracteriza a fase logaritmica de uma cultura. Em culturas
de mais de 4 dias aparecem as promastigotas metaciclicas que proliferam
menos. Em culturas mais tardias de 6 a 10 dias, as leishméanias param de
proliferar, caracterizando a fase estacionaria, onde pode ser encontrado um
maior numero de parasitos diferenciados para a forma metaciclica. Isto foi
confirmado para a maioria das espécies de leishmania (Sacks & Perkins 1984;
Rizvi et al. 1985; Sacks et al. 1985; Pimenta et al. 1994).

1.4. Métodos de purificacdo de formas metaciclicas de leishméania

Existem técnicas baseadas na modificacdo da molécula de LPG para
identificacdo e purificacdo de promastigotas metaciclicas de leishmania.
Estudos com Leishmania major e Leishmania donovani mostraram que as
mudancgas bioquimicas que ocorrem na molécula de LPG podem ser
identificadas por meio da capacidade de ligacdo dos parasitos as moléculas de
lectinas e que a ligacdo, ou auséncia de ligacdo, esta associada com o

processo de metaciclogénese (da Silva & Sacks 1987; Sacks et al. 1995).

As lectinas compreendem um grupo estruturalmente diverso de
proteinas, que apresentam uma grande variedade de especificidade de ligacao

a carboidratos. A maioria das lectinas é isolada de plantas da familia
Leguminosae (Grangeiro et al. 1997; Loris et al. 1998).

O método de purificacdo utilizando lectinas consiste em selecionar
negativamente as metaciclicas, por meio de aglutinacdo, sendo assim, as
prociclicas estardo aglutinadas com a lectina e as metaciclicas estardo livres
(Saraiva et al. 2005). Isso acontece porgue na superficie das formas
promastigotas prociclicas ha residuos de acucar que se ligam especificamente
a determinadas lectinas, como por exemplo, a lectina de amendoim (PNA),
lectina de lentilha (LL) e lectina de Bauhinia purpurea (BPL). Muitos destes
sitios de ligagdo sdo perdidos durante a metaciclogénese (Sacks et al. 1985;
Almeida et al. 1993; Pinto-da-Silva et al. 2002).

Além das lectinas, existem outros métodos para selecionar as formas
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metaciclicas por selecdo negativa, como por exemplo, pelo uso de anticorpos
monoclonais especificos para carboidratos das formas prociclicas de L.
amazonensis (Courret et al. 1999) e L. tropica (Lira et al. 1998). Ha ainda,
meétodos de purificacdo de formas metaciclicas que sdo independentes das
modificagcdes na estrutura do LPG, como por exemplo, a separagcdo por
gradiente de densidade Ficoll, sendo muito comum o uso desta técnica para a
distincdo de formas metaciclicas de espécies de leishmania com alteragbes na
molécula de LPG (Spath & Beverley 2001).

Ja foi descrito que as formas promastigotas metaciclicas de L. (V.)
braziliensis em culturas na fase estacionaria podem ser obtidas por selecao
negativa usando lectina BPL (Pinto-da-Silva et al. 2002). A BPL reconhece
especificamente os residuos B-Gal (1-3)GalNAc do LPG, presente na superficie
das formas promastigotas prociclicas, promovendo, assim, a aglutinacéo

destas formas, deixando livres as metaciclicas (Almeida et al. 1993).

1.5. Meios de cultivo para leishmania

O primeiro relato de cultivo de L. donovani foi feito em 1904, utilizando
sangue acidificado com &cido citrico (Rogers 1904). Em seguida, surgiram
outros meios de cultivo como, por exemplo, o Novy-MacNeal-Nicolle medium
(NNN) que é composto com agua destilada e agar sangue, neste meio, em
geral, eram necessarias de trés a quatro semanas para que houvesse o

crescimento dos parasitos (Hockmeyer et al. 1981).

Culturas de leishméanias em diferentes meios e temperaturas abaixo de
28°C tém sido muito utilizadas experimentalmente. As formas promastigotas
obtidas a partir de culturas axénicas possuem caracteristicas semelhantes aos
seus homologos encontrados no inseto vetor, no que diz respeito a morfologia,
componentes bioquimicos e propriedades bioldgicas, como a infectividade in
Vvivo e in vitro (Lemesre et al. 1997; Schuster & Sullivan 2002).

O cultivo in vitro de espécies de leishmania € um método util para
adquirir quantidades de parasitos suficientes para fins de diagndstico, melhorar
0 conhecimento sobre a relacdo parasito-hospedeiro e determinar
caracteristicas imunoldgicas e biolégicas. O cultivo permite, ainda a
manutencdo em longo prazo, de populagbes ativas e com intensa capacidade
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de proliferacdo (Agarwal & Jain 1996).

Os diferentes meios desenvolvidos nos ultimos anos sao classificados
em bifasicos (semissoélidos) e monofasicos (liquidos). Em geral, os meios
liguidos sdo mais utilizados para cultura de leishmanias, pois 0s meios
semissolidos exigem uma maior manipulacao (Grekov et al. 2011).

Meios de cultura enriquecidos com soro, 0 que incialmente utilizados
para o cultivo de células de mamiferos e de insetos, tem sido usados com
sucesso no cultivo de diferentes espécies de leishménia. Estes incluem os
meios: 199H, RPMI 1640, Schneider's Drosophila, Dulbecco, Grace, dentre
outros (Chance et al. 1974; Hendricks et al. 1978; Childs et al. 1979). Todos
estes meios requerem a adicédo de 10-30% de soro bovino fetal (SBF) como um
fator importante para o crescimento de formas promastigotas de leishmania por

longos periodos de tempo (Merlen et al. 1999).

Em geral, microrganismos sao exigentes e requerem muitos nutrientes
durante o crescimento em cultura. Os componentes e/ou diferentes lotes de
meios podem ser toxicos e podem prejudicar o crescimento. Muitos meios
incluem na sua composi¢cdo soro humano ou animal, que € um componente
caro, de composicao variavel e podem conter fatores que sédo prejudiciais ao
crescimento de parasitos, incluindo agentes infecciosos que, por exemplo,
podem interferir nos resultados de experiéncias bioquimicas e/ou imunologicas
(Merlen et al. 1999; Visvesvara & Garcia 2002).

Ha meios de cultivo que sdo adaptados para cultivos de diferentes
espécies de leishmanias e ndo possuem soro. Estes meios sdo enriquecidos
com grande concentracdo de aminoacidos, vitaminas, albumina bovina,
hormonios e urina humana (Howard et al. 1991; Armstrong & Patterson 1994).

Além de permitir o crescimento, 0 meio de cultivo deve ser capaz de
manter as caracteristicas intrinsecas e extrinsecas dos parasitos. Uma das
caracteristicas das espécies de L. (V.) braziliensis é a sua alta exigéncia para
crescer e se adaptar em meios liquidos, sendo que existem relatos que estes
parasitos podem perder a sua capacidade de proliferacdo apds poucas
passagens no meio. Embora existam varios componentes envolvidos no
processo de cultivo, o SBF pode ser um dos fatores limitantes do crescimento
(Shaw & Lainson 1981; Celeste & Guimaraes 1988; Lemesre et al. 1988;
Merlen et al. 1999; Oliveira et al. 2010).
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1.6. Infecg&o de camundongos BALB/c

InfeccOes experimentais em animais s&o comumente utilizadas para
aumentar as chances de isolar parasitos ou para estudos da patogénese da
doenca. Camundongos ou hamsters s&o 0s animais que mais sao utilizados em
laboratorio para estudo da leishmaniose. Os camundongos apresentam
diferentes graus de susceptibilidade a diferentes espécies de leishméanias
sendo, por exemplo, resistentes a L. (V.) braziliensis (Singh 2006). Em casos
de infeccdo em camundongos BALB/c, € necessario obter os parasitos apos 4-
7 dias de cultura, pois € neste periodo que os parasitos em cultura entram em
fase estacionaria e apresentam uma viruléncia maior comparada com aqueles
da fase logaritmica (Sacks & Perkins 1984; Sacks 1989).

Camundongos BALB/c infectados com L. (V.) braziliensis desenvolvem
lesbes pequenas, nodulares e com cura espontadnea, diferente das lesGes
causadas por infecgcdo com L. major, que provoca Ulceras progressivas (Rocha
et al. 2007). Isto ocorre devido ao desenvolvimento de uma resposta imune,
caracterizada pela presenca de altos niveis de INF-y, baixos niveis interleucina
4 (IL), IL-10 e IL-13 quando os animais séo infectados com L. (V.) braziliensis,
enquanto na infeccéo por L.major, ha uma resposta polarizada com a presenca
de elevados niveis de arginase | e IL-4. (Costa et al. 2011). A citocina INF-y é
essencial para o controle de infec¢des por L. (V.) braziliensis, pois ativam
elementos microbicidas de macréfagos como, por exemplo, a producdo de
oxido nitrico (NO) (DeKrey et al. 1998). Ja a presenca de altos niveis de IL-4 e
arginase | favorecem o crescimento dos parasitos in vivo (Iniesta et al. 2005;
Kropf et al. 2005).
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2. JUSTIFICATIVA

A leishmaniose tegumentar (LT) € uma doenca infecto-parasitaria, causada
por protozoarios (Goto & Lindoso 2010; Viana et al. 2012). Um total de 98
paises apresenta atualmente transmissdo endémica da leishmaniose, sendo
gue a estimativa global de incidéncia da leishmaniose cutéanea é de 700 mil a
1,2 milh&o de casos por ano. O Brasil € um dos 10 paises responsaveis por 70
a 75% dos casos de leishmaniose cutanea em todo o mundo (WHO 2011),
onde as principais espécies causadoras sao: L.(V.) braziliensis e L. (L.)

amazonensis.

O cultivo de leishméanias em laboratérios é importante para obtencéo
deste protozoario em quantidade suficiente para estudos realizados in vitro e in
vivo. Estes estudos sdo de fundamental importancia para uma melhor
compreensdo da biologia da relacdo leishméania-hospedeiro, permitindo

investigar formas de se interferir na doenca.

As formas promastigotas obtidas a partir de culturas axénicas possuem
caracteristicas semelhantes aos seus homologos no vetor no que diz respeito a
morfologia, componentes bioquimicos e propriedades biologicas (Lemesre et
al. 1997).

A espécie de L. (V.) braziliensis possui dificuldade para crescer e se
adaptar em meios liquidos. Em estudos anteriores realizados pelo nosso grupo,
foram descritos que diferentes isolados de L. (V.) braziliensis, incluindo
parasitos obtidos de LM e de LCL, podem perder a capacidade de proliferacéao
apos alguns repiques em cultura. Este mecanismo é pouco conhecido, porém
um dos motivos pode ser devido a falta de adaptacdo destes parasitos a
determinadas condicbes de cultura. No entanto, a adaptacdo de diferentes
cepas de parasitos pode variar, e alguns parasitos podem ser mais exigentes
guanto a composicdo do meio de cultura, mesmo pertencendo a mesma
espécie (Dorta et al. 2012). Embora existam varios componentes envolvidos no
processo de cultivo, o SBF pode ser um dos fatores limitantes deste
crescimento (Celeste & Guimaraes 1988; Merlen et al. 1999; Visvesvara &
Garcia 2002; Oliveira et al. 2010).
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Diante do exposto, € importante uma avaliacdo de diferentes lotes de
SBF para o preparo de meio de cultura de L. (V.) braziliensis. Nesta avaliagdo
deve-se levar em consideracdo que, além de permitir o crescimento do
parasito, o meio de cultura deve manter as caracteristicas biologicas dos

parasitos, como a metaciclogénese e a capacidade de infeccéo.
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3.

OBJETIVO

Avaliar o desempenho de diferentes lotes de SBF no preparo de meio para

cultura de L. (V.) braziliensis.

3.1.

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

3.1.4.

3.1.5.

3.1.6.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a curva de crescimento de duas cepas de L.(V.) braziliensis, em
meios de Grace contendo diferentes lotes de SBF.

Avaliar a atividade metabdlica de duas cepas de L.(V.) braziliensis, em
meios de Grace contendo diferentes lotes de SBF.

Comparar a porcentagem de formas promastigotas metaciclicas de duas
cepas de L.(V.) braziliensis, geradas em meios de Grace contendo
diferentes lotes de SBF.

Comparar o desenvolvimento da lesdo em camundongos infectados por
duas cepas de L.(V.) braziliensis, cultivadas em meios de Grace
contendo cinco diferentes lotes de SBF.

Avaliar técnicas para selecionar lotes de SBF para cultivo de L.(V.)
braziliensis.

Comparar a composi¢cdo bioquimica dos diferentes lotes de SBF
testados.
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4. METODOLOGIA

41. Parasitos

Foram utilizados duas cepas de parasitos da espécie L. (V.) braziliensis,
obtidas de pacientes com LTA e armazenadas no banco de leishmanias
(Leishbank) do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da
Universidade Federal de Goias (IPTSP/UFG). Um isolado foi oriundo de LM
MHOM/BR/2006/PPS (PPS6m) e o outro de LCL MHOM/BR/2006/CSA7c
(CSAT7c), sendo ambos caracterizados como L. (V.) braziliensis, como descrito
anteriormente (Oliveira et al. 2010). As formas promastigotas das leishmanias
foram mantidas em meio de Grace completo (Sigma, St Louis, MD, EUA)
suplementado com 20% SBF (SBF, Cripion, Andradina, SP, Brasil, lote 20650)
inativado 56 °C 30 min, 2mM L-glutamina (Sigma), 100 U/mL de penicilina e
100 pug/mL de estreptomicina (Sigma) e mantidas em estufa BOD, a 26 °C.
Alternativamente, foram utilizados para o cultivo de leishmanias, cinco meios
de Grace completo, suplementando com os diferentes lotes de SBF, como
representado na tabela 1. O meio 1, ja descrito, foi caracterizado como o lote
padrdo ouro, ou seja, aquele em que as formas promastigotas em fase
logaritmica foram mantidas, e a partir deste, foram realizados os repiques
para os respectivos meios contendo os diferentes lotes de SBF teste, para

gue posteriormente fossem realizados os ensaios. Todos os repiques foram

iniciados com 5x105 leishméanias/mL.

Tabela 1: SBF utilizados para a suplementacdo dos meios de Grace completo.

Meio 1 20650 Cripion, SP, Brasil | Padré&o ouro
Meio 2 20700 Cripion, SP, Brasil Teste
Meio 3 18040998-fe LGC Teste
Biotecnologia,
SP, Brasil
Meio 4 LO05 Cripion, SP, Brasil Teste
Meio 5 20710 Cripion, SP, Brasil Teste
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4.2. Curvade Crescimento

. . 5 . Al : .
Apobs o repique com 5x10° leishméanias/mL nos diferentes meios, o0s

parasitos foram quantificados diariamente em hematocitometro durante 6 dias.
Foram avaliadas as curvas de crescimento em dois periodos distintos para
cada cepa de L. (V.) braziliensis. Para a realizacdo da curva de crescimento 1
0s parasitos obtidos na fase logaritmica de cultura no meio 1 foram repicados
para os novos meios de Grace contendo os diferentes lotes teste de SBF,
caracterizando a primeira passagem nestes meios, conforme representado na
figura 5.

Para a realizagédo da curva 2 de crescimento, os parasitos foram obtidos
na fase logaritmica da cultura utilizada para a curva de crescimento 1 e
repicados para novos meios de Grace contendo 0s seus respectivos lotes teste
de SBF, caracterizando a segunda passagem em meios contendo diferentes
soros (Figura 5).

Leishmanias cultivadas no meio 1

Apos 3 dias
(fase Log) Curva 2

Curva 1 ]
Meios com # Lotes SBF — Meios com # Lotes SBF
(1° Passagem) (2° Passagem)

Figura 5: Esquema representativo do periodo de avaliacao das curvas de crescimento.

4.3. AvaliacOes da atividade metabdlica

A atividade metabdlica das formas promastigotas em fase logaritmica foi
avaliada pelo ensaio colorimétrico do MTT (3-(4,5-dimetilazol-2i)-2,5-difenil
brometo de tetrazdlio). O ensaio baseia-se na reducédo do sal de tetrazolio [3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2-5-diphenyl  tetrazolium bromide] pela enzima
mitocondrial succinato desidrogenase gerando cristais violeta de formazam.
Esta redugdo s6 ocorre em células viaveis, sendo assim, a quantidade de

formazan formado € diretamente proporcional a quantidade de células vivas
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(Dutta et al. 2005).

Foram realizados testes de MTT em trés condi¢Oes diferentes, diferindo
entre si, na quantidade de passagem dos parasitos pelos meios de Grace
contendo os diferentes lotes teste de SBF.

Para a realizagao do teste de MTT 1, 5x105 leishméanias/mL obtidas na
fase logaritmica de cultura no meio 1, foram repicadas para novos meios de
Grace contendo os diferentes lotes teste de SBF, caracterizando a primeira
passagem nestes meios, assim como foi feito na curva de crescimento 1 (figura
5). O O esquema deste primeiro repique esta representando na figura 6.

Para realizacdo do teste de MTT 2, 5x10‘rJ leishméanias/mL foram obtidas
na fase logaritmica da cultura utilizada para a curva 1, e repicadas para novos
meios de Grace contendo o0s seus respectivos lotes teste de SBF,
caracterizando a segunda passagem neste meios, assim como foi feito na
curva de crescimento 2 (figura 6).

Para realizacdo do teste de MTT 3, 5x105 leishméanias/mL foram

obtidas na fase logaritmica da cultura utilizada para a curva 2, e repicadas para
novos meios de Grace contendo 0s seus respectivos lotes teste de SBF,
caracterizando a terceira passagem neste meios (Figura 6).

Depois de realizadas as passagens pelos meios contendo os diferentes
lotes teste de SBF, os parasitos recuperados foram lavados e submetidos ao
teste de MTT. Os testes de MTT foram realizados em placas de 96 pocos

(Costar), foram adicionados 20 uL de MTT (5 mg/mL) a cada po¢o com volume
final de 100 pL, contendo 5x105 leishméanias/mL. A cultura foi mantida em

estufa BOD a 26 °C por periodo 24 h, seguido da adicdo de 100 uL de DMF
(Dimetilformamida) 50% - SDS (Dodecil Sulfato de Sédio) 10% por 18 h a 37°C
para solubilizar os cristais de formazan. A densidade Optica foi determinada a
550 nm, em leitor de microplacas (MULTISKAN).
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Leishmanias cultivadas no meio 1

¥ ¥ ¥

Teste de MTT 1 Testede MTT 2 Teste de MTT 3
Meios com # Lotes SBF+ MTT  Meios com # Lotes SBF Meios com # Lotes SBF
(1° Passagem) (3 dias) (3 dias)
Incubar 24 horas 26 ° (1° Passagem) (1° Passagem)

Y 4

Meios com # Lotes SBF+ MTT Meios com # Lotes SBF
(2° Passagem) (2° Passagem)

Incubar 24 horas 26 °
48 h ;

Meios com # Lotes SBF + MTT
(3° Passagem)
Incubar 24 horas 26 °

Figura 6: Esquema representativo do periodo de avaliagao dos testes de MTT.

4.4. Quantificacdes das formas metaciclicas

Para avaliacdo da metaciclogénese, o0s parasitos obtidos na fase
logaritmica de cultura no meio 1, foram repicados para novos meios de Grace
contendo os respectivos lotes teste de SBF. Apds seis dias de cultura, as
formas promastigotas foram lavadas 3x com PBS e ressuspendidas para 1,5 x

107 leishméanias/mL em PBS (100 uL). Foram adicionados 100 ug/ml de lectina

de Bauhinia purpurea (BPL, Vector Laboratérios, Bulingame, CA, EUA), apo6s
30 min de incubacéao, a temperatura ambiente, a suspensao foi homogeneizada
suavemente, centrifugada a 40 x g (5 min) e as formas promastigotas
metaciclicas foram coletadas do sobrenadante, e quantificadas em
hematocitbmetro. O percentual de metaciclicas foi determinado pela
multiplicacdo da quantidade de formas promastigotas recuperadas x 100
dividida pela quantidade de leishmanias total na amostra sem lectina.

4.5. Camundongos e infec¢éo in vivo

Para avaliacdo da infectividade, os parasitos obtidos na fase logaritmica
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de cultura no meio 1, foram repicados para novos meios de Grace contendo os
respectivos lotes testes de SBF. ApOs seis dias de cultura, as formas
promastigotas foram lavadas 3x com PBS e ressuspendidas para 1,0 x 107
leishméanias em 50 puL em PBS. A infeccdo experimental foi realizada pela
injecdo da suspensdo de parasitos no coxim plantar posterior esquerdo dos
animais. A lesdo desencadeada na pata infectada foi monitorada
semanalmente durante um periodo de 5 semanas com auxilio de um
paquimetro (Mitutoyo, Kawasaki, Japan) comparando-se com 0 tamanho da
pata nao infectada.

Foram utilizados camundongos BALB/c fémeas de 8 a 12 semanas de
idade, mantidos no Biotério do IPTSP/UFG em salas climatizadas, a 22 0C,

com ciclos de claro e escuro de 12 horas, em estante ventilada (ALESCO, SP)
com alimentacdo e agua ad libitum. ApGs cinco semanas de infeccdo, os
animais foram anestesiados com uma solucdo de xilazina/cetamina e
eutanasiados. Para cada grupo de experimentos foram utilizados 5
camundongos.

4.6. Dosagens bioquimicas

Os lotes de SBF foram inativados a 60 0C durante 1 hora e armazenados

a — 20 C. A guantidade de albumina, calcio, creatinina, ureia, glicose, cloro,

sédio, potassio, proteinas totais, colesterol presentes nos diferentes lotes de
SBF foram avaliadas por metodologias automatizadas utilizando o principio
colorimétrico e/ou enzimético (equipamento ARCHITECT ¢8000, reagentes
ABBOTT). A quantificacdo de hemoglobina foi realizada por meio de fotometria

(equipamento XE-2100 — Roche, reagente Sulfolyser).
4.7 Analises estatisticas
Os resultados foram comparados para avaliar a significancia das

diferencas, utilizando o teste Anova one-way seguido por Tukey, usando o
programa GraphPad Prism Software 5.0 (Inc. San Diego, CA, USA). Os dados
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foram apresentados em graficos contendo média + desvio padrdo. Valores de p

< 0,05 foram considerados significantes.
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5. RESULTADOS

5.1. Uma passagem em cultura ndo discrimina lotes ruins de SBF pela
técnica de quantificacdo de parasitos

A adaptacdo dos parasitos aos meios contendo diferentes lotes de SBF
foi avaliada por meio da curva de crescimento. Apds o primeiro repique, 0s
parasitos apresentaram um perfil de crescimento similar em todos os meios. Os
parasitos da cepa PPS6m atingiram um ndmero maior do que 1,0 x 10’
leishmanias/mL em todos os meios, apos o terceiro dia de cultivo, exceto no
meio 3 (Figura 7A). O mesmo foi observado para os parasitos da cepa CSA7c,
porém a partir do quarto dia (Figura 7B). O maior numero dos parasitos
PPS6m foi alcancado no meio 1 em relagdo aos outros meios, e no meio 2, em
relacdo ao meio 3, sendo que 0s outros meios propiciaram um menor
crescimento dos parasitos, principalmente no terceiro e quarto dia (Figura 7A).
Em CSA7c, o maior nimero de parasitos foi alcancado apenas no meio 1 em
relacdo aos outros meios, principalmente no sexto dia (Figura 7B). Os menores
numeros de parasitos, foram observados no meio 3, para ambos os isolados,

no terceiro dia de cultura (Figura 7A-B).
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Figura 7: Adaptacdo dos parasitos apds primeira passagem para meio de Grace com
diferentes lotes de Soro Bovino Fetal. Os gréficos representam a curva de crescimento de
formas promastigotas de L. (V.) braziliensis PPS6m (A) e CSA7c (B). Os parasitos obtidos na
fase logaritmica de cultura do meio de Grace 1, foram repicados para novos meios contendo
diferentes lotes teste de soro bovino fetal. As linhas representam o crescimento dos parasitos
no decorrer dos dias. Os dados representam as meédias + SD de trés experimentos
independentes, realizados em triplicata. As letras b, ¢, d e e significam diferenca
estatisticamente significativa entre o meio 1 e os meios 2, 3, 4 e 5 respectivamente. As letras
X,y e z significam diferenca estatisticamente significativa entre o meio 2 e os meios 3, 4 e 5
respectivamente. Os dados foram avaliados por ANOVA One-way seguido por Tukey e foram
considerados significativos quando p<0.05.
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Apds 0 segundo repique nos meios contendo os respectivos lotes de
SBF, foi observado que apenas o meio 1 foi capaz de sustentar o crescimento
dos parasitos tanto para PPS6m quanto para CSA7c, atingindo um nuamero
superior a 1,0 x 10’ leishmanias/mL no segundo dia para PPS6m,e no terceiro
dia para CSA7c (Figura 8 A-B). O numero de parasitos dos outros meios foi

inferior a 1,0 x 10 leishmanias/mL no decorrer de todo periodo experimental.

35



PPS6m

105108 bede . moi 1
] b,c,de bcde bede g meio2
TE' b,c,de - meio 3
s ] T -* meio 4
§ 10«07 - meio 5
E r
i =
w
3
- -
S 1.0x108]
° ]
@
E
I
= ]
1.0x105
S
Dias de Cultura
CSATc
1.0x108+ - meio 1
] becde becde bcde = meio 2
TEI = meio 3
s ] -+ meio 4
§ 1007 -+ meio 5
E r
=
w
>
— -
S 1.0x100]
° 1
L]
E
=
z ]
1.0x1051

0 1 2 3 4 5 6
Dias de Cultura

Figura 8: Adaptacdo dos parasitos apdés segunda passagem para meio de Grace com
diferentes lotes de Soro Bovino Fetal. Os graficos representam as curvas de crescimento de
formas promastigotas de L. (V.) braziliensis PPS6m (A) e CSA7c (B). Os parasitos obtidos na
fase logaritmica de cultura da curva 1, fora repicados para novos meios contendo diferentes
lotes teste de soro bovino fetal. As linhas representam o crescimento dos parasitos no decorrer
dos dias. Os dados representam as médias + SD de trés experimentos independentes,
realizados em triplicata. As letras b, c, d e e significam diferenca estatisticamente significativa
entre o meio 1 e os meios 2, 3, 4 e 5 respectivamente. Os dados foram avaliados por ANOVA
One-way seguido por Tukey e foram considerados significativos quando p<0.05.
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5.2 Duas ou mais passagens em cultura discrimina lotes ruins de SBF
pelo teste de MTT

A atividade metabdlica de promastigotas foi avaliada apo6s diferentes
repigues. As formas promastigotas foram cultivadas no meio de Grace 1 e
posteriormente foram transferidas para meios contendo os diferentes lotes de
SBF para avaliacdo com o teste de MTT. Como mostrado na Figura 9, a
simples transferéncia das leishmanias para meios com diferentes lotes de soro
foi suficiente pra discriminar alguns lotes de SBF que n&o séo apropriados para
cultivo de leishmania, uma vez que, para a cepa PPS6m o0s parasitos
cultivados no meio 1 apresentaram uma melhor atividade metabdlica, quando
comparado com o0s parasitos cultivados nos meios 3 e 4. Por outro lado, os
parasitos presentes no meio 5 possuiam uma atividade metabdlica semelhante
aos parasitos presentes no meio 1 e maior do que a observada nos parasitos
dos meios 2, 3 e 4. Os parasitos ho meio 2 apresentaram uma atividade
metabolica semelhante ao meio 1 e maior a observada nos meios 3 e 4. Para
a cepa CSA7c, o resultado foi semelhante. Os parasitos cultivados nos meios 1
e 5 continuaram apresentando uma maior atividade metabdlica, porém,
parasitos cultivados no meio 1 apresentaram maior atividade metabdlica

somente gque 0s parasitos cultivados no meio 3 (Figura 9).
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Figura 9: Avaliacdo da atividade metabdlica em meios de Grace contendo diferentes
lotes de Soro Bovino Fetal. Os graficos representam a atividade metabdlica de formas
promastigotas de L. (V.) braziliensis (PPS6m e CSA7c). Os parasitos obtidos na fase
logaritmica de cultura do meio de Grace 1, foram ressuspendidos em novos meios contendo
diferentes lotes teste de soro bovino fetal para a realizacdo do ensaio de MTT. Os dados
representam as médias = SD de trés experimentos independentes, realizados em triplicata. * p
< 0,05 indicam diferencas entre os meios. Os dados foram avaliados por ANOVA One-way
seguido por Tukey.

A atividade metabdlica dos parasitos no meio 1 e no meio 5 foi
semelhante, enquanto os demais meios foi inferior. Com o objetivo de observar
se a atividade metabdlica das leishméanias no meio 5 era preservada em uma
segunda passagem, foi realizado um segundo repique para novos meios
contendo os respectivos lotes de SBF. Os resultados mostraram que o lote de
SBF presente no meio 1 continuou proporcionando uma boa atividade
metabolica para os parasitos em ambos os isolados, assim como o meio 5
(Figura 10). O meio 2 apresentou-se pior em relacdo ao meio 1, diferente do
gue foi observado ap6s a simples transferéncia para os meios contendo os
diferentes lotes de SBF (Figura 9).
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Figura 10: Avaliacdo da atividade metabdlica dos parasitos apds a segunda passagem
em meios de Grace contendo diferentes lotes de Soro Bovino Fetal. Os gréficos
representam a atividade metabolica de formas promastigotas de L. (V.) braziliensis (PPS6m e
CSATc). Os parasitos obtidos na fase logaritmica de cultura da curva 1, foram repicados para
novos meios de Grace contendo 0s seus respectivos lotes teste de soro bovino fetal para a
realizacdo do ensaio de MTT. Os dados representam as médias + SD de trés experimentos
independentes, realizados em triplicata. * p < 0,05 indicam diferengas entre os meios. Os dados
foram avaliados por ANOVA One-way seguido por Tukey.

Com o intuito de verificar se um novo repique dos parasitos era capaz de
discriminar o meio 5 do meio 1, foi realizado um terceiro repique para novos
meios contendo os respectivos lotes de SBF. Os resultados mostraram que em
ambas as cepas de parasitos, mesmo ap0s terceira passagem, 0s parasitos
presentes nos meios 1 e 5 possuem uma atividade metabdlica semelhante e

superior aos parasitos nos demais meios (Figura 11).
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Figura 11: Avaliacdo da atividade metabdlica dos parasitos apds terceira passagem em
meios de Grace contendo diferentes lotes de Soro Bovino Fetal. Os graficos representam
a atividade metabdlica de formas promastigotas de L. (V.) braziliensis (PPS6m e CSA7c). Os
parasitos obtidos na fase logaritmica de cultura da curva 2, foram repicadas para novos meios
de Grace contendo os seus respectivos lotes teste de soro bovino fetal e, em seguida, o ensaio
de MTT foi realizado. Os dados representam as médias + SD de trés experimentos
independentes, realizados em triplicata. * p < 0,05 indicam diferencas entre os meios. Os dados
foram avaliados por ANOVA One-way seguido por Tukey.

5.3. A cepa PPS6m apresentou diferenca na porcentagem de formas
promastigotas metaciclicas gerada durante o cultivo nos meios

As formas promastigotas em fase estacionaria foram submetidas ao
ensaio de aglutinacdo com BPL, apés cultivo nos meios contendo os lotes de
SBF. Os dados mostraram que para a cepa PPS6m, os parasitos cultivados no
meio 1 proporcionaram maior porcentagem de metaciclicas em relacdo aos
parasitos cultivados no meio 4. Na cepa CSA7c, independente do lote de SBF
utilizado nos meios, ndo houve diferenca na porcentagem de metaciclicas

recuperadas (Figura 12).
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Figura 12: Recuperacdo de formas promastigotas metaciclicas cultivadas em meio de
Grace contendo diferentes lotes de Soro Bovino Fetal. Os graficos representam a
porcentagem de formas metaciclicas de L. (V.) braziliensis (PPS6m e CSA7c). Os parasitos
foram cultivados em meio de Grace contendo diferentes lotes de soro bovino fetal durante 6
dias e, em seguida, foram submetidas ao teste de aglutinacdo em lectina Bauhinia purpurea. A
porcentagem formas promastigotas metaciclicas que foi coletada no sobrenadante foi
determinada em relag&o ao total de parasitos. Os dados representam as médias + SD de trés
experimentos independentes, realizados em triplicatas. * p < 0,05 indica diferenca entre os
meios. Os dados foram avaliados por ANOVA One-way seguido por Tukey.

5.4. Parasitos em fase estacionaria causam lesdes semelhantes em
camundongos BALB/c independente dos lotes de SBF presentes nas
culturas

Considerando que para a cepa PPS6m, os lotes de SBF 1 e 4,
proporcionaram maior € menor porcentagem de metaciclicas, respectivamente,
0s parasitos cultivados nestes meio, foram utilizados para a infeccdo dos
animais, tanto para PPS6m, quanto para CSA7c, buscando verificar se ha
interferéncia no tamanho das lesbes provocadas pelos parasitos cultivados
nestes diferentes meios.

As lesBes desenvolvidas nos camundongos BALB/c foram pequenas.
Com a cepa PPS6m, a lesdo comecou a se desenvolver apés a segunda
semana de infeccdo (Figura 13), os resultados mostraram que 0s parasitos
cultivados nos dois meios sédo capazes de provocar lesdes semelhantes nos
camundongos, mesmo 0 meio 4 proporcionando uma baixa porcentagem de

promastigotas metaciclicas (Figura 12).
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Figura 13: Lesdo desencadeada em camundongos BALB/c infectados com parasitos
PPS6m cultivados em meio de Grace contendo diferentes lotes de Soro Bovino Fetal. Os
gréaficos representam o tamanho da lesdo de camungongos BALB/c infectados com formas
promastigotas de L. (V.) braziliensis (PPS6m). Os parasitos foram cultivados em meio de Grace
contendo diferentes lotes de soro bovino fetal durante 6 dias, em seguida, foram inoculados na
pata esquerda dos camundongos. Os graficos representam a diferenca entre a pata infectada e
a pata nao infectada. Os dados representam as médias + SD de dois experimentos com cinco
animais por grupo. Os dados foram avaliados por ANOVA One-way seguido por Tukey.

Diferente do isolado PPS6m, com a cepa CSA7c, as lesbes comecaram
a se desenvolver um pouco mais precocemente, logo apds a primeira semana
de infeccdo e assim como na cepa PPS6m, ndo houve diferenca

estatisticamente significativa (Figura 14).
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Figura 14: Les8o desencadeada em camundongos BALB/c infectados com parasitos
CSA7c cultivados em meio de Grace contendo diferentes lotes de Soro Bovino Fetal. Os
graficos representam o tamanho da lesédo de camungongos BALB/c, infectados com formas
promastigotas de L. (V.) braziliensis (CSA7c). Os parasitos foram cultivados em meio de Grace
contendo diferentes lotes de soro bovino fetal durante 6 dias, em seguida, foram inoculados na
pata esquerda dos camundongos. Os graficos representam a diferenca entre a pata infectada e
a pata nao infectada. Os dados representam as médias + SD de dois experimentos com cinco
animais por grupo. Os dados foram avaliados por ANOVA One-way seguido por Tukey.
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5.5. Meio de Grace completo, suplementenado com lote de SBF 4, possui
maior concentracdo de hemoglogina, sédio, colesterol, cloro e
menor concentracao de glicose

Com o intuito de verificar se algum componente especifico presente nos
lotes de SBF poderia explicar as diferencas encontradas nos experimentos
anteriores, foram realizadas uma analise bioquimica de alguns constituintes
dos soros utilizados (Tabela 2). Os resultados mostraram que o lote de SBF
presente no meio de Grace 4, € constituido de uma maior concentracdo de
hemoglobina, sédio, colesterol, cloro e menor concentracdo de glicose, em
relacdo aos lotes dos outros meios.

Tabela 2 : Quantificacdo bioquimica dos componentes presentes nos diferentes lotes de
Soro Bovino Fetal.

| SBF1  SBF2 SBF3 SBF4 SBF5
Hemoglobina 0,0 0,0 0,2 g/dL 0
Albumina 2,1 3.3 2,4 3.1 2.7
g/dL g/dL g/dL g/dL g/dL
Célcio 13,4 14,1 13,6 13,9 13,7
mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL
Creatinina 3.4 3.6 2.8 2.7 3.6
mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL
Ureia 34 34 34 37 35
mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL
Glicose 37 34 49 15 33
mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL
Cloro 97 102 101 106 101
mEq/L mEq/L mEqg/L mEqg/L mEq/L
Sodio 135 142 142 145 142
mEqg/L mEq/L mEqg/L mEqg/L mEq/L
Potéassio >10,0 8,1 >10,0 >10,0 >10,0
mEq/L mEqg/L mEqg/L mEqg/L mEqg/L
Proteinas 3,7 4,2 4,0 4,2 4,1
Totais g/dL g/dL g/dL g/dL g/dL
Colesterol 33 29 33 38 29
mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL

Os dados representam a quantidade de alguns constituintes presentes em cada soro bovino
fetal, utilizado para a suplementacdo dos meios de Grace completo. As dosagens foram
realizadas por meio de metodologias automatizadas, utilizando o principio colorimétrico e/ou
enzimatico (equipamento ARCHITECT c¢8000, reagentes ABBOTT). A quantificacdo de
hemoglobina foi realizada por meio de fotometria (equipamento XE-2100 — Roche, reagente
Sulfolyser) em um Unico experimento independente.
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6. DISCUSSAO

O acompanhamento da curva de crescimento é, de maneira geral, a
forma mais comum de se observar se um lote de SBF é capaz de manter uma
producdo suficiente de parasitos para as pesquisas em laboratérios. Neste
estudo, foi demonstrado que o acompanhamento da curva de crescimento apés
0 primeiro repique pode induzir ao erro na escolha de um bom lote de SBF, ja
gue as duas cepas utilizadas, se adaptaram bem e atingiram um crescimento
gue pode ser considerado satisfatorio em relacdo ao meio de referéncia (Figura
7). Pelo menos uma segunda passagem dos parasitos por meios de Grace
contendo diferentes lotes de SBF € indispensavel para discriminar qual meio é
capaz de proporcionar o melhor crescimento dos parasitos e, principalmente,
sustentar o crescimento apos varias passagens (Figura 8). Para que parasitos
do género Leishmania sejam mantidos em meios de cultura liquido contendo
SBF, é indispensavel que seja escolhido um lote de SBF que mantenha as
caracteristicas de crescimento e a capacidade de infeccdo dos parasitos apés
varios repiques (Bates 2007). Poucos trabalhos na literatura discutem como
selecionar um bom lote de SBF para a manutencdo destes parasitos. Vale
ressaltar que, na maioria das vezes, a percepcédo de que um lote de SBF nao é
viavel para o cultivo de leishméanias s6 acontece quando a quantidade de
parasitos produzidos ou suas caracteristicas comecam a ser muito diferente do
gue se observava anteriormente no laboratério (Dorta et al. 2012). Isto indica

gue houve falha na selecdo do lote de SBF para realizacdo da cultura.

Childs et al. (1978), realizou um estudo comparando curvas de
crescimento de espécies de leishméanias do Novo Mundo, incluindo L. (V.)
braziliensis, cultivadas em meios suplementados com SBF (Schneider, Grace e
Mitsuhashi) com meios que necessitam da presenca de sangue (Senekje, NNN
e Tanabe). Neste trabalho, foi demonstrado que os meios suplementados com
SBF propiciavam sucesso no cultivo dos parasitos. Além disto, foi ressaltado
gue é de extrema importancia avaliar o crescimento dos parasitos ao longo do
periodo de cultivo.

Lemesre et al. (1988) utilizou o acompanhamento da curva de

crescimento para comparar o crescimento de L. (L) chagasi e L. (V.)
braziliensis com o intuito de discriminar meios de cultivo. Ele utilizou os meios
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LITR9, RPMI 1640 e GLSH, sendo que os dois ultimos eram suplementados
com SBF. Foi demonstrado que para L. (L.) chagasi todos os meios foram
capazes de sustentar o crescimento, ao contrario de L. (V.) braziliensis em que
0s parasitos cultivados em meio RPMI 1640 ndo apresentaram um bom
crescimento. Os autores demonstraram, ainda, que a concentracdo inicial de
parasitos influenciou na curva de crescimento de ambos os isolados, sendo
gue os parasitos ndo conseguiram se multiplicar quando suas densidades
iniciais foram baixas. Os resultados de Lemesre et al. (1988) sugerem que 0s
parasitos necessitam de uma quantidade minima de alguns metabdlitos
produzidos pelos mesmos, em meio de cultura. Para L. (V.) braziliensis os
parasitos atingiam um bom crescimento quando a densidade inicial era igual ou
superior a 5x105 parasitos/mL, coincidindo com a densidade utilizada no
presente estudo.

Isolados de L. (V.) braziliensis oriundos de pacientes com LTA podem
perder a capacidade de proliferacdo apés alguns repiques. O mecanismo que
causa este fendbmeno ainda néo é totalmente elucidado, porém um dos fatores
gue podem estar interferindo séo as pequenas variacdes na capacidade destes
isolados se adaptarem aos diferentes componentes presentes nos lotes de
SBF (Dorta et al. 2012)

Outra forma para avaliar a qualidade dos meios é avaliando o
metabolismo dos parasitos. Nossos dados mostram que, como observado para
a curva de crescimento, a simples transferéncia para meios contendo
diferentes lotes de SBF (primeira passagem) ndo possibilita uma boa
discriminacdo de um bom meio para cultivo de leishménia baseado na analise
do metabolismo pelo método do MTT. Entretanto, algumas diferencas no
metabolismo foram observadas nos meios contendo os diferentes lotes. Estas
diferencas nao foram relacionadas com a concentracao de proteina ou glicose
nos soros, ja que o meio 1, com menor quantidade de albumina, foi o que
proporcionou melhor crescimento e o metabolismo neste meio foi igual ao do
meio 5. O meio que possuia menos glicose, meio 4, proporcionou um
metabolismo superior ao do meio 3, sendo que este ultimo foi 0 que tinha mais
glicose. Ressaltamos que o meio 5 ndo foi capaz de suportar o crescimento
dos parasitos ap0s a segunda passagem, como mostrado na curva de

crescimento, porém este meio foi capaz de promover uma atividade metabdlica
igual ao do meio 1.
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N&do esta claro porque as diferencas comecam a ser melhor
evidenciadas apos o segundo repique. Um dos metabdlitos que pode estar
presente nas culturas dos parasitos € o metilglioxal. Foi demonstrado por
Padmanabhan et al. (2005), em seu estudo com L. donovani, que o metilglioxal
€ um produto intermediario, formado durante o processo de glicdlise, e
catabolismo de aminoacidos, sendo um metabdlito que possui atividade
citotoxica sobre os parasitos. Em tripanossomatideos, o metabolismo de
carboidratos é essencial, e este processo ocorre em organelas especificas dos
parasitos, chamadas glicossomas (Barrett et al. 1999; Moyersoen et al. 2004).
Sendo assim, temos a hipétese de que este pode ser um exemplo de
metabdlito que pode estar inibindo o crescimento e o metabolismo dos
parasitos do presente estudo. Outra possibilidade € que em um primeiro
repigue, a concentracdo e a acao destes inibidores possam nao ter efeito
suficiente para prejudicar significativamente o crescimento dos parasitos.
Consequentemente, somente ap0s dois ou trés repiques é que 0s parasitos

sofrem a acao destes inibidores, ndo sendo capazes de proliferar.

Além de suportar o crescimento dos parasitos, um bom meio de cultura
deve ser capaz de promover um bom rendimento de leishmanias metaciclicas
(Bates 2007). Neste estudo observamos variagcbes no rendimento de
metaciclicas apenas no caso do isolado PPS6m sendo que este rendimento
variou de 19,3% a 51,5%. da Silva Jr (2014) também utilizaram em seus
estudos a técnica de aglutinacdo em BPL, na mesma concentracdo utilizada
neste estudo, para a separacdo de formas metaciclicas da cepa PPS6m. Estes
autores observaram que foram recuperados uma porcentagem de
aproximadamente 75% parasitos na forma metaciclica, ou seja, uma
porcentagem maior do que a encontrado no presente estudo. E possivel que o
SBF utilizado no trabalho da Silva Jr et al. (2014) proporcionasse este melhor

rendimento.

Além do SBF, diversas varia¢cdes podem interferir na reprodutibilidade
dos testes de aglutinacédo e, devem ser levados em consideracao fatores como:
a concentragao das lectinas e dos parasitos, modo de preparo, velocidade de
centrifugacéo, o tempo de incubacao e o grau de pureza das lectinas utilizadas.
Pinto-da-Silva et al. (2002) descreveram que dentre as 12 lectinas que foram

testadas em seu estudo, a BPL é a lectina que possui uma melhor aglutinacao
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das formas promastigotas para L. (V.) braziliensis, utilizando a concentracdo de
32 ug/mL da BPL, eles foram capazes de obter 50% de formas metaciclicas a
partir de culturas em fase estacionaria. Apesar de ter sido utilizado uma
diferente concentracdo da BPL, a porcentagem foi semelhante a encontrada no
presente estudo. Cunningham et al. (2001) descreveu outros fatores que ainda
podem influenciar significativamente no desenvolvimento de formas
promastigotas metacilicas, dentre eles devem ser levados em consideracéo a
diferenca entre as espécies, as condi¢des de cultura como composi¢cdo do
meio, temperatura, fase da cultura (log ou estacionaria) e a quantidade de
parasitos. Os dados de Serafim et al. (2012) demonstraram em experimentos
com L. amazonensis que em culturas estimuladas com CGS (antagonista do
receptor de adenosina) apresentavam um maior numero de formas
metaciclicas apos separacdo com gradiente de densidade de Ficoll, e que
guando essas culturas tratadas com CGS eram incubadas com meio de Grace
sem SBF ou nenhum outro suplemento, as leishméanias ndo eram capazes de
recuperar a capacidade de proliferacdo comparada com as culturas em quer
foram adicionadas diferentes concentracbes de adenosina, onde elas
recuperavam a capacidade de proliferar, nos permitindo concluir que a falta de
alguns nutrientes como neste caso, a adenosina podem favorecer a

metaciclogénese.

Para a infeccdo dos camundongos, foram utilizados os parasitos em fase
estacionaria de cultura obtidos nos meios 1 e 4, pois para a cepa PPS6m,
estes foram os meios que apresentaram o melhor e o pior rendimento de
formas metaciclicas, respectivamente. Os dados da infeccdo nos mostraram
gue independente do lote de SBF os parasitos de ambas as cepas,
conseguiram desencadear lesbes semelhantes nas patas de camundongos
BALB/c. Neste estudo verificou-se que a cepa CSA7c originada de paciente
com LCL promoveu o aparecimento de uma lesdo mais precocemente que o
parasito PPS6m, sendo que esta ultima foi originada de paciente com LM. Isto
pode ser atribuido ao fato de que parasitos oriundos de lesdo LM possuem
uma maior atividade enzimética para hidrolisar adenosina trifosfato (ATP),
adenosina difosfato (ADP) e adenosina monofostato (AMP) comparados com
os parasitos oriundos de uma LCL, sendo assim, este excesso de ADP pode

retardar a capacidade dos parasitos da cepa PPS6m comecar a desencadear
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as lesdbes em camundongos (Leite et al. 2012). O tamanho das lesbes
provocadas pelos parasitos de ambas as cepas, foram de aproximadamente
1mm de tamanho, apds 5 semanas dados semelhantes aos descrito no

trabalho de (Francesquini et al. 2014).

Os resultados obtidos a partir das dosagens bioquimicas dos
componentes presentes nos diferentes lotes de SBF, nos mostraram que todos
os lotes possuem quantidades semelhantes de componentes bioquimicos, com
excecdo do lote de SBF 4, em que foi observado uma maior quantidade de
hemoglobina e uma menor quantidade de glicose. O SBF age com uma fonte
de minerais, aminoacidos, vitaminas e acucares, grupamentos heme, &cido
félico, dentre outros e, além disso, ele pode contribuir para a manutencao do
pH e da osmolaridade das culturas (Childs et al. 1978; Chang& Chang 1985;
Kar 1997; Schuster& Sullivan 2002). O grupo prostético heme presente nas
hemoglobinas € de importancia vital para os parasitos, pois esta envolvido em
varios processos metabdlicos (Kelly et al. 2003), sendo assim, apesar do meio
4 possuir este metabdlito, ele ndo proporciona um bom crescimento e atividade
metabdlica para os parasitos. Em contrapartida, este meio apresenta baixa
concentracdo de glicose. Estudos anteriores descreveram que parasitos da
familia Trypanosomatidae, consomem glicose como fonte de energia, e esse
consumo gera a producdo de intermediérios oxidados e &acidos organicos, e
estes por sua vez, favorecerem a queda do pH das culturas favorecendo a
metaciclogénese dos parasitos (Bates& Tetley 1993; Van Hellemond et al.
1998), portanto este fendbmeno pode estar acontecendo com 0s parasitos
cultivados no meio 4, onde a baixa concentracdo de glicose, pode estar
favorecendo a geracdo destes produtos e a inducdo precoce da

metaciclogénese, e ainda prejudicando a proliferacdo dos mesmos.

Outros componentes dos meios de cultura também s&do essenciais para
sustentar o crescimento dos parasitos. Os dados de Nino & Camacho (2005)
mostraram que L. (V.) braziliensis possuia um menor crescimento em meio
Schneider comparado com o meio TC-100. Estes autores demonstraram que
esta deficiéncia estava relacionada com a auséncia do acido folico no meio
Schneider, pois quando este foi adicionado, houve um aumento da taxa de
replicacdo dos parasitos, favorecendo o crescimento em cultura. Algumas

fungbes importantes exercidas pelos parasitos devem ser levadas em
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consideracdo para que 0S mesmos sejam capazes de serem mantidos em
cultura com intensa capacidade de proliferacédo, dentre estes fatores estao, por
exemplo: a capacidade dos parasitos em sintetizar poliaminas (Burchmore &
Barrett 2001), a presenca de enzimas do tipo quinases ciclina-dependentes
(CDKs), presentes em promastigoas em estagios proliferativo e metaciclico
(Naula et al. 2005), caseina quinases, piruvato fosfato diquinase, adenosina

quinase, cisteina proteinases, dentre outras (Barrett et al. 1999).

Portanto, o presente estudo nos mostra que € de extrema importancia a
utilizacdo de métodos para selecionar lotes de SBF, uma vez que estes podem
gerar ou faltar componentes que influenciam nas caracteristicas dos parasitos
em estudo, e ainda deve ser levado em consideracdo que para que seja
selecionado um bom lote de SBF, € necessario que seja realizado pelo menos
duas passagens dos parasitos em cultura nos meios contendo os lotes de SBF
teste, uma vez que uma Unica passagem pode induzir a selecdo de um lote de
SBF ruim. Em contraste, os lotes de SBF que nao sao capazes de proporcionar
a proliferacdo dos parasitos, sdo capazes de proporcionar formas

promastigotas metaciclicas com capacidade de infeccdo em camundongos.
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7. CONCLUSOES

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

Por meio da curva de crescimento é possivel definir um bom lote de SBF
para manutencdo de leishmanias somente ap0s a segunda passagem
dos parasitos em cultura, porém mais passagens podem ser necessarias
para uma melhor selecéo.

A andlise da atividade metabdlica pelo método de MTT nédo seleciona
bons lotes de SBF para o cultivo de leishmanias, ja que lotes ruins
possibilitaram atividades metabdlicas semelhantes ao lote bom.

A porcentagem de leishméanias metaciclicas obtidas é independente da
qualidade de SBF e do numero de parasitos presente no final da fase
estacionaria de cultura.

A capacidade dos parasitos de infectar camundongos independe da
gualidade de SBF e do numero de parasitos presente no final da fase
estacionaria de cultura. Quando as leishméanias atingem a fase
estacionaria, elas sdo capazes de induzir lesdes semelhantes em

camundongos, independente do lote de SBF.

As modificagbes observadas no comportamento dos parasitos nos
diferentes meios ndo foi devida as diferencas encontradas nos
constituintes do SBF analisados neste estudo, embora as concentracdes
de glicose e hemoglobina possam ter interferido com os resultados do lote
de SBF 4.
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ANEXOS

ANEXO 1 — Parecer do Comité de Etica

" UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS Yol
PRO-REITORIA DE PESQUISA £ POS-GRADUACAO UFG
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

Goidnia, 08/ 07/ 2013

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO PROJETO DE PESQUISA,
PROTOCOLADO NESTE COMITE SOB O N. 040/2013

I - Finalidade do projeto (pesquisa/ensino): Pesquisa
11 « Identificagho:

Titulo do projeto: Avaliagao de diferentes métodos para selecicnar soro bovino fetal para cultivo
de Leishmania (V) brazihensis

d Pesquisador Responsavel/ Unidade:
Milton Adriane Pelll de Olivelsa - Instituto de Patologia Troplcal & Salde Piblica - IPTSP

9 Pesquisadores l'fn_iiipa‘ule:: .

| 3 Nome Institwicho | Formacho Bisica | Tiulagie | Fusciens ‘
' = Poq-iu_J
rﬁoﬁym Guimardes de [ Pollyana Poilyana Guimarses | Pollyana Potlyana |
QOlvera Guimardes de | de Okveira Guimargesde | Guimardes de
Qwvera | | Oliveira Qfveira
| Joswica Cristing dos Santos | Jéssica Cristing | Jéssica Cristina dos | Jéssica Cristna | Jéssica
dos Santos Santos dos Santos Cristina dos |
== — } Santos
| Truago Nattan Nunes | Thiago Nattan | Thiago Nattan Nunes | Thiago Natian | Thiago Nattan |
Nunes Nunes Nunes

| | | t |

3 Unidade onde sera realizado:
instituio de Fatologia Tropical @ Salde Pdblica - IPTSP

o Data de apresentagio d CEUA: 280052013

111 - Objetivos e justificativa do projeto:

Objetivo geral

Indicar um método ou associaglo de mélodos para selecionar soro bovino fetal para cultivar
[eishmanias em laboratdrio,

Objetives especificos

Comparar a curva de crescimento de dois isolados de L brazifiendy cultivadas em meios
contendo diferentes fotes de SBF.
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Comparar 2 atividade metabdlica de dois isolados de L brazilionsis cultivadas em meios
contendo diferentes fotes de SBF,

Comparar 3 poreenlagem de formas: promastigotss metaciclicss de dois solados de [
hrcieilfemis geradas em ielos contendo diferentes lotes de SBF,

Comparar o desenvolvimento da lesto em camundongos de dois isoladas de L hrazifieinsis
cultivadas em meios contendo diferentes fotes de SBF.

Corelacionar o ceescimento em cultura, itividade metabolich, rendimento de formas
mietaciclicas com o desemolvimento da lesdoem camindongos,

IV - Sumirio do projets:

U Discussio sobre o possibilidade de métodos alternativos:

Um dos objetivos de cultivar leishminias em virios laborsidrios & para promover 3 infecglo
experimental de células ou animais pora uma melhor compreensdo da biologla da relagho leishmania
huspedeira ¢ para investigar formas de se interferir com u doenga, Neste projeto especilice, a uilizagio de
celulas pars avaliar o capucidude de infectar dos parasiios obtidos nos diferentes mefos de culiura ndo ¢
recomenidada. 8 que a cultura de células também depends da suplementacdo com SBF, Assim, as diferengas
enire o8 lotes desic suplemento poderia interfenr ma conclusdo deste trabalho,

U Deserigio das instalagdes utilizadas ¢ nimero de animais'irealqualidade do Ambiente (ar,
temperatura, umidade), Alimentagio/hidratacho:
Serdo utilizados camundonge BAL B femeas de § 2 12 semanas de idade obtidos do Bioténo

do IPTSIUFG. Para cada grupo de experimentos serlo utilizados 3 camundongos por grupo experimental.

Grupos Experfmentals,

Serdio uttlizados dois lsolados de leishminin obtidas de meios de culium contendo 1rés diferentes
botes de soro. Os trés lotes selecionados (entre 08 cinco testados Inichalmente) serfo. aqueles que
demonsirarem & mellor curva de crescimento dos parasiios. A selesio de (rés dos cineo lotes seri feita para
minimizar o uso de animais, §i que soros que no promovem um bom créscimenta de parasitos nlo ek
iilizados na pritica para infecgdo.

Sendo assim, o nimero total de animals serd: 5 x 2 (isolados de keishmdnia) x 3 (lotes de SBF).
Totul= 30 animais.

05 animais serlo mantidos em estantes ventiladas (Alesco) que serllo adquiridas com verbas &
projeto apravada no ediial Universal FAPEG 2012, As estantes veniiladas possuirdo caixa confeccionada cin
polisulfona, nas medidas: 3lem comprimento x 20¢m de lngura x 13ein de altary conlendo a5 animais
por galola. Serd fornecida & vontade deua acidificads ¢ raglo comercial. A salu € elimatizads a 2200 com
ciclos de claro ¢ excura de 12 hora

d  Utilizagho de agente infeccioso'gravidade da infeccio & ser abservada: A infecclo serd g
pata frascin esquenda com | X 1 formas promastipotes de [ Arzifiensds cultivada em meios contends lotes
de saros diferentes.

O Método de culunisia: Os animais serio anestesiodos com silazing ¢ cetaming anies da
euitindsia que sert felta por decapilagio. O método de decapitaglo foi escalhida, pois possibilita a coleta de
soro hiperimune que poderd ser utifizado em outros experimentos,
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0 Destino do animal:
Apds & cutandsia, os animals serio acondicionados em sacos pldsticos ¢ mantidos em freezer -
20C. Posteriommente, as carcagas serdo incineradas na escola de veterindria do UFG.

V — Comentirios do relator frente s orientagies da SBCAL

O Estrutura do  profocolo;  Adequada, apresenta  cronograma compativel, o de
responsahilidude nssinado,

d  Andlise de sofrimento Imposto, métodos alternativos ¢ beneficios: Os animais serdo
manipulados apenas por pesquisadores tremados para 1l o fim de promover um estresse minimodurante o
infecelio e manipulacio pars acompanhamento da leslio ¢ eutandsia.

J  Anilise dos riscos aos pesquisadorestalunos: De uma mancira geral, 0 projeto apresenta balxo
para 05 pesquisadores, sendo que o risco maior serd 1o momento da infeoglo dos animais. Esta infecglo serd
feita por um Gnico pesquisador previamente treinado. Em caso de scidente. o grupo conta com & culaboragio
da Infeciologista Ledice Indcia de Araijo Pereira/IPTSPAHDT que iri acompanhar o pesquisador acidentado.
Todos o5 pesquisadores terio a disposiglio ¢ deverio utilizr os EPIS oo gorro, mdscara, jolecos ¢ livas de
procedimento pira manuseio dos animais. Caso algum dos pesquisadores s¢ sinia incomodido com 2
manipulagho ¢ sacrifico-dos animals, esies serdo convidados 3 se refirarem do recinic para eviter riscos
psicoldgicos. A manipulagdo dos parssitos (leishminias) sori feita em cabing de fluxo laminar com os
devidos EPls sem a presenca de maneriais perfura corantes.

V1= Parceer du CEUA:
Diante do esposto, o parecer da CEUA sobre o projeto ¢ APROVADO,

Informagio aos pesquisadores:

Iteiteramns a importiingia deste parccer consubstancindo, ¢ lembramos que o) pesquisador(a)
responsivel deverd encaminhar & CEUA-PRPPG-UFG o Relatirio Fing! haseado na conclusio do estudo
¢ ha Incidéncia de publicagties decorrentes deste, de scorda com o disposto s Lei o', | 1794 de
0B/10/2008. ¢ Resolugho Normativa o”, 01, de 09072010 do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacao mﬁmlmﬂfﬂﬁ, (0 przo para entrega do Reladrio € de ate 30 dias apos o

encernmento da pesquiea. £
LLC;,( 2 W

D, ERatering AKimavia Botovehenco Rivera
Coordenadora da CELAPRPPGAIFG

W11« Duta da reunifio: 08072013
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