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RESUMO 

 

CORDEIRO, L. V. Correlação entre os parâmetros de virulência e resistência ao antimonial 

trivalente (SbIII) em isolados clínicos de Leishmania (Viannia) braziliensis. 2017. Dissertação 

(Centro de Ciências Exatas e da Natureza, Universidade Federal da Paraíba, João Pessoa – PB, 2017). 

 

O tratamento com os antimoniais possui várias limitações, dentre elas o crescente surgimento de 

parasitos resistentes a estas drogas. Agravando esta situação, recentes evidências de que os parâmetros 

resistência a antimoniais e virulência possam estar correlacionados em Leishmania sp. têm sido 

publicadas na literatura. Dentro deste contexto, este trabalho objetivou investigar se existe correlação 

entre os parâmetros de virulência e resistência ao antimonial trivalente (SbIII) a partir de dois isolados 

clínicos de Leishmania (Viannia) braziliensis denominados AF e JCTS. Foram selecionadas formas 

promastigotas destes parasitos resistentes ao SbIII, obtendo-se culturas com um nível de resistência 

correspondente a 14 e 13 vezes a IC50 da cultura selvagem (sensível ao SbIII) para os isolados AF e 

JCTS, respectivamente. Ao analisar a estabilidade do fenótipo de resistência adquirido, verificou-se que 

ambos os isolados clínicos apresentaram um perfil instável, com progressiva reversão da resistência 

após sucessivos repiques na ausência da droga. Em análise morfológica, foi possível observar que as 

duas culturas resistentes ao SbIII apresentaram maior quantidade de formas promastigotas com 

características de metacíclicas quando comparado com as culturas sensíveis. Contudo, o perfil de 

crescimento em meio de cultivo foi semelhante para as culturas sensíveis e resistentes de ambos os 

isolados clínicos. Em fase estacionária de crescimento, a porcentagem de soro que causou 50% de lise 

celular (EC50) da cultura AF sensível ao SbIII foi de 2,3%, enquanto que a correspondente cultura 

resistente à droga apresentou EC50 de 9,4%. De modo semelhante, as culturas JCTS sensível e resistente 

ao SbIII apresentaram EC50 de 2,5% e 18,4%, respectivamente. Assim, as culturas resistentes ao SbIII, 

de ambos os isolados clínicos, foram mais resistentes à lise mediada pelo sistema complemento do que 

as culturas sensíveis à droga. As culturas resistentes ao SbIII também apresentaram maior virulência in 

vitro sobre macrófagos murinos quando comparadas às correspondentes culturas sensíveis. O índice de 

infecção determinado para AF sensível e resistente ao SbIII foi de 260 e 593. Para JCTS sensível e 

resistente ao SbIII foi de 115 e 207, respectivamente. No modelo de infecção in vivo em camundongos 

suíços não foi evidenciada virulência significativa em nenhuma das culturas de L. braziliensis. Dessa 

forma, conclui-se que há uma correlação entre parâmetros de virulência in vitro e resistência ao SbIII 

em L. braziliensis. 

 

Palavras-chave: Leishmania braziliensis; Resistência ao antimonial trivalente; Virulência. 
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ABSTRACT 

 

CORDEIRO, L. V. Correlation between virulence parameters and resistance to trivalent 

antimonial (SbIII) in clinical isolates of Leishmania (Viannia) braziliensis. 2017. Dissertação (Centro 

de Ciências Exatas e da Natureza, Universidade Federal da Paraíba, João Pessoa – PB, 2017). 

 

Treatment with antimonials has several limitations, among them the progressive emergence of parasites 

resistant to these drugs. In this situation, recent evidence suggests that the parameters antimonial 

resistance and virulence may be correlated in Leishmania sp. have been published in the literature. In 

this context, this work aimed to investigate whether there is a correlation between virulence and 

resistance to trivalent antimonial (SbIII) from two clinical isolates of Leishmania (Viannia) braziliensis, 

named AF and JCTS. Promastigote forms of these parasites resistant to SbIII were selected, obtaining 

cultures with a resistance level corresponding to 14 and 13 times the wild-type IC50 (sensitive to SbIII) 

for the isolates AF and JCTS, respectively. When analyzing the stability of the phenotype of acquired 

resistance, it was verified that both clinical isolates presented an unstable profile, with progressive 

reversion of resistance after successive passages in drug absence. In morphological analysis, it was 

observed that two cultures resistant to SbIII presented higher amount of promastigote forms with 

metacyclic characteristics when compared to sensitive cultures. However, the growth in culture medium 

was similar for sensitive and resistant cultures of both clinical isolates. In stationary phase of growth, 

the percentage of serum that caused 50% of cellular lysis (EC50) of the AF culture sensitive to SbIII was 

2.3%, whereas the corresponding drug resistant culture presented EC50 9.4%. Similarly, the sensitive 

and SbIII resistant JCTS cultures showed EC50 2.5% and 18.4%, respectively. Thus, cultures resistant 

to SbIII from both clinical isolates were more resistant to complement-mediated lysis than drug-sensitive 

cultures SbIII resistant cultures also showed greater in vitro virulence on murine macrophages when 

compared to the corresponding sensitive cultures. The infection rate determined for sensitive and 

resistant SbIII AF was 260 and 593. For sensitive and resistant SbIII JCTS was 115 and 207, 

respectively. In the model of infection in vivo in swiss mice, no significant virulence was evident in any 

culture of L. braziliensis. Thus, we conclude that there is a correlation between parameters of in vitro 

virulence and resistance to SbIII in L. braziliensis. 

 

Keywords: Leishmania braziliensis; Resistance to trivalent antimonial; Virulence. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Leishmanioses 

 

 As leishmanioses constituem um grupo de doenças infecciosas, não contagiosas, 

causadas por protozoários do gênero Leishmania, transmitidas ao homem pela picada de 

flebotomíneos fêmeas infectadas. Elas estão inseridas no grupo das doenças negligenciadas, 

que acometem principalmente países tropicais e populações de baixa condição socioeconômica.  

(MURRAY et al., 2005; FEASEY et al., 2010). Embora estime-se que 1,3 milhões de novos 

casos e 20.000 a 30.000 mortes ocorram anualmente, ainda há uma disponibilidade de recursos 

muito aquém da necessária para que essas doenças sejam erradicadas (WHO, 2016a), pois 

despertam pouco interesse por parte das grandes empresas farmacêuticas para investimento em 

pesquisa, produção de medicamentos mais eficazes e vacinas (MURRAY et al., 2005; 

LINDOSO; LINDOSO, 2009; FEASEY et al., 2010). 

 As características clínicas das leishmanioses são de ampla diversidade, variando 

conforme um conjunto de fatores que envolvem a espécie do flebótomo, a virulência e genética 

do parasito, fatores ambientais, bem como a capacidade imunológica e genética do hospedeiro 

mamífero (MURRAY et al., 2005; ZERPA et al., 2007). De acordo com as manifestações 

clínicas, essas doenças são divididas em dois grupos: leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose 

tegumentar (LT). A LT se subdivide em quatro tipos básicos: leishmaniose cutânea localizada 

(LCL), leishmaniose disseminada (LCDS), leishmaniose cutânea difusa (LCD) e leishmaniose 

mucocutânea (LMC) (DAVID; CRAFT, 2009; GOTO; LINDOSO, 2012; BARBOSA; 

COSTA, 2013).  

 A leishmaniose visceral é uma forma grave da doença, que recebe esse nome por 

acometer as vísceras, causando organomegalia, especialmente do fígado e baço (Figura 1A). É 

popularmente conhecida como calazar (do indu kala-azar. Kala = negra, azar = febre), e 

caracteriza-se por episódios irregulares de febre alta, considerável perda de peso, pancitopenia, 

anemia e discreto aumento da pigmentação da pele em alguns pacientes (ALVAR et al., 2012). 

Caso não tratada, a taxa de óbito é aproximadamente 100%. Os agentes etiológicos relacionados 

a essa forma clínica são a Leishmania donovani, no Velho Mundo e a L. infantum/chagasi, 

encontrada no Velho e Novo Mundo (VAN-GRIENSVEN; DIRO, 2012; WHO, 2016b). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde, a leishmaniose dérmica pós-calazar (PKDL) é uma 



16 

 

complicação da leishmaniose visceral que geralmente aparece seis meses a um ano ou mais 

após cura aparente da doença, mas pode ocorrer antes ou mesmo simultaneamente com a LV. 

É caracterizada por máculas hipopigmentadas, pápulas, erupção cutânea e nodular (Figura 1B). 

A PKDL ocorre principalmente em áreas onde L. donovani é endêmica (DOGANIS et al., 

2015). 

 

Figura 1 – Leishmaniose visceral e leishmaniose dérmica pós-calazar (PKDL) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: WHO, 2016b. Leishmaniose visceral (A) causando organomegalia e leishmaniose dérmica pós-

calazar (PKDL) (B), onde é possível observar a presença de múltiplas lesões dérmicas nodulares na face 

do paciente. 

 

 A leishmaniose cutânea localizada é considerada a forma mais comum da doença. Pode 

ter início como pequenas pápulas vermelhas e progredir para úlceras características com bordas 

elevadas, de centro avermelhado e granuloso, nas regiões de picada do inseto vetor ou áreas 

próximas (Figura 2). As úlceras são confinadas à derme e geralmente acometem partes expostas 

do corpo, como a face, braços e pernas (DASSONI et al., 2013; WHO, 2016b).  Essas lesões 

tendem à cicatrização espontânea e normalmente o período de cura é de alguns meses, mesmo 

sem a realização de tratamento medicamentoso (CARVALHO et al., 2006; REITHINGER et 

al., 2007; WHO, 2016b). No Novo Mundo, a LCL é provocada por parasitos pertencentes tanto 

ao subgênero Leishmania como Viannia. No Brasil, ela é causada principalmente pela espécie 

L. (V.) braziliensis. (BRASIL, 2007; GOTO; LINDOSO, 2012; SANTOS et al., 2012). 
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Figura 2 – Leishmaniose cutânea localizada 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: MAURER; DONDJI;STEBUT, 2009. Leishmaniose cutânea localizada, com lesão característica, 

apresentando bordas elevadas e centro avermelhado e granuloso. 

 

 A forma disseminada da leishmaniose é caracterizada por múltiplas lesões em diversas 

áreas do corpo (Figura 3). Como provavelmente há disseminação hematológica ou linfática do 

parasito, normalmente são encontradas lesões em locais distantes de onde ocorreram as picadas 

pelo inseto vetor (BRASIL, 2007; REITHINGER et al., 2007). Podem ser ulceradas, papulosas, 

nodulares e acneiformes, e normalmente possuem boa resposta clínica à terapia medicamentosa. 

As espécies envolvidas na LCDS são a L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, e L. (L) 

amazonensis, sendo a primeira a mais comumente associada a esta forma clínica (DAVID; 

CRAFT, 2009; GOTO; LINDOSO, 2012). 

 

  Figura 3 – Leishmaniose cutânea disseminada 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: RODRIGUES,Y. K. S., 2012. Leishmaniose cutânea disseminada, onde o mesmo paciente 

apresentou várias lesões ulceradas com bordas elevadas e crostas, nos membros inferiores (A) e 

superiores (B).  
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 A leishmaniose cutânea difusa (LCD) é uma manifestação mais rara e grave da LTA. É 

caracterizada por numerosas lesões cutâneas não ulcerosas, nódulos e placas densamente 

infiltradas com parasitos, que podem disseminar do sítio de infecção para todo o corpo por via 

hematogênica ou linfática (Figura 4) (REITHINGER et al., 2007; SILVEIRA et al., 2008). 

Indivíduos imunocomprometidos estão mais propensos a desenvolver esse tipo de 

leishmaniose. A principal espécie de Leishmania relacionada à LCD na América do Sul é a L. 

(L.) amazonensis (DAVID; CRAFT, 2009; GOTO; LINDOSO, 2012). 

 

Figura 4 – Leishmaniose cutânea difusa 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: COSTA et al., 2009. Leishmaniose cutânea difusa, com múltiplas lesões do tipo placas 

infiltrativas e nodulares nos membros inferiores. 

 

 A forma mucocutânea comumente tem início como uma inflamação da mucosa nasal, 

com evidente obstrução da região, progredindo para perfuração de septo e destruição da 

cartilagem nasal. Pode haver acometimento secundário de lábios, palato mole, faringe, laringe 

e bochechas, causando desfiguração dessas áreas (Figura 5) (DAVID; CRAFT, 2009). A 

principal característica da LMC é o dano às mucosas e cartilagens. Essa forma clínica 

comumente não responde bem aos tratamentos disponíveis, possuindo alto índice de reicidivas. 

O agente etiológico mais associado a esta forma clínica é a L. (V.) braziliensis e, em alguns 

casos, a espécie L. (V.) guananensis (GOTO; LINDOSO, 2012; DASSONI et al., 2013). 
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Figura 5 – Leishmaniose mucocutânea 

 

  

 

 

 

 

 

 

Fonte: DAULATABAD et al., 2015. Paciente com leishmaniose mucocutânea, com acometimento da 

região labial e nasal por lesões inflamatórias, causando ulcerações e desfiguração da face. 

 

1.2 Epidemiologia das leishmanioses 

 

  Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS) (2016c), 98 países e três territórios 

são considerados regiões com potencial risco de transmissão de leishmanioses atualmente. Em 

média, são registrados oficialmente 220.000 casos de leishmaniose tegumentar e 58.000 casos 

de leishmaniose visceral por ano e mais de um bilhão de pessoas vivem em áreas endêmicas 

com risco de infecção (WHO, 2016c).  Apesar da leishmaniose tegumentar ser a forma mais 

comum da doença, a leishmaniose visceral pode ser mais grave e fatal, caso não seja tratada. 

Mesmo quando há acesso ao tratamento medicamentoso, calcula-se que cerca de 10 a 20% dos 

casos de leishmaniose visceral resultem em óbitos (ALVAR et al., 2012). 

 A OMS relata que 90% dos casos globais de leishmaniose visceral nos últimos anos 

ocorreram em seis países: Bangladesh, Brasil, Etiópia, Índia, Sudão do Sul e Sudão. E dos casos 

de leishmaniose tegumentar mais de 70% estiveram concentrados em dez países: Afeganistão, 

Argélia, Brasil, Colômbia, Costa Rica, Etiópia, República Islâmica do Irã, Peru, Sudão e 

República Árabe da Síria. O Brasil é considerado endêmico tanto para leishmaniose visceral 

quanto para leishmaniose tegumentar (WHO, 2016d), com um elevado número de casos de 

ambas as formas da doença, conforme ilustrado na Figura 6 (A e B).  
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Figura 6 – Regiões endêmicas de leishmaniose visceral e tegumentar, 2013 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de: WHO, 2013. Disponível em:<http://www.who.int/leishmaniasis/burden/Leishma 

niasis_Burden_distribution_VL_CL_2013.pdf>. Acesso em: 24/12/2016. O mapa representa os 

números de novos casos de leishmaniose visceral e tegumentar reportados em 2013. O Brasil apresentou 

mais de 1000 novos casos de LV e mais de 5000 novos casos de LT, sendo considerado endêmico para 

ambas as formas da doença. 

 

Embora as leishmanioses estejam entre as nove doenças infecciosas mais amplamente 

distribuídas em todo o mundo, ainda há uma enorme dificuldade na obtenção de dados 

Número de novos 
casos reportados 

de LV, 2013 
Sem casos autóctones reportados 

Sem dados 

Não se aplica 

Sem casos autóctones reportados 

Sem dados 
Não se aplica 

Número de novos 

casos reportados 
de LT, 2013 
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epidemiológicos. Assim como outras doenças tropicais negligenciadas, as leishmanioses não 

são de notificação compulsória em todos os países em que ocorrem e muitos deles não realizam 

vigilância ou outras investigações, além de não possuírem um sistema de armazenamento de 

dados. A subnotificação preocupa as autoridades de saúde, pois são necessários dados que 

reflitam de maneira mais fidedigna a realidade acerca da doença para que medidas de controle 

mais efetivas possam ser tomadas (WHO, 2016c). 

 No Brasil, as leishmanioses fazem parte das doenças de notificação compulsória, 

registradas em todos os estados no Departamento de Informática do Sistema Único de Saúde 

(DATASUS), por intermédio do SINAN (Sistema de Informação de Agravos de Notificação) 

(BRASIL, 2007). Os dados apontam que o Brasil concentra cerca de 90% dos casos de 

leishmaniose visceral que ocorrem na América Latina (BARBOSA; COSTA, 2013). Em 2014 

foram registrados 3.453 casos de leishmaniose visceral no país, representando um coeficiente 

de incidência de 1,7 casos/100 mil habitantes. A faixa etária mais acometida pela doença foi de 

crianças de 0 a 9 anos (43,6% do total de casos) e 64,9% do total de casos ocorreu em pacientes 

do gênero masculino. O total de óbitos registrados em 2014 foi de 239 casos (6,9% de 

letalidade), representando um aumento de 102% em relação ao ano de 1994, onde a taxa de 

letalidade era 3,4% (BRASIL, 2014a). 

 A leishmaniose tegumentar é a mais frequente dentre as leishmanioses ocorrentes no 

Brasil e a forma cutânea é a mais comumente encontrada, sendo responsável por mais de 90% 

dos casos de LT (BRASIL, 2014b). O Brasil é o terceiro país com o maior número de casos 

novos da doença, o que corresponde a aproximadamente 10% dos casos de registrados no 

mundo, sendo superado apenas por Síria e Afeganistão (WHO, 2016c). Segundo a OMS 

(2016c), no período de 2012 a 2014, 40% dos casos de leishmaniose tegumentar ocorridos nas 

Américas foram notificados no Brasil e há registros da doença em todos as unidades federativas 

do país. Entre os anos 2007 e 2014, 996 óbitos ocorreram no país devido à LT (BRASIL, 

2014b). 

 Nas duas últimas décadas, observava-se que as leishmanioses acometiam indivíduos 

com condições socioeconômicas reduzidas, residentes em áreas rurais ou semiáridas do 

nordeste (ALVAR; CROFT; OLLIARO, 2006). Com o passar dos anos, observou-se uma 

expansão da doença, e os casos passaram a ser notificados com mais frequência também nas 

regiões norte, centro-oeste e sudeste do Brasil, principalmente em municípios com crescente 

urbanização e alto índice de pobreza (MARCONDES; ROSSI, 2013). Dentre os fatores que 
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podem ter contribuído para essa expansão estão a exploração desordenada da floresta, extração 

de madeira, agricultura, pecuária e o processo migratório (BRASIL, 2007).  

 Os dados mais recentes do Ministério da Saúde mostram que no ano 2015 a região 

nordeste foi a que apresentou maior número de casos de leishmaniose visceral (1.806 casos), 

seguida da região sudeste (538 casos), norte (469 casos), centro-oeste (157 casos) e sul (apenas 

um caso). Com relação à leishmaniose tegumentar, a região norte foi a que apresentou o maior 

número de casos (8939), seguida da região nordeste (5.152 casos), centro-oeste (2.937 casos), 

sudeste (1.762 casos) e sul (493 casos) (BRASIL, 2014a; BRASIL, 2014b). 

 O estado da Paraíba registrou um total de 47 casos de leishmaniose visceral e 86 casos 

de leishmaniose tegumentar no ano de 2015. A forma cutânea foi responsável pela maioria dos 

casos, sendo notificados apenas quatro casos da forma mucosa em todo o estado. Tanto a 

leishmaniose visceral quanto a tegumentar, acometeram mais o gênero masculino (25 e 52 

casos, respectivamente). Com relação à faixa etária, observa-se que pacientes entre 20 e 39 anos 

foram mais acometidos por ambas as formas da doença (14 de LV e 28 casos de LT). Os 

municípios que apresentaram maiores índices de casos de leishmaniose visceral e tegumentar 

na Paraíba foram Alagoa Nova, Areia, Alagoa Grande, Pilões e Alagoinha (BRASIL, 2015). 

 

1.3 Ciclo biológico de Leishmania sp. e o processo de metaciclogênese 

 

Os protozoários Leishmania estão inclusos no Sub-reino Protozoa, Filo 

Sarcomastigophora, Ordem Kinetoplastida, Família Trypanosomatidae. O gênero é dividido em 

dois subgêneros: Leishmania e Viannia. Sabe-se que cerca de 22 espécies de Leishmania são 

patogênicas ao homem. Esses parasitos possuem um ciclo de vida heteroxênico, alternando-se 

entre um hospedeiro invertebrado e um vertebrado (LAISON; SHAW, 1987; FRAGA et al., 

2010). 

Os hospedeiros invertebrados são dípteros da família Psychodidae, subfamília 

Phlebotominae. As fêmeas desses insetos servem como vetores da leishmaniose para os 

hospedeiros vertebrados, sendo as espécies pertencentes ao gênero Lutzomia mais prevalentes 

no Novo Mundo e as do gênero Phlebotomus, no Velho Mundo (Figura 7) (ALEXANDER; 

SATOSKAR; RUSSEL, 1999; KAMHAWI, 2006). 
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  Figura 7 - Insetos vetores das diferentes espécies do gênero Leishmania 

 

 

 

 

 

 

 Fonte: Vector base. Disponível em: <www.vectorbase.org>. Acesso em: 24/12/2016. (A) Lutzomyia   

longipalpis. (B) Phlebotomus papatasi. 

 

A transmissão ocorre quando o flebótomo infectado realiza o repasto sanguíneo, se 

alimentando do sangue do vertebrado. Nesse momento, o inseto regurgita promastigotas 

infectantes da Leishmania, que são formas alongadas e flageladas do parasito (Figura 8A) 

(VANNIER-SANTOS; MARTINY; SOUZA, 2002; ANDRADE et al., 2007). As 

promastigotas são primeiramente fagocitadas por neutrófilos presentes na derme do hospedeiro 

e, mais tardiamente, por macrófagos (PETERS et al., 2008). 

No interior dos macrófagos, as promastigotas transformam-se em amastigotas, que são 

formas intracelulares arredondadas, imóveis, com flagelo rudimentar não exteriorizado (Figura 

8B). As amastigotas reproduzem-se por divisão binária no interior de células do sistema 

monocítico fagocitário, especialmente em macrófagos, onde encontram condições favoráveis 

para sua multiplicação no ambiente ácido dos fagolisossomos (BUCHMORE; BARRETT, 

2001; VAN ZANDBERGEN et al., 2004; CHARMOY et al., 2010). 
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Figura 8 – Formas promastigotas e amastigotas de parasitos do gênero Leishmania 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Laboratório de Leishmanioses – DBM/UFPB. Coloração hematológica panótico rápido. 

Aumento: 1000x. (A) Formas promastigotas de Leishmania. (B) Macrófago infectado com formas 

amastigotas de Leishmania (seta). 

 

 Para sobreviverem ao ambiente intracelular, estes parasitos desenvolvem estratégias 

sofisticadas que suprimem a atividade antimicrobiana dos macrófagos e conseguem driblar a 

atividade do sistema imunológico do hospedeiro. Os protozoários de Leishmania sp. inibem a 

apresentação antigênica, alteram a expressão de moléculas co-estimulatórias e outras moléculas 

envolvidas na sinalização dos mecanismos de defesa dos macrófagos e também modulam 

algumas vias metabólicas na célula hospedeira (LEMAIRE et al., 2013). Além disso, para 

garantir que as formas promastigotas consigam se diferenciar em amastigotas, os parasitos 

também inibem a ativação da apoptose nos macrófagos, alterando o padrão de expressão de 

moléculas pró e anti-apoptóticas (FILARDY et al., 2014). 

À medida que as formas amastigotas vão se multiplicando no interior dos macrófagos, 

elas promovem a lise das células hospedeiras, então são liberadas e podem ser fagocitadas por 

outros macrófagos, desencadeando uma reação inflamatória (ANDRADE et al., 2007). Quando 

o inseto vetor se alimenta do sangue do vertebrado infectado, ele ingere também formas 

amastigotas que estão presentes no local. Estas, ao chegarem-no intestino médio ou estômago 

do vetor, sofrem um primeiro ciclo replicativo, transformando-se em formas extracelulares 

flageladas denominadas promastigotas procíclicas (KAMHAWI, 2006; BATES, 2008). 

Através de sucessivas divisões binárias, as promastigotas procíclicas multiplicam-se 

ainda no sangue ingerido, que é envolto por uma membrana peritrófica, secretada pelas células 
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do estômago do inseto (NIEVES; PIMENTA, 2000). Após a digestão do sangue, entre o terceiro 

e o quarto dia, a membrana peritrófica se rompe e as formas promastigotas ficam livres, sendo 

então denominadas de promastigotas nectomônadas. Estas podem seguir por dois caminhos, 

dependendo da espécie do parasito (KAMHAWI, 2006; BATES, 2008). 

As promastigotas pertencentes ao subgênero Viannia colonizam a região do piloro e ílio 

do inseto, onde são chamadas de promastigotas leptomônadas, e permanecem aderidas pelo 

flagelo ao epitélio intestinal. Nessa fase, os parasitos sofrem sucessivas divisões celulares até 

atingirem a fase metacíclica, quando deixam o intestino e migram em direção à faringe do 

inseto. Já as promastigotas leptomônadas pertencentes ao subgênero Leishmania multiplicam-

se livres ou aderidas às paredes do estômago do inseto. Em seguida, ocorre a migração das 

formas flageladas para a região do esôfago e a faringe e então diferenciam-se em formas 

metacíclicas, da mesma maneira que os parasitos do subgênero Viannia. O tempo necessário 

para completar esse processo dura em média cinco dias, dependendo da espécie, e geralmente 

coincide com o período de um novo repasto do vetor, aumentando a probabilidade de inóculo 

em um novo hospedeiro vertebrado (NIEVES; PIMENTA, 2000; KAMHAWI, 2006; BATES, 

2008).  O ciclo de vida de Leishmania sp. está ilustrado na figura 9. 
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   Figura 9 – Ciclo de vida de Leishmania sp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de: KAYE; SCOTT, 2011. (1) Parasitas do gênero Leishmania são transmitidas para o 

hospedeiro vertebrado através da picada do inseto vetor infectado, no qual injeta formas promastigotas 

metacíclicas ou infectantes. (2) Estas são reconhecidas e fagocitadas por células do sistema fagocítico 

mononuclear do hospedeiro vertebrado, principalmente macrófagos. (3) No interior do fagolisossomo, 

ocorre a transformação das formas promastigotas em formas amastigotas. (4) Em seguida os parasitas 

replicam-se até que ocorra lise da célula hospedeira. (5) As amastigotas liberadas no momento da lise 

celular podem infectar outras células (reinvasão). (6) O flebotomíneo sadio, ao se alimentar do sangue 

deste hospedeiro vertebrado infectado, suga as formas amastigotas que se transformam em formas 

promastigotas procíclicas no seu intestino. (7) Estas passam por um processo denominado 

metaciclogênese, originando as promastigotas metacíclicas, que podem ser transmitidas para um novo 

hospedeiro verterbrado. 
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 A transformação de formas promastigotas procíclicas em metacíclicas no interior do 

inseto vetor é denominada metaciclogênese. Durante esta etapa ocorrem alterações na expressão 

gênica dos parasitos, que os tornam mais infectivos e com maior mobilidade. Este processo 

pode ser mimetizado in vitro, por crescimento de promastigotas de Leishmania sp. em meio de 

cultura (SACKS et al., 1989; SACKS; SHER, 2002). A cultura em fase logarítmica de 

crescimento apresenta formas promastigotas procíclicas. Com o passar dos dias de cultivo, o 

meio torna-se mais ácido e com menos nutrientes disponíveis, ocasionando a transformação das 

formas procíclicas em metacíclicas. Desta forma, a cultura em fase estacionária de crescimento 

possui, majoritariamente, promastigotas metacíclicas de Leishmania sp. (BATES; TETLEY, 

1993). 

As formas procíclicas possuem corpo celular largo e arredondado e um flagelo pequeno 

(Figura 10A), enquanto que as metacíclicas apresentam corpo celular mais fino e um flagelo 

com aproximadamente o dobro do tamanho do seu corpo celular (Figura 10B) (SOARES et al., 

2005). O corpo mais fino e o flagelo bem desenvolvido fazem com que o parasito tenha uma 

maior capacidade de locomoção e assim consiga sobreviver durante o processo de infecção no 

hospedeiro vertebrado (DA SILVA et al., 2015).  

 

Figura 10 – Forma promastigota procíclica e metacíclica de Leishmania braziliensis 

 

 

 

 

 

 

Fonte: SOARES et al., 2005. Fotomicrografia em microscópio eletrônico de varredura. (A) Forma 

promastigota procíclica e (B) metacíclica de Leishmania braziliensis. É possível observar o flagelo 

maior e o corpo celular mais fino da forma promastigota metacíclica em comparação com a forma 

procíclica. 
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A metaciclogênese também leva a modificações morfológicas e bioquímicas das 

moléculas de lipofosfoglicano (LPG) presentes na superfície das promastigotas.  Tem sido 

demonstrado que este componente está envolvido em diversos processos essenciais para a 

sobrevivência do parasito (CLARKSON, 2003). Há aproximadamente 5x106 moléculas de LPG 

por célula de Leishmania sp., e a sequência de resíduos de açúcares do LPG é específica de 

cada espécie. As promastigotas ligam-se às lectinas presentes no epitélio intestinal posterior do 

inseto vetor através das moléculas de LPG, de modo que este componente é essencial para que 

o parasito se mantenha no hospedeiro invertebrado (SACKS et al., 2000). Após a 

metaciclogênese, as moléculas de LPG se tornam mais longas e complexas, fazendo com que 

as promastigotas se dissociem da parede intestinal do inseto e migrem em direção à porção 

anterior do trato digestivo para serem inoculadas no hospedeiro vertebrado durante o repasto 

sanguíneo do inseto (SARAIVA et al., 1995; SACKS, 2001). 

Alterações no LPG conferem maior poder de infecção para as formas promastigotas, 

pois o alongamento dessas moléculas cria uma barreira na superfície dos parasitos e os tornam 

mais resistentes à ação do sistema imunológico do hospedeiro vertebrado através de diferentes 

mecanismos (PUENTES et al., 1990; CLARKSON, 2003).  Outro fato importante que acontece 

durante a metaciclogênese é a produção do gel secretório de promastigotas (PSG), o qual 

envolve os parasitos metacíclicos e bloqueia o intestino do inseto, fazendo com que este 

regurgite as formas promastigotas imediatamente antes de realizar o repasto sanguíneo. O PSG 

também possui propriedades quimiotáticas e moduladoras do sistema imune do hospedeiro 

mamífero (BIFELD; CLOS, 2015). 

Diversos tipos de proteínas são mais expressas durante a metaciclogênese, como as 

serino, cisteino e metaloproteinases, que atuam como fatores de virulência em Leishmania sp. 

(NORONHA et al., 1998; SILVA-ALMEIDA et al., 2012). A glicoproteína KMP-11 

(kinetoplastid membrane protein-11), embora seja encontrada em ambos os estágios de vida de 

Leishmania sp., é mais abundante durante a fase metacíclica e nas formas amastigotas. A KMP-

11 atua como fator de virulência, alterando a expressão de citocinas nos macrófagos e também 

por outros mecanismos que levam à proteção do parasito contra os mecanismos de defesa do 

hospedeiro (MATOS et al., 2010). A glicoproteína gp63 é outra molécula encontrada em grande 

quantidade nas formas metacíclicas e é bastante estudada quanto ao seu papel na proteção à lise 

mediada pelo sistema complemento (OLIVIER et al., 2012). Ela também contribui para facilitar 

a internalização dos parasitos nos macrófagos e mantê-los viáveis após a fagocitose 

(BRITTINGHAM et al., 2001). 
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1.4 O papel do sistema complemento nas infecções por Leishmania sp. 

 

 O sistema complemento é composto por mais de 30 proteínas, que estão presentes na 

forma solúvel no sangue ou associadas às membranas plasmáticas. Essas proteínas fazem parte 

da imunidade inata, sendo responsáveis pelo rápido ataque inicial contra patógenos. Também 

tem sido demonstrado que o sistema complemento possui relevante função na imunidade 

adaptativa, auxiliando células T e B na eliminação de micro-organismos (MOLINA et al. 1996; 

DUNKELBERGER; SONG, 2010) O conjunto de proteínas do sistema complemento é ativado 

através de três formas principais denominadas via alternativa, via clássica e via das lectinas 

(MERLE et al., 2015). 

 A via alternativa é ativada por carboidratos, lipídeos e proteínas presentes na superfície 

de micro-organismos. O componente C3 do sistema complemento é hidrolisado 

espontaneamente, a um baixo nível basal, produzindo o análogo C3b, o qual se liga à superfície 

do patógeno. O Fator B é então recrutado e se liga ao C3b. Em seguida, o Fator D cliva o Fator 

B e forma a C3 convertase da via alternativa (C3bBb), que é estabilizada pela presença de 

properdina. Essa enzima então cliva novas moléculas de C3 em C3a e C3b 

(DUNKELBERGER; SONG, 2010). O C3b gerado liga-se às superfícies dos patógenos, 

formando novas C3 convertases que amplificam a via alternativa. O C3b também pode se 

associar às C3 convertases, produzindo a C5 convertase. Essa enzima hidrolisa C5 em C5a e 

C5b, sendo este capaz de se ligar a moléculas de C6. O complexo C5bC6 se associa ao C7 e se 

insere na membrana do micro-organismo. Em seguida, moléculas de C8 e C9 ligam-se e levam 

à formação de poros na membrana plasmática do agente invasor, fazendo com que ocorra a lise 

celular (KEMPER; ATKINSON; HOURCADE, 2010). 

 A via clássica necessita da presença de anticorpos para que seja ativada. O componente 

C1 é formado por uma subunidade C1q, duas moléculas de C1r e outras duas de C1s. O 

complexo C1 se liga à região Fc das imunoglobulinas presentes na superfície dos patógenos e 

então é convertido a sua forma ativa. O C1 ativado cliva os componentes C4 e C2, gerando 

fragmentos C4a, C4b, C2a e C2b. O C4b se adere à superfície da membrana e ao C2a, formando 

C4bC2a, que é a C3 convertase da via clássica. Da mesma forma que acontece na via alternativa, 

os fragmentos C3b produzidos pela C3 convertase se associam à enzima e formam a C5 

convertase que dará continuidade à via, resultando no complexo de ataque à membrana (MAC) 

e lise do micro-organismo (SJÖBERG; TROUW; BLOM, 2009; BOTTAZZI et al., 2010). 
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 Já a via das lectinas é independente de imunoglobulinas e tem sua ativação através de 

receptores de reconhecimento padrão (PRRs) que reconhecem padrões moleculares associados 

a patógenos (PAMPs). Uma das moléculas mais bem estudadas é a MBL (Mannose binding 

lectin), que inicia a via por reconhecimento de carboidratos na superfície de patógenos como 

leveduras, bactérias, protozoários e vírus. A MBL circula no soro associada a proteínas 

denominadas MASPs (Mannose associated serine proteases). A ligação aos patógenos ativa 

uma das MASPs (MASP 2), a qual cliva C4 em C4a e C4b. C4b se liga a superfície do agente 

invasor e induz a ligação de C2, o qual é então clivado a C2a e C2b. C4b associado ao C2a 

formam a C3 convertase da via das lectinas, que dará continuidade à via da mesma forma que 

a C3 convertase da via alternativa e da via clássica (SORENSEN; THIEL; JENSENIUS, 2005; 

MERLE et al., 2015). 

 O complexo de ataque à membrana (MAC) promove a saída de material citoplasmático 

e entrada de líquido e sais, fazendo com que a membrana dos patógenos seja rompida por lise 

osmótica. Esse processo constitui um dos principais mecanismos de defesa da resposta imune 

inata e é um ataque inicial aos agentes invasores (MERLE et al., 2015). Os componentes C3b 

e C4b servem como opsoninas, que recobrem as superfícies dos micro-organismos e favorecem 

a fagocitose por macrófagos e neutrófilos.  Já as moléculas C3a e C5a atuam como 

anafilatoxinas, aumentando a permeabilidade vascular e promovendo uma intensa resposta 

inflamatória local (ITURRY-YAMAMOTO; PORTINHO, 2001; OHNO et al. 2000). 

 O sistema complemento exerce um importante papel durante a infecção por Leishmania 

sp. No momento em que o inseto vetor insere as formas promastigotas no hospedeiro mamífero, 

elas entram em contato com o plasma. Uma reação extremamente rápida do sistema 

complemento é então desencadeada, principalmente por meio da via alternativa (HOOVER et 

al., 1984) e da via clássica (MOSSER et al., 1986), conseguindo eliminar grande parte da 

população de parasitos. Acredita-se que a ação do sistema complemento na fase inicial da 

infecção seja um dos fatores responsáveis por determinar se a infecção será controlada ou 

estabelecida (LAURENTI et al., 1996). 

 Contudo, a eficácia do sistema complemento está diretamente relacionada com a fase 

de desenvolvimento dos protozoários no momento da inoculação no hospedeiro mamífero. As 

formas promastigotas metacíclicas passam por alterações morfológicas e bioquímicas que as 

tornam mais resistentes à lise mediada pelo sistema complemento em comparação com as 

formas procíclicas (LAURENTI et al., 2004). As promastigotas metacíclicas expressam 



31 

 

moléculas de LPG mais longas em sua superfície. As moléculas de C3b conseguem depositar-

se sob as promastigotas, mas a espessa camada de LPG que as reveste ocasiona um 

impedimento mecânico, fazendo com que a inserção de C5b em diante seja comprometida. 

Deste modo, o complexo de ataque à membrana não consegue ser formado para causar a lise 

dos parasitos (PUENTES et al., 1990; CUNNINGHAM, 2002).   

 Cerca de 40 cinases são expressas em maior quantidade na superfície das promastigotas 

metacíclicas e são capazes de fosforilar componentes do sistema complemento, tornando-os 

inativos (NORONHA et al., 1998). A glicoproteína gp63 possui atividade proteolítica e 

consegue clivar o componente C3b em C3bi, impedindo a continuidade da cascata de ativação. 

A forma inativa do C3b opsoniza os parasitos e promove a internalização por macrófagos, 

através do reconhecimento pelos receptores CR1 e CR3, os quais não levam à ativação dos 

mecanismos microbicidas dos macrófagos (MOSSER; BRITTINGHAM, 1997; 

CUNNINGHAM, 2002). De forma semelhante, o LPG também favorece a fagocitose sem 

ativação dos mecanismos de defesa dos macrófagos, interagindo com a proteína C reativa 

(PCR), gerada pelo processo inflamatório agudo (CULLEY et al., 1996; OLIVIER; 

GREGORY; FORGET, 2005).  

 Diversos estudos comprovam que as culturas de promastigotas em fase estacionária de 

crescimento, que possuem majoritariamente formas metacíclicas, são mais resistentes à lise 

mediada pelo sistema complemento quando comparadas com culturas em fase logarítmica 

(formas procíclicas) (BANDYOPADHYAY et al., 1991; ALMEIDA et al., 1993; PINTO-DA-

SILVA et al., 2002; Da SILVA et al., 2015). Laurenti et al. (2004) demonstraram que 

camundongos BALB/c com sistema complemento deficitário infectados com L. (L.) 

amazonensis em fase estacionária de crescimento apresentaram maior carga parasitária e menor 

resposta inflamatória quando comparados àqueles com o sistema complemento normal. Ainda 

que as formas metacíclicas sejam mais resistentes à lise pelo sistema complemento, este 

mecanismo de defesa reduz o número de parasitos viáveis, influenciando no curso da infecção. 

 

1.5 Tratamento das leishmanioses e resistência aos antimoniais 

 

 Devido à ausência de vacinas disponíveis para uso clínico e a dificuldade em controlar 

os vetores e reservatórios para a doença, a principal ferramenta para o combate da leishmaniose 
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ainda é a farmacoterapia. Contudo, o arsenal terapêutico é bastante limitado e consiste nos 

antimoniais pentavalentes, anfotericina B (e suas formulações lipídicas), pentamidina, 

miltefosina e paromomicina (ALVAR; CROFT; OLLIARO, 2006). Na maioria dos países, as 

drogas de primeira escolha para o tratamento das infecções por Leishmania sp. são os 

antimoniais pentavalentes (SbV): Estibogluconato de sódio e antimoniato de meglumina. Em 

casos de insucesso terapêutico, opta-se principalmente pelo tratamento com anfotericina B e 

pentaminidina, podendo ser feito uso isolado ou em associações, mas o alto custo do tratamento 

e os intensos efeitos colaterais limitam o uso destas drogas (GAGANDEEP; BHAWANA, 

2014). 

Inicialmente eram utilizados antimoniais trivalentes (tartarato de antimônio e potássio) 

(SbIII) para o tratamento das leishmanioses. O primeiro relato da utilização de SbIII no 

tratamento da doença foi descrito em 1913 por Vianna (VIANNA, 1912; HALDAR; SEM; 

SOY, 2011). Foram constatados intensos efeitos colaterais como tosse, dor no peito e depressão 

(BERMAN, 1988).  Além de muito tóxicos, os antimoniais trivalentes eram instáveis em clima 

tropical, de modo que o tratamento com estas drogas se tornou cada vez mais inviável, 

conduzindo ao descobrimento dos antimoniais pentavalentes (HALDAR; SEM; SOY, 2011). 

Embora já sejam utilizados há mais de seis décadas, o mecanismo de ação dos 

antimoniais pentavalentes ainda não está completamente elucidado (BALAÑA-FOUCE et al., 

1998; CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). Acredita-se que o SbV seja um pró-fármaco, 

que entra no macrófago por meio de um transportador ainda desconhecido e pode agir 

diretamente sobre as formas amastigotas do parasito, presentes no vacúolo, ou ser reduzido à 

forma trivalente (SbIII) no citosol (ASHUTOSH; SUNDAR; GOYAL, 2007). O SbIII entra na 

célula através do transportador aquagliceroforina (AQPR1). A redução de SbV a SbIII pode ser 

catalisada pelas enzimas antimônio redutase (ACR2) e tiol redutase dependente (TDR1) ou 

ocorrer quimicamente pela ação de tióis. O SbIII provavelmente interage com componentes 

celulares ou pode ser conjugado com tióis (cisteína, glutationa e tripanotiona).  (DENTON; 

MCGREGOR; COOMBS, 2004; SOARES-BEZERRA; LEON; GENESTRA, 2004; BRASIL, 

2007). 

Estudos sugerem que os antimoniais atuariam inibindo processos metabólicos vitais, 

como a oxidação de ácidos graxos, glicólise e o metabolismo energético do parasito 

(BERMAN; GALLALEE; BEST, 1987; CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2010).  Também foi 

proposto que poderia ocorrer a inibição da enzima topoisomerase em Leishmania, como foi 
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demonstrado por Chakraborty e Majunder (1987). Além disso, acredita-se que a enzima 

fosfofrutoquinase, envolvida na síntese de nucleotídeos trifosfatados, pode ser inibida pelo 

fármaco (BERMAN; WADDELL; HANSON, 1985). Alguns testes levam a crer que outros 

mecanismos podem estar envolvidos na farmacodinâmica desses medicamentos, como a 

indução de morte celular do parasito por apoptose, além de aumento da produção de ânions 

superóxidos (O-) e TNF-α pelas células fagocíticas mononucleares, induzindo a morte do 

parasito (SUDHANDIRAN; SHAHA, 2003; OULELLETE; DRUMMELSMITH; 

PAPADOPOULOU, 2004). 

Os antimoniais pentavalentes são mais tolerados e considerados mais seguros que os 

seus percussores (SbIII), embora vários efeitos adversos sejam comumente relatados, tais como: 

náuseas, vômitos, dores abdominais, letargia, artralgia, convulsões, cardiotoxicidade, 

pancreatite e nefrotoxicidade (ZAGHLOUL; AL-JASSER, 2004; SHAHIAN; ALBORZI, 

2009). A administração destes medicamentos deve ser feita por via intramuscular ou 

intravenosa, com infusão bastante lenta para que seja evitada a ocorrência de trombose. O 

paciente deve ser monitorado, realizando periodicamente eletrocardiogramas, hemogramas e 

dosagens séricas, pois o uso de SbV pode causar alterações cardíacas, leucopenia, anemia, 

trombocitopenia e elevação dos níveis das enzimas hepáticas (WHO, 2010). 

Além dos efeitos negativos associados ao tratamento com os antimoniais, longos 

períodos de terapia e insucessos terapêuticos são também observados. O esquema de tratamento 

com SbV dura, em média, 20 a 30 dias, mas tem sido modificado ao longo dos anos quanto à 

dose e duração, visando minimizar o aparecimento de parasitos resistentes (WHO, 2010). 

Entretanto, casos de resistência aos SbV têm sido constatados, trazendo um novo desafio para 

o tratamento da doença (THAKUR et al., 2001; ASHUTOSH et al., 2005). No Novo Mundo, 

verificou-se que cepas de L. (V.) braziliensis frequentemente apresentam resistência a 

tratamentos de menor duração ou em doses baixas (MOREIRA; SOARES; PETRILLO-

PEIXOTO, 1995; MOREIRA; ANACLETO; PETRILLO-PEIXOTO, 1998). No Velho 

Mundo, cepas de L. (L.) donovani resistentes ao Glucantime® são observadas, especialmente 

em Bihar, na Índia, onde quase 60% dos parasitos isolados mostraram-se resistentes aos 

antimoniais (SUNDAR et al., 2001; FREITAS-JUNIOR et al., 2012).  

Acredita-se que o surgimento de cepas resistentes seja influenciado pela espécie de 

Leishmania envolvida, por variações farmacocinéticas do indivíduo e variações de interação da 

droga com o sistema imune do hospedeiro (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). Contudo, 
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a maior causa apontada para seleção de parasitos resistentes é o uso irracional dos 

medicamentos. Na Índia os antimoniais pentavalentes são livremente comercializados e podem 

ser adquiridos sem prescrição. Além disso, pequenas doses de SbV eram utilizadas e 

aumentadas gradualmente durante o tratamento. Longos intervalos entre uma dose e outra eram 

concedidos, pois acreditava-se que assim o dano renal seria minimizado. Tudo isso expôs os 

parasitos a uma pressão constante de SbV, contribuindo para o surgimento de resistência 

(HALDAR; SEM; SOY, 2011). 

A resistência pode ser intrínseca ou adquirida, além de poder ser induzida sob condições 

laboratoriais (LIRA et al., 1998). Estudos demonstraram que esses parasitos sofrem 

consideráveis alterações genômicas, como aneuploidias cromossomais, e mudanças no padrão 

de expressão gênica, que parecem estar envolvidas com a adaptação desses organismos à 

presença da droga (LEPROHON et al., 2009; KUMAR et al., 2013). Há, por exemplo, aumento 

na síntese de alguns transportadores do tipo ABC (ATP-binding cassette) capazes de promover 

o efluxo da substância ou armazená-la em vesículas citoplasmáticas (provavelmente 

acidocalcissomos) impedindo que atue em seus alvos na célula (SANTOS et al., 2009; KUMAR 

et al., 2013). Também pode haver diminuição da expressão de AQP1, restringindo a entrada de 

SbIII no parasito. A alteração da expressão de algumas enzimas do parasito pode, por exemplo, 

inibir a conversão de SbV para SbIII em cepas resistentes ou aumentar a conjugação e formação 

do complexo antimônio-tiol, resultando em menos antimônio disponível para exercer seus 

efeitos (DENTON; MCGREGOR; COOMBS, 2004; GAGANDEEP; BHAWANA, 2014).  

 

1.6 Resistência aos antimoniais e virulência do parasito 

 

 A palavra “fitness” é utilizada para referir-se ao conjunto de fatores que garantem a um 

patógeno a capacidade crescer, sobreviver, reproduzir-se e transmitir doença. O termo 

“virulência” está, muitas vezes, associado ao fitness, pois refere-se ao potencial de um patógeno 

em causar dano no hospedeiro (KAUR; RAJPUT, 2014). Alguns estudos em procariotos e 

eucariotos demonstram que a resistência a drogas está normalmente relacionada a uma redução 

no fitness dos micro-organismos, pois observa-se decréscimo no crescimento, virulência e 

transmissibilidade entre hospedeiros (BABIKER; HASTINGS; SWEDBERG, 2009; 

ABDELRAOUF et al., 2011). 
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 Entretanto, pesquisas recentes têm demonstrado que algumas espécies de Leishmania, 

principalmente L. donovani, resistentes a drogas parecem ter desenvolvido mutações 

compensatórias que permitiram ao protozoário restaurar, total ou parcialmente, as habilidades 

de fitness. Em Leishmania sp. essa habilidade tem sido relacionada à capacidade de gerar 

formas metacíclicas, que possuem maior poder de infecção no hospedeiro (OUAKAD et al., 

2011; VANAERSCHOT et al., 2013). A natureza plástica do genoma desses parasitos faz com 

que eles sejam altamente adaptáveis, sendo capazes de modular a expressão gênica através da 

amplificação ou deleção de genes e alterar a ploidia cromossomal em resposta ao estresse 

(HENDRICKX et al., 2016a). 

 Vanaerschot et al. (2010) analisaram isolados clínicos de L. donovani sensíveis e 

resistentes aos antimoniais. Os autores observaram que os parasitos resistentes apresentaram 

menor sensibilidade ao estresse oxidativo e nitrosativo in vitro. O índice de infecção em 

macrófagos in vitro foi significativamente mais elevado nas cepas resistentes em comparação 

com as cepas sensíveis. Além disso, os parasitos resistentes foram mais infectantes in vivo do 

que os sensíveis, atingindo uma maior carga parasitária, tanto no baço quanto no fígado dos 

camundongos Balb/c infectados. Os autores sugerem que a maior resistência ao estresse e um 

maior número de formas metacíclicas podem ser fatores que contribuem para aumentar a 

capacidade de infecção das cepas resistentes aos antimoniais. 

Em 2011, Ouakad e colaboradores demonstraram que cepas de L. donovani resistentes 

aos antimoniais apresentaram quantidade de formas metacíclicas duas vezes maior do que 

aquela encontrada nas culturas sensíveis ao Sb. As culturas resistentes também apresentaram 

maior capacidade de infecção em macrófagos murinos e foram mais resistentes à lise mediada 

pelo sistema complemento. Vanaerschot et al. (2011) também analisaram cepas de L. donovani 

resistentes e sensíveis aos antimonais, e verificaram maior poder de infecção in vivo. Assim 

como Vanaerschot et al. (2010), os autores também observaram uma carga parasitária maior 

dos parasitos resistentes em baço e fígado de camundongos Balb/c do que aquela encontrada 

nos camundongos infectados pelas culturas sensíveis ao Sb.  

Em análise morfométrica realizada por Rai et al. (2013), isolados clínicos de L. donovani 

obtidos de pacientes com leishmaniose visceral resistentes ao tratamento com miltefosina 

apresentaram capacidade de diferenciação em formas metacíclicas significativamente maior do 

que aquela observada nos isolados de pacientes com boa resposta clínica ao tratamento. 

Também foi observado que os isolados resistentes à miltefosina infectaram maior porcentagem 
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de macrófagos in vitro do que os isolados sensíveis ao fármaco. Gómez et al. (2014) verificaram 

maior capacidade de sobrevivência dos isolados clínicos de L. panamensis de pacientes que 

foram refratários ao tratamento com antimonial no interior dos macrófagos (in vitro) em 

comparação com aqueles que responderam bem ao tratamento. Moura et al. (2016) observaram 

que cepas de L. infantum/chagasi resistentes aos antimoniais foram também mais resistentes ao 

óxido nítrico (NO) e que provavelmente a resistência à droga induz alterações bioquímicas 

capazes de modular a síntese de espécies reativas de oxigênio nos macrófagos. Hendrickx et al. 

(2016b) mostraram que cepas de L. donovani resistentes à miltefosina são mais infectantes in 

vitro, com maior capacidade de multiplicação de amastigotas e maior resistência ao estresse 

oxidativo provocado por macrófagos.  

Estudos de metabolômica e proteômica em Leishmania sp. confirmam os recentes 

achados sobre a possível correlação existente entre resistência a drogas e virulência 

(VANAERSCHOT et al., 2013). Essas análises correspondem a uma representação mais 

próxima do fenótipo celular, já que analisa os produtos finais da expressão gênica e atividade 

enzimática. Esses estudos são de importante relevância, principalmente nos 

tripanossomatídeos, onde a expressão gênica é regulada principalmente a nível pós-

transcricional (BERG et al., 2013).  

Cepas de L. donovani resistentes aos antimoniais apresentaram alterações no 

metaboloma que estão associadas a uma maior fluidez da membrana, conferindo uma possível 

resistência ao estresse oxidativo dos macrófagos. Elas possuem biossíntese de fosfolipídeos 

aumentada, de modo que podem interferir em sua virulência e também aumentar a proteção 

contra o estresse oxidativo. Também é observada uma maior quantidade de alguns aminoácidos, 

que podem servir como fonte alternativa de energia para sobrevivência no interior das células 

fagocíticas, onde os nutrientes são escassos, e assim aumentar a sobrevida do parasito. Os níveis 

de purina também são aumentados, servindo como um “kit de sobrevivência” com os fatores 

necessários para a diferenciação de formas promastigotas em amastigotas no estágio inicial da 

infecção (BERG et al., 2013). 

Matrangolo et al. (2013) verificaram que cepas de L. braziliensis e L. infantum/chagasi 

resistentes aos antimoniais expressam maiores níveis de proteínas antioxidantes, protegendo-as 

contra o estresse oxidativo gerado pelos macrófagos. Entretanto, não foi possível determinar se 

as mudanças observadas nas cepas resistentes se deram devido à resistência à droga em si ou se 

estavam relacionadas com os maiores níveis de promastigotas metacíclicas observados nessas 
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culturas. Resultados semelhantes foram encontrados por Carnielli et al. (2014) ao analisar cepas 

de L. infantum/chagasi resistentes à miltefosina, onde os parasitos resistentes apresentaram 

maior expressão de proteínas envolvidas na proteção ao estresse oxidativo e aumento da 

produção de IL-10 nos macrófagos. 

O efeito da resistência nos parâmetros de fitness em parasitos do gênero Leishmania 

parece estar relacionado com o tipo de droga e espécie envolvida, uma vez que alguns estudos 

não observam essa correlação. Hendrickx et al. (2015) não observaram diferenças significativas 

entre cepas de L. donovani sensíveis e resistentes à paromomicina na infecção in vitro e in vivo. 

Turner et al. (2015) observou que cepas de L. major resistentes à miltefosina apresentaram duas 

vezes mais promastigotas metacíclicas que as cepas sensíveis, mas exibiram virulência 

atenuada in vitro e in vivo. Hendrickx et al. (2016b) mostraram que cepas de L. donovani 

resistentes à miltefosina apresentaram menor potencial replicativo, menor índice de 

metaciclogênese e menor tolerância ao estresse oxidativo quando comparadas àquelas sensíveis 

ao fármaco.  

O impacto da resistência a drogas no fitness dos parasitos precisa ser melhor elucidado 

nas espécies de Leishmania com relação às diferentes drogas disponíveis no mercado para o 

tratamento da leishmaniose (CARNIELLI et al., 2014). Segundo Hendrickx et al. (2016a), o 

principal desafio dos estudos comparando cepas resistentes com sensíveis às drogas e 

relacionando-as com parâmetros de virulência é que essas pesquisas normalmente são 

realizadas comparando parasitos com diferentes backgrounds genéticos. Como os protozoários 

do gênero Leishmania possuem uma plasticidade genômica bastante grande, as diferenças 

genéticas e fenotípicas podem influenciar no comportamento do parasito. Selecionar cepas 

resistentes a partir de cepas sensíveis (selvagens) e realizar estudos comparativos entre os 

respectivos pares faz com que essa variável seja minimizada pois os parasitos terão o mesmo 

background genético. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 Investigar se existe correlação entre os parâmetros de resistência ao antimonial 

trivalente (SbIII) e virulência a partir de isolados clínicos de Leishmania (Viannia) braziliensis. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Selecionar formas promastigotas resistentes ao SbIII a partir de isolados clínicos de 

Leishmania (Viannia) braziliensis; 

 

 Avaliar a estabilidade do fenótipo de resistência ao SbIII adquirido pelos isolados 

clínicos; 

 

 Observar o perfil de crescimento das formas promastigotas sensíveis e resistentes ao 

SbIII em meio de cultura; 

 

  Analisar, qualitativamente, a morfologia das culturas de promastigotas sensíveis e 

resistentes ao SbIII;  

 

 Investigar a se a resistência ao SbIII interfere na susceptibilidade dos parasitos à lise 

pelo complemento; 

 

 Verificar se a resistência ao SbIII leva à alteração na virulência in vitro dos parasitos 

sobre macrófagos murinos; 

 

 Observar se a resistência ao SbIII interfere na virulência in vivo de Leishmania 

braziliensis em camundongos suíços.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Parasitos 

 

Neste trabalho foram utilizadas formas promastigotas de dois isolados clínicos de 

Leishmania (Viannia) braziliensis (RODRIGUES, 2012) a partir de pacientes com quadro de 

leishmaniose tegumentar americana atendidos no Hospital Universitário Lauro Wanderley da 

UFPB, localizado em João Pessoa, Paraíba. Os isolados de L. (V.) braziliensis foram: 

MHOM/BR/2010/JCTS e MHOM/BR/2011/AF, obtidos de indivíduos do gênero masculino, 

residentes no município de Pilões-PB. O Quadro 1 descreve a forma clínica de leishmaniose e 

a característica das lesões encontradas nesses pacientes. 

 

Quadro 1: Forma clínica e características das lesões dos pacientes com leishmaniose 

envolvidos no estudo 

 

Parasitos Característica da lesão Forma clínica 

 

MHOM/BR/2010/JCTS 

 

Lesão única localizada no Membro inferior 

esquerdo; ulcerada; prurido; Relato de dor no 

local. 

 

LCL 

 

MHOM/BR/2011/AF 

 

Cerca de 49 lesões distribuídas entre cabeça, 

membro superior e membro inferior. Lesões 

ulceradas de tamanhos variados, com bordas 

elevadas e crostas na superfície com processo 

inflamatório; prurido. Relatava ausência de 

dor. 

 

LCDS 

 

Fonte: RODRIGUES, Y. K. S., 2012.  

LCL = Leishmaniose cutânea localizada; LCDS = Leishmaniose cutânea disseminada.  
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3.2 Manutenção das culturas 

 

 

Os isolados de Leishmania (V.) braziliensis foram cultivados in vitro em erlenmeyers 

contendo meio líquido Schneider (Cutilab, Brasil) suplementado com 20% de soro bovino fetal 

(SBF), antibióticos - estreptomicina (100µg/mL) e penicilina (100 U.I./mL) - e 3% de urina 

masculina estéril. As culturas foram incubadas a 26 ± 1ºC e repicadas semanalmente, a fim de 

manter a viabilidade celular. 

Sempre que necessário, células no início da fase estacionária de crescimento foram 

criopreservadas. Para isso, foi adicionado lentamente 10% de glicerol estéril sob agitação 

constante nas culturas de promastigotas em meio Schnneider completo. Após 15 minutos de 

agitação, alíquotas de 1 mL foram distribuídas em tubos apropriados para criopreservação. 

Esses tubos foram mantidos em freezer a -80ºC e em nitrogênio líquido. 

 

3.3 Avaliação da atividade antipromastigota e determinação da concentração de 

antimônio trivalente que inibe 50% do crescimento dos parasitos (IC50) 

 

 Os isolados clínicos de Leishmania braziliensis foram avaliados quanto à sensibilidade 

inicial ao antimônio trivalente (SbIII). A determinação da inibição do crescimento de formas 

promastigotas dos isolados clínicos de L. braziliensis foi realizada utilizando tubos de ensaio 

rosqueados contendo meio líquido Schneider completo, como feito anteriormente por Amorim 

et al. (2013). Nos tubos de ensaio foram adicionados 1x106 promastigotas/mL de cada isolado 

clínico na ausência (controle) e presença de diferentes concentrações de antimônio trivalente.  

 Após 72h de incubação a 25ºC, alíquotas das culturas foram retiradas, diluídas em 

solução de Isoton (ácido cítrico 0,05M, cloreto de sódio 0,12M, formaldeído 0,5% p/v, pH 7,2). 

na proporção adequada para quantificação em eppendorfs, os quais foram homogeneizados em 

agitador Vortex por aproximadamente trinta segundos. As células foram quantificadas e 

analisadas através de microscopia óptica comum diretamente em câmera de Neubauer. A 

contagem do número de parasitos/mL de cultura foi realizada utilizando a fórmula: Nº de 

parasitos = média dos quatro quadrantes x inverso da diluição da amostra x 104. 
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3.4 Seleção de parasitos resistentes ao antimônio trivalente (SbIII) 

 

 A seleção dos parasitos resistentes foi realizada de acordo com o proposto por Liarte e 

Murta (2010). Inicialmente, os parasitos foram expostos às concentrações de SbIII 

correspondentes à IC50 (concentração inibitória de 50% do crescimento) de cada isolado clínico. 

Quando as culturas expostas ao fármaco alcançavam uma taxa de crescimento semelhante às 

culturas do tipo selvagem (sensíveis ao SbIII), aumentos graduais na concentração da droga 

eram realizados. Esse procedimento foi repetido até que as culturas selecionadas conseguissem 

crescer na presença de SbIII em concentração correspondente a 10 vezes a IC50 inicial.  

Paralelamente, as culturas selvagens (sensíveis) eram repicadas em meio de cultura sem 

SbIII, a fim de garantir que as culturas sensíveis e resistentes fossem mantidas com igual 

número de repiques in vitro. 

 

3.5 Análise da estabilidade do fenótipo de resistência ao antimônio trivalente adquirido 

pelos isolados clínicos de L. braziliensis 

  

 Após indução de resistência ao SbIII em isolados clínicos de L.braziliensis, essas 

culturas foram cultivadas em meio Schneider suplementado na ausência de SbIII até o 40º 

repique sem a droga. Após o 2º, 10º, 20º, 35º e 40º repique sem a droga, a IC50 dessas culturas 

frente ao antimônio trivalente foi determinada, conforme metodologia descrita no item 3.3, a 

fim de monitorar a estabilidade dessa resistência (FRADE, 2016). 

 

3.6 Curva de crescimento de isolados clínicos de L. braziliensis sensíveis e resistentes ao 

antimônio trivalente 

 

 A curva de crescimento foi realizada a fim de avaliar a cinética de crescimento dos 

isolados clínicos sensíveis e resistentes ao antimônio trivalente e assim poder estabelecer as 

fases logarítmicas (formas promastigotas procíclicas) e estacionária (formas promastigotas 

metacíclicas) da cultura, bem como verificar se há diferenças no perfil de crescimento das 
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culturas sensíveis em relação às culturas resistentes. Foram feitos repiques das formas 

promastigotas dos isolados clínicos em tubos de ensaio rosqueados contendo meio Schneider 

suplementado. Esses repiques foram feitos em duplicata e partindo de uma concentração de 

1x106 células/mL. Os repiques foram realizados a partir de culturas novas, isto é, com três ou 

quatro dias de crescimento. Posteriormente, a cada vinte e quatro horas, as culturas foram 

quantificadas utilizando a câmera de Neubauer sob microscopia óptica comum. Este 

procedimento foi realizado até o momento em que as culturas alcançaram a fase estacionária de 

crescimento. 

 

3.7 Análise da morfologia das formas promastigotas sensíveis e resistentes ao SbIII 

 

 Para o estudo da morfologia dos parasitos, as formas promastigotas dos isolados clínicos 

de L. (V.) braziliensis, sensíveis e resistentes ao SbIII, foram cultivadas em meio de cultura até 

a fase estacionária de crescimento. Em seguida, foram realizados esfregaços em lâminas e 

posterior coloração com kit Panótico rápido (Centerkit, Brasil). As células foram examinadas e 

fotografadas em microscopia óptica comum sob aumento 1000x.  

 

3.8 Teste de lise pelo sistema complemento 

 

3.8.1 Obtenção de soro a partir de sangue humano 

  

Para os ensaios de lise mediada pelo sistema complemento, foram coletadas amostras 

de sangue humano (cerca de 10mL) por punção venosa de voluntários adultos saudáveis, sendo 

utilizado material estéril adquirido comercialmente (agulhas e seringas BD Pastipak, Brasil) e 

colhidos em tubos a vácuo (Greiner Bione, Vacuette, Americana, SP, Brasil).  

Para obtenção do soro, após a coleta, o sangue foi mantido à temperatura ambiente por 

uma hora, para retração do coágulo. Posteriormente, foi feita a separação do soro utilizando 
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centrífuga por 5 minutos a 111 x g (1000 rpm [Centrífuga Parsec CT0603]). Em seguida o 

sobrenadante foi transferido para um microtubo estéril e seco para ser utilizado. 

O estudo foi submetido à apreciação pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Centro de 

Ciências da Saúde da UFPB, sendo aprovado com parecer número 1.789.831, CAAE: 

58591416.5.0000.5188. 

 

 3.8.2 Sensibilidade à lise mediada pelo sistema complemento 

 

 Formas promastigotas dos isolados clínicos sensíveis e resistentes ao SbIII foram 

avaliadas quanto à sua resistência à lise mediada pelo sistema complemento, conforme descrito 

por Gamboa et al. (2008), com modificações. Inicialmente as culturas foram centrifugadas 10 

minutos 447 x g (2000 rpm [Centrífuga Parsec CT0603]) lavadas com PBS (Solução salina 

tamponada com fosfato 0,1 M, pH 7,4) e as formas promastigotas foram ajustadas a uma 

concentração de 2x106 células/mL.  

Em seguida foi adicionado 100µL da cultura em placas de cultivo celular com 96 poços, 

onde foram feitas diluições em série de soro humano a partir de 1:1 a 1:64 em 100µL de meio 

Schneider suplementado, sendo o experimento realizado em triplicata. Como controle, 100µL 

da solução de células foram colocadas em meio de cultura na ausência de soro. As placas foram 

incubadas em estufa a 25ºC durante 1 hora. Após o período de incubação, os parasitos foram 

coletados e colocados diretamente na câmara de Neubauer, onde foram quantificadas apenas as 

células que apresentavam movimento flagelar (células viáveis). 

 

3.9 Infecção de macrófagos murinos 

 

A infecção in vitro foi estudada conforme realizado anteriormente por Néris et al. 

(2013). Para obtenção dos macrófagos murinos foram utilizadas fêmeas de camundongos 

Suiços com 8 a 10 semanas de idade provenientes do Biotério Thomas George (CBiotec/UFPB). 

Os camundongos foram utilizados após aprovação pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da UFPB (protocolo nº 183/2015). Esses camundongos foram elicitados através da 
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inoculação de 1mL de tioglicolato (Gibco) na cavidade peritoneal. Após 5 dias, os animais 

foram sacrificados através de deslocamento cervical e os macrófagos coletados através da 

injeção de 10mL de PBS suplementado com 3% de SBF na cavidade peritoneal do animal, 

sendo esta solução recuperada em seguida e transferida para tubos de polipropileno, onde foi 

centrifugada durante 10 minutos 111 x g (1000 rpm [Centrífuga Parsec CT0603]). O 

sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 1mL de meio RPMI 1640 

suplementado de 10% de SBF e antibiótico (estreptomicina a 100 μg/mL e penicilina a 100 

U/mL) (RPMI completo). Essas células foram então quantificadas em câmara de Neubauer, na 

presença do corante vital Azul de Tripan a 0,4%, que é permeável apenas em células mortas, 

permitindo assim a distinção de células viáveis das não viáveis.  

Após a coleta dos macrófagos peritoniais de camundongos, foi feito o ajuste para 5x105 

células/mL com meio RPMI completo, sendo 1mL dessa suspensão distribuídos em placas de 

24 poços, contendo cada poço uma lamínula estéril de 13mm de diâmetro. As placas foram 

incubadas em estufa de 5% de CO2 a 37ºC por 2 horas, para que os macrófagos pudessem aderir 

na lamínula. Durante o período de incubação, culturas de promastigotas dos dois isolados 

clínicos, sensíveis e resistentes ao antimônio trivalente, em fase estacionária de crescimento, 

foram centrifugadas por 10 minutos a 447 x g (2000 rpm [Centrífuga Parsec CT0603]). O 

sobrenadante foi descartado, as células ressuspendidas em 1mL de RPMI completo e 

quantificadas em câmara de Neubauer. Após as 2 horas, foram inoculadas 5x106 

promastigotas/mL em cada poço (proporção de 10 promastigotas/ 1 macrófago), e incubadas 

novamente por 3 horas em estufa de 5% de CO2 a 37ºC. Após este tempo, cada poço foi lavado 

3 vezes com PBS suplementado com 3% de SBF pré-aquecido a 37ºC, para que as células não 

aderidas e não internalizadas fossem removidas, colocando no fim de cada lavagem 1mL de 

RPMI completo.  

Após 24 e 72 horas de infecção, as lamínulas foram coletadas e coradas com o kit de 

coloração hematológica rápida (Centerkit, Brasil) e montadas em lâminas permanentes com o 

uso de entelan. As análises das lamínulas foram realizadas em microscopia óptica comum 

(aumento total: 1000x), onde foram quantificados cerca de 300 macrófagos por lamínula, 

analisando a quantidade de macrófagos infectados e não infectados, bem como o número de 

amastigotas por macrófago infectado. Os resultados foram expressos em: porcentagem de 

macrófagos infectados, número de amastigotas por macrófago infectado e índice de infecção 

(% de mø infectados x (nº de amastigotas/macrófago infectado)). 
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3.10 Infecção in vivo em camundongos suíços  

  

 Para os estudos in vivo foram utilizadas fêmeas de camundongos Suiços com 8 a 10 

semanas de idade provenientes do Biotério Thomas George (CBiotec/UFPB). A fim de verificar 

uma possível diferença na infecção in vivo causada pelo isolado clínico AF sensível em 

comparação com a forma resistente ao SbIII 10 camundongos foram infectados com 40µL 

(1x107 promastigotas/40μL) de suspensão de formas promastigotas em fase estacionária do 

isolado clínico AF sensível e outros 10 camundongos foram infectados com AF resistente ao 

SbIII. A infecção foi feita através de injeção via subcutânea na pata posterior direita de cada 

animal. As espessuras das patas infectadas e não infectadas foram medidas periodicamente, 

durante 8 semanas, como já realizado anteriormente por Rocha (2014).  

 Em seguida, foi realizada a infecção em camundongos suíços fêmeas com formas 

promastigotas inoculadas nas orelhas dos animais, conforme realizado anteriormente por Sousa 

et al. (2014). Inicialmente, 10 camundongos foram infectados com 10µL (1x107 

promastigotas/20μL) de suspensão de formas promastigotas em fase estacionária do isolado 

clínico AF sensível e outros 10 camundongos foram infectados com AF resistente ao SbIII. A 

infecção foi feita através de injeção via intradérmica na orelha direita de cada animal e as 

espessuras das orelhas infectadas foram medidas periodicamente, durante 5 semanas.   

 

3.11 Análise estatística 

 

Os dados obtidos em cada experimento foram avaliados utilizando o teste t. Para análise 

comparativa dos resultados obtidos entre grupos diferentes foi utilizado o One-way ANOVA, 

com pós teste de Bonferroni. Para realização das análises estatísticas, foi utilizado o programa 

GraphPadPrism versão 6.0. Apenas os valores de p ≤ 0.05 foram considerados significativos. 

Para o cálculo de IC50 e EC50 foi utilizado o modelo de análise de regressão Probit através do 

programa SPSS 13.0 para Windows. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Sensibilidade de isolados de L. braziliensis ao antimônio trivalente 

 

 Para verificar o nível inicial de sensibilidade das formas promastigotas dos isolados 

clínicos de Leishmania braziliensis AF e JCTS, foram determinadas as concentrações de 

antimônio trivalente que inibem 50% do crescimento dos parasitos (IC50), para cada isolado 

clínico. O IC50 calculado para o isolado clínico AF foi de 3,66 µg/mL de SbIII, e para o isolado 

clínico JCTS foi de 5,7 µg/mL de SbIII. O Gráfico 1 mostra que concentração de 20 μg/mL de 

SbIII promoveu a morte de quase 100% dos parasitos, de ambas as culturas, e em microscopia 

óptica foi observada lise de quase todas as células.  

 

Gráfico 1 - Atividade antipromastigota do antimônio trivalente (SbIII) em isolados clínicos (AF e JCTS) 

de Leishmania braziliensis 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: CORDEIRO, L.V. As formas promastigotas de Leishmania braziliensis (1x106 células/mL) dos 

isolados clínicos (A) AF e (B) JCTS foram cultivadas a 25ºC na presença de antimonial trivalente (SbIII) 

durante 72 horas. O gráfico representa a média ± erro padrão da média de dois experimentos 

independentes realizados em duplicata. Para calcular a IC50 foi realizada uma análise de regressão 

utilizando o software Probit SPSS 13.0. Os dados foram comparados utilizando o teste t, com 

significância de ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001 (Significância em relação ao controle). 
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4.2 Seleção de parasitos resistentes ao antimônio trivalente (SbIII) 

 

 O processo de seleção de parasitos resistentes ao antimônio trivalente iniciou-se 

utilizando as concentrações de SbIII correspondentes às IC50 dos dois isolados clínicos: AF e 

JCTS. Dessa forma, o isolado clínico AF foi inicialmente cultivado em presença de SbIII na 

concentração de 3,6 µg/mL e o isolado clínico JCTS, em 5,7 µg/mL. As duas culturas foram 

cultivadas seguindo a mesma metodologia de seleção de resistência, onde foram realizados 

repiques sucessivos em concentrações crescentes da droga. Após um total de 41 repiques a IC50 

calculada para o isolado clínico AF foi de 52,26 µg/mL de SbIII, e para o isolado clínico JCTS 

foi de 78 µg/mL de SbIII (Gráfico 2). Obteve-se culturas com um nível de resistência 

correspondente a 14 e 13 vezes a IC50 da cultura inicial (selvagem) para AF e JCTS, 

respectivamente.  

As culturas selvagens foram consideradas sensíveis ao SbIII e identificadas como AF(S) 

e JCTS(S). Já as culturas que passaram pelo processo de seleção de parasitos resistentes foram 

identificadas como AF(R) e JCTS(R).  

 

Gráfico 2 - Atividade antipromastigota do antimônio trivalente (SbIII) em isolados clínicos resistentes 

(AF(R) e JCTS(R)) de Leishmania braziliensis 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: CORDEIRO, L.V. Após a seleção de parasitos resistentes ao SbIII, as formas promastigotas de 

Leishmania braziliensis (1x106 células/mL) dos isolados clínicos (A) AF e (B) JCTS resistentes foram 

cultivadas a 25ºC na presença de antimonial trivalente (SbIII) durante 72 horas. O gráfico representa a 

média ± erro padrão da média de dois experimentos independentes realizados em duplicata. Foi realizada 

uma análise de regressão utilizando o software Probit SPSS 13.0 para cálculo da IC50. Os dados foram 
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comparados utilizando o teste t, com significância de * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001 

(Significância em relação ao controle). 

 

 Os elevados níveis de resistência adquiridos pelas culturas utilizadas no presente estudo, 

14 e 13 vezes maior que as culturas selvagens, estão em conformidade com as análises 

observadas por Liarte e Murta (2010). Estes autores selecionaram parasitos resistentes ao SbIII 

utilizando diferentes espécies de Leishmania. Após sucessivas passagens em meio de cultura 

com a droga, observaram que as culturas de Leishmania (Viannia) guyanensis e L. V. 

braziliensis apresentaram níveis de resistência 19 e 20 vezes maior que as culturas iniciais, 

selvagens, respectivamente. Embora tenham seguido exatamente a mesma metodologia, as 

culturas de L. (Leishmania) amazonensis e L. L. infantum chagasi alcançaram níveis de 

resistência menores, que foram 6 e 4 vezes maior que as culturas iniciais, respectivamente. Este 

estudo demonstrou que os parasitos do subgênero Viannia foram capazes de adquirir altos 

níveis de resistência, e que estes foram maiores que os níveis observados nas culturas do 

subgênero Leishmania. 

No presente estudo, a seleção de parasitos resistentes foi induzida in vitro a partir de 

cepas sensíveis ao SbIII e todas as análises subsequentes foram realizadas comparando os 

respectivos pares, sensíveis e resistentes, de cada isolado clínico. Dessa forma, os pares 

sensíveis e resistentes possuem o mesmo background genético, minimizando os possíveis 

efeitos das variáveis genotípicas, conforme argumentado por Hendrickx et al. (2016a).  

Diversas pesquisas demonstram que o processo de cultivo de Leishmania sp. in vitro a longo 

prazo pode levar à atenuação da virulência dos parasitos (SILVA; SACKS, 1987; CYSNE-

FINKELSTEIN et al., 1998; BEETHAM; DONELSON; DAHLIN, 2003; MOREIRA et al., 

2012). Visando também evitar essa variável experimental, as culturas sensíveis e seus 

respectivos resistentes, de cada isolado clínico, foram mantidas com igual número de repiques. 

Como as análises realizadas foram comparativas entre culturas sensíveis e resistentes, a possível 

atenuação da virulência devido ao tempo de cultivo terá ocorrido de igual maneira para ambas 

as culturas. Assim, as diferenças observadas nos parâmetros de virulência entre culturas 

sensíveis e resistentes terão ocorrido devido a outros fatores que não o número de repiques in 

vitro. 
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4.3 Análise da estabilidade do fenótipo de resistência ao antimônio trivalente adquirido 

pelos isolados clínicos de L. braziliensis 

 

A fim de verificar a estabilidade da resistência ao SbIII adquirida pelos isolados clínicos 

AF(R) e JCTS(R), essas culturas foram cultivadas na ausência da droga (SbIII), para que após 

repiques sucessivos fossem analisadas as IC50 frente ao SbIII. 

Conforme demonstrado no gráfico 3, a cultura AF apresentou níveis de resistência ao 

SbIII menores à medida que o número de repiques na ausência da droga aumentaram. Após 40 

repiques sem a droga, a cultura apresentou IC50 de 16,40 µg/mL de SbIII, demonstrando um 

decréscimo significativo em seu nível de resistência inicial, de 52,26 µg/mL de SbIII (Quadro 

2). Embora após 40 repiques sem SbIII a cultura ainda seja quatro vezes mais resistente do que 

a cultura AF (S) (teste t; p ≤ 0,05), observa-se um comportamento de reversão progressiva do 

fenótipo de resistência, conforme ilustrado no gráfico 3 e no quadro 2. 

 

Gráfico 3 - Estabilidade da resistência adquirida pelo isolado clínico AF 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: CORDEIRO, L.V. Análise da estabilidade da resistência adquirida pelo isolado clínico AF 

através da determinação da IC50 após sucessivos repiques (2, 10, 20, 35 e 40 repiques) em meio de 

cultura na ausência do antimônio trivalente (SbIII). Os resultados representam a média de dois 

experimentos em duplicata, realizados por meio de contagens independentes em câmera de Neubauer. 

O cálculo das IC50 foi feito através do software Probit SPSS 13.0. Os dados foram comparados utilizando 

o teste t, com significância de * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01 (Significância em relação à cultura AF (AF(R)) 

com nível de resistência 14 vezes maior que a cultura sensível). Entre o 35º e o 40º repique realizado na 

ausência de SbIII não foi observada diferença significativa (ns) entre as IC50 determinadas. 
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Quadro 2 - Análise da estabilidade da resistência adquirida pelo isolado clínico AF 

Cultura: AF IC50 Nível de resistência 

Sensível 3,66 µg/mL - 

Resistente 52,26 µg/mL 14x 

2ºR s/SbIII 39,07 µg/mL 10x 

10ºR s/SbIII 31,07 µg/mL 8x 

20ºR s/SbIII 22,70 µg/mL 6x 

35ºR s/SbIII 19,70 µg/mL 5x 

40ºR s/SbIII 16,40 µg/mL 4x 

 

Fonte:  CORDEIRO, L.V. Análise da estabilidade da resistência adquirida pelo isolado clínico AF 

através da determinação da IC50 após sucessivos repiques (2, 10, 20, 35 e 40 repiques) realizados em 

meio de cultura na ausência do antimônio trivalente (SbIII). Os resultados representam a média de dois 

experimentos em duplicata, realizados por meio de contagens independentes em câmera de Neubauer. 

O cálculo das IC50 foi feito através do software Probit SPSS 13.0 e o nível de resistência foi determinado 

em comparação com o nível de resistência (IC50) da cultura sensível. 

 

De modo semelhante ao observado com o isolado clínico AF, a cultura JCTS também 

apresentou níveis de resistência ao SbIII menores à medida que o número de repiques na 

ausência da droga aumentaram (Gráfico 4). Após 40 repiques sem a droga, a cultura apresentou 

IC50 de 22,00 µg/mL de SbIII, demonstrando um decréscimo significativo em seu nível de 

resistência inicial, de 78,00 µg/mL de SbIII, embora ainda mantenha um nível de resistência 

três vezes maior que a cultura JCTS (S) (teste t; p ≤ 0,05) (Quadro 3). Portanto, também foi 

possível observar um comportamento de reversão progressiva do fenótipo de resistência neste 

isolado clínico. 
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Gráfico 4 - Estabilidade da resistência adquirida pelo isolado clínico JCTS 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: CORDEIRO, L.V. Análise da estabilidade da resistência adquirida pelo isolado clínico JCTS 

através da determinação da IC50 após sucessivos repiques (2, 10, 20, 35 e 40 repiques) em meio de 

cultura na ausência do antimônio trivalente (SbIII). Os resultados representam a média de dois 

experimentos em duplicata, realizados por meio de contagens independentes em câmera de Neubauer. 

O cálculo das IC50 foi feito através do software Probit SPSS 13.0. Os dados foram comparados utilizando 

o teste t, com significância de * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01 (Significância em relação à cultura JCTS (JCTS(R)) 

com nível de resistência 14 vezes maior que a cultura sensível). Entre o 35º e o 40º repique realizado na 

ausência de SbIII não foi observada diferença significativa (ns) entre as IC50 determinadas, indicando 

uma possível estabilização no nível de resistência dessa cultura. 

 

Quadro 3 - Análise da estabilidade da resistência adquirida pelo isolado clínico JCTS 

Cultura: JCTS IC50 Nível de resistência 

Sensível 5,70 µg/mL - 

Resistente 78,00 µg/mL 13x 

2ºR s/SbIII 44,87 µg/mL 7x 

10ºR s/SbIII 35,80 µg/mL 6x 

20ºR s/SbIII 27,45 µg/mL 4x 

35ºR s/SbIII 23,65 µg/mL 4x 

40ºR s/SbIII 22,00 µg/mL 3x 

 

Fonte:  CORDEIRO, L.V. Análise da estabilidade da resistência adquirida pelo isolado clínico JCTS 

através da determinação da IC50 após sucessivos repiques (2, 10, 20, 35 e 40 repiques) realizados em 

meio de cultura na ausência do antimônio trivalente (SbIII). Os resultados representam a média de dois 
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experimentos em duplicata, realizados por meio de contagens independentes em câmera de Neubauer. 

O cálculo das IC50 foi feito através do software Probit SPSS 13.0 e o nível de resistência foi determinado 

em comparação com o nível de resistência (IC50) da cultura sensível. 

 

 Ambos os isolados clínicos, AF e JCTS, apresentaram comportamentos semelhantes, 

com progressiva reversão do fenótipo de resistência. Estudos demonstram que protozoários do 

gênero Leishmania são bastante adaptáveis. A natureza plástica do genoma desses micro-

organismos lhes confere habilidade de amplificar, deletar genes e alterar a ploidia cromossomal 

conforme necessidade imposta pelo meio (HENDRICKX, 2016a). Dessa forma, acredita-se 

sem o estresse gerado pela presença da droga, os parasitos provavelmente têm sua expressão 

gênica alterada, de modo a não mais dispender gasto energético para expressar fatores 

envolvidos com a resistência à droga (MOREIRA et al., 2012; LAFFITTE et al., 2016). 

 Entretanto, outros estudos utilizando culturas resistentes observaram que enquanto 

algumas culturas também revertiam o fenótipo de resistência outras o mantinham estável 

mesmo após longos períodos na ausência da droga. Frade (2016) verificou que uma cultura de 

L. amazonensis resistente ao SbIII reduziu significativamente seu nível de resistência após 18 

repiques sem a droga e outra cultura de L. amazonensis resistente ao SbIII manteve este fenótipo 

estável após o mesmo número de repiques sem SbIII. Monte-Neto et al. (2011) observaram que 

entre quatro cepas de L. amazonensis resistentes ao SbIII, três reverteram a resistência após 20 

repiques na ausência da droga e uma manteve o nível de resistência estável. 

 Liarte e Murta (2010) estudaram diferentes espécies resistentes ao SbIII e verificaram 

que após 47 passagens in vitro sem a droga as culturas de L. guyanensis e L. chagasi não 

apresentaram alterações em seus níveis de resistência, enquanto que as culturas de L. 

braziliensis e L. amazonensis reverteram parcialmente a resistência ao SbIII. Os autores 

explicam que esses diferentes fenótipos são observados porque provavelmente mais de um 

mecanismo de resistência está envolvido nesse processo e, enquanto alguns são mais estáveis, 

outros apresentam capacidade de reversão na ausência de pressão seletiva da droga. 
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4.4 Perfil de crescimento de isolados clínicos de L. braziliensis sensíveis e resistentes ao 

antimônio trivalente 

 

Para verificarmos os perfis de crescimento das culturas sensíveis (S) e resistentes (R) ao 

SbIII foi necessária a análise da curva de crescimento das culturas. É conhecido que na fase 

logarítmica de crescimento são encontradas, majoritariamente, formas promastigotas 

procíclicas, enquanto que na fase estacionária são encontradas formas metacíclicas. Desse 

modo, é possível mimetizar, in vitro, o desenvolvimento do parasito, tal como ocorre no interior 

do inseto vetor (GOSSAGE; ROGERS; BATES, 2003).  

 Nas condições de cultivo utilizadas no presente trabalho, as culturas sensíveis e 

resistentes de ambos os isolados clínicos, AF e JCTS, apresentaram perfil de crescimento 

semelhantes, com fase logarítmica até o quarto dia de cultivo, entrando em fase estacionária de 

crescimento a partir do quinto dia de cultivo (Gráfico 5). Foi possível detectar que as culturas 

resistentes (R), tanto do isolado clínico AF quanto JCTS, apresentaram um crescimento 

populacional menor durante a fase logarítmica, contudo essa diferença não foi constatada 

quando as culturas entraram em fase estacionária de crescimento.  

 

Gráfico 5 – Curva de crescimento de isolados clínicos de Leishmania braziliensis sensíveis e resistentes 

ao antimônio trivalente (SbIII) 
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Fonte: CORDEIRO, L.V. As formas promastigotas de Leishmania braziliensis (1x106 células/mL) dos 

isolados clínicos (A) AF sensível e resistente e (B) JCTS sensível e resistente foram cultivadas em meio 

Schneider suplementado com 20% de SBF e 3% de urina, incubadas à temperatura de 25ºC e 

quantificadas diariamente em câmera de Neubauer. O gráfico representa a média ± erro padrão da média 

de dois experimentos independentes realizados em duplicata para cada cepa. A comparação de cada 

ponto da curva do isolado clínico sensível (S) em relação ao seu respectivo resistente (R) foi realizada 

através do teste t, com significância de * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001.  

 

 Em estudo realizado por Hendrickx et al. (2015) comparando cepas de L. donovani 

sensíveis e resistentes à paromomicina, os autores relatam não haver diferenças significativas 

entre as curvas de crescimento das culturas sensíveis e resistentes à droga. Já Hendrickx et al. 

(2016b) observaram que cepas de L. donovani resistentes à miltefosina apresentaram 

crescimento populacional menor que as respectivas culturas sensíveis, tanto em fase logarítmica 

quanto em fase estacionária. Contudo, não há relatos na literatura sobre o monitoramento do 

crescimento de culturas de L. braziliensis sensíveis e resistentes aos antimoniais. 

 

4.5 Análise da morfologia das formas promastigotas sensíveis e resistentes ao SbIII 

 

 Em análise qualitativa sob microscopia óptica foi possível observar que as culturas AF 

e JCTS resistentes ao SbIII em fase estacionária de crescimento apresentavam mais células com 
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corpo celular afilado e longa estrutura flagelar quando comparadas às correspondentes culturas 

sensíveis ao SbIII, conforme demonstra a figura 11. 

 

Figura 11 – Formas promastigotas de isolados clínicos de Leishmania braziliensis sensíveis e resistentes 

ao antimônio trivalente (SbIII) em sétimo dia de cultivo (fase estacionária de crescimento) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: CORDEIRO, L.V. Leishmania braziliensis. Formas promastigotas (A) AF sensível, (B) AF 

resistente, (C) JCTS sensível, (D) JCTS resistente em sétimo dia de cultivo (fase estacionária de 

crescimento), coradas com coloração hematológica rápida Panótico (aumento 1000x). 

 

 Formas promastigotas procíclicas possuem corpo celular largo e arredondado e um 

flagelo pequeno, enquanto que as metacíclicas apresentam corpo celular mais fino e um flagelo 

com aproximadamente o dobro do tamanho do seu corpo celular (SOARES et al., 2005), que 

garante maior capacidade de locomoção ao parasito (DA SILVA et al., 2015). A análise 

qualitativa realizada no presente estudo indica um maior número de promastigotas com 

morfologia característica de formas metacíclicas nas culturas resistentes ao SbIII de ambos os 

isolados clínicos (AF e JCTS) quando comparadas às culturas sensíveis. Os resultados sugerem 

que possivelmente as culturas resistentes possuam uma maior capacidade de diferenciação em 

formas metacíclicas in vitro do que as culturas sensíveis ao antimonial. 

 Essa análise corrobora com os resultados encontrados pelas recentes pesquisas 

realizadas na área, as quais demonstram que a culturas de L. donovani resistentes aos 

antimoniais (OUAKAD et al., 2011) e também à miltefosina (RAI et al., 2013) são capazes de 

alcançar uma taxa de diferenciação em formas metacíclicas duas vezes maior do que aquela 

A B 

C D 
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observada nas culturas sensíveis às drogas. Turner et al. (2015) também demonstrou essa 

capacidade em cepas de L. major e resistentes à miltefosina.  

 

4.6 Sensibilidade à lise mediada pelo sistema complemento 

 

 Os isolados clínicos de L. braziliensis foram testados quanto à sensibilidade à lise 

mediada pelo sistema complemento, ao serem colocados em contato com diferentes 

porcentagens de soro humano. Em fase logarítmica de crescimento não foram encontradas 

diferenças significativas entre a EC50 (porcentagem do soro que causou 50% de lise celular) 

determinada para os isolados clínicos sensíveis em comparação com os resistentes ao SbIII, 

demonstrando que as culturas resistentes apresentam mesmo nível de sensibilidade à lise 

mediada pelo sistema complemento que as respectivas culturas sensíveis ao SbIII (Gráfico 6). 

  

   Gráfico 6 – Sensibilidade à lise pelo sistema complemento (fase logarítmica de crescimento) 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: CORDEIRO, L.V. Análise da sensibilidade das formas promastigotas dos isolados clínicos AF 

e JCTS sensíveis e resistentes ao SbIII quando expostas a diferentes porcentagens de soro humano em 

fase logarítmica de crescimento. (A) isolados clínicos AF sensível e resistente (B) isolados clínicos 

JCTS sensível e resistente. A resistência à lise foi determinada pelo cálculo de EC50 (porcentagem do 

soro que causou 50% de lise celular) através do software Probit SPSS 13.0. Os dados foram comparados 

utilizando o teste t, com significância de ** p ≤ 0,01. Os resultados representam as médias ± erro padrão 

da média de dois experimentos independentes realizados em triplicata. Após exposição das formas 

promastigotas ao soro humano durante 1 hora, foi realizada a contagem das células em câmera de 

Neubauer, sendo consideradas viáveis apenas as células que apresentaram movimento flagelar. 
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A porcentagem de promastigotas viáveis foi progressivamente menor à medida que a 

porcentagem de soro aumentou, entretanto, em fase estacionária de crescimento a quantidade 

de promastigotas viáveis observada nas culturas resistentes foi maior que àquela observada nas 

culturas sensíveis, em ambos os isolados clínicos (Gráfico 7).  

 

Gráfico 7 – Porcentagem de promastigotas viáveis quando expostas a diferentes porcentagens de soro 

humano 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: CORDEIRO, L.V. Formas promastigotas em fase estacionária de crescimento dos isolados 

clínicos AF sensível e resistente (A) e JCTS sensível e resistente (B) foram expostas a diferentes 

porcentagens de soro humano durante 1h para análise da resistência à lise mediada pelo sistema 

complemento. A porcentagem de células viáveis foi calculada com base nos controles, nos quais as 

células foram cultivadas, sob as mesmas condições experimentais, na ausência do soro humano. Para 

análise, foi utilizado o teste t, com significância de ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001, comparando a forma 

sensível com a resistente. Os resultados representam as médias ± erro padrão da média de dois 

experimentos independentes realizados em triplicata. Após exposição das formas promastigotas ao soro 

humano foi realizada a contagem das células em câmera de Neubauer, sendo consideradas viáveis 

apenas as células que apresentaram movimento flagelar. 
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Em fase estacionária de crescimento, a EC50 determinada para as culturas AF(S) e 

JCTS(S) foi de 2,3% e 2,5%, respectivamente. Os resultados encontrados para as culturas 

resistentes ao SbIII foram 9,4% para AF(R) e 18,4% JCTS(R), significativamente maiores do 

que aqueles encontrados para as correspondentes culturas sensíveis (Gráfico 8). Assim, as 

culturas resistentes ao SbIII, de ambos os isolados clínicos, foram mais resistentes à lise 

mediada pelo sistema complemento do que as culturas sensíveis à droga. 

 

  Gráfico 8 – Sensibilidade à lise pelo sistema complemento (fase estacionária de crescimento) 

.  

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: CORDEIRO, L.V. Análise da sensibilidade das formas promastigotas dos isolados clínicos AF 

e JCTS sensíveis e resistentes ao SbIII quando expostas a diferentes porcentagens de soro humano em 

fase estacionária de crescimento. (A) isolados clínicos AF sensível e resistente, (B) isolados clínicos 

JCTS sensível e resistente. A resistência à lise foi determinada pelo cálculo de EC50 (porcentagem do 

soro que causou 50% de lise celular) através do software Probit SPSS 13.0. Os dados foram comparados 

utilizando o teste t, com significância de ** p ≤ 0,01. Os resultados representam as médias ± erro padrão 

da média de dois experimentos independentes realizados em triplicata. Após exposição das formas 

promastigotas ao soro humano durante 1 hora, foi realizada a contagem das células em câmera de 

Neubauer, sendo consideradas viáveis apenas as células que apresentaram movimento flagelar. 

 

 Culturas em fase estacionária de crescimento possuem, majoritariamente, formas 

promastigotas metacíclicas, que são resultantes de uma série de transformações morfológicas e 

bioquímicas que as tornam naturalmente mais resistentes à lise pelo sistema complemento 

(LAURENTI et al., 2004). Por exemplo, os parasitos metacíclicos expressam moléculas de LPG 

mais longas em sua superfície. Dessa forma, as moléculas de C3b do sistema complemento 

conseguem depositar-se sob as promastigotas, mas a espessa camada de LPG que as reveste 

ocasiona um impedimento mecânico, fazendo com que a inserção de C5b em diante seja 
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comprometida e então o complexo de ataque à membrana não consegue ser formado para causar 

a lise dos parasitos (PUENTES et al., 1990; CUNNINGHAM, 2002).  

Diversas enzimas são mais expressas nas promastigotas metacíclicas, e conseguem 

fosforilar componentes do sistema complemento, tornando-os inativos (NORONHA et al., 

1998). A glicoproteína gp63 é muito abundante nas formas metacíclicas e possui atividade 

proteolítica, conseguindo clivar o componente C3b em C3bi e impedir a continuidade da cascata 

de ativação que iria, por fim, provocar a lise das promastigotas (MOSSER; BRITTINGHAM, 

1997; CUNNINGHAM, 2002).  

 Ouakad et al. (2011) demonstraram que promastigotas de L. donovani resistentes aos 

antimonais são também mais resistentes à lise mediada pelo sistema complemento, devido à 

capacidade de diferenciação em formas metacíclicas duas vezes maior que as cepas sensíveis à 

droga. Outros estudos também observam maior número de formas metacíclicas nas culturas 

resistentes a drogas em comparação com as culturas sensíveis (RAI et al., 2013; TURNER et 

al., 2015).  

 Acredita-se que a maior resistência de AF(R) e JCTS(R) à lise mediada pelo sistema 

complemento observada no presente estudo esteja correlacionada com uma maior capacidade 

de diferenciação em formas metacíclicas. Os achados morfológicos (item 4.5) e o fato de que a 

diferença na susceptibilidade à lise entre os isolados sensíveis e resistentes apenas ocorreu após 

a metaciclogênese in vitro sugerem que esse pode ser um dos fatores que contribuem para maior 

resistência à lise por parte dessas cepas. 

 

4.7 Infecção de macrófagos murinos  

 

 Para avaliar a virulência in vitro das culturas sensíveis e resistentes ao SbIII, macrófagos 

murinos foram infectados com formas promastigotas de AF e JCTS. Foi possível observar 

diferenças significativas entre o comportamento das formas sensíveis (S) e resistentes (R) 

durante a infecção (Gráfico 9). Em 24h de infecção, a porcentagem média de macrófagos 

infectados por AF(S) foi de 62,7% e por AF(R) foi de 77,1%. Já para os isolados clínicos 

JCTS(S) e JCTS(R) foi de 51,8% e 67,0%, respectivamente. Após 72h de infecção, a 
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porcentagem média de macrófagos infectados por AF(S) foi de 40,0% e por AF(R) foi de 

67,4%. Já para os isolados clínicos JCTS(S) e JCTS(R) foi de 27,0% e 37,3%, respectivamente. 

Portanto, verificou-se que as cepas resistentes ao SbIII, tanto do isolado clínico AF 

quanto do isolado clínico JCTS, infectaram uma porcentagem maior de macrófagos após 24 

horas de infecção, em comparação com as formas sensíveis, conforme mostrado no gráfico 9 

(A e B). Essa diferença manteve-se presente após 72 horas de infecção, conforme demonstrado 

em C e D no gráfico 9. 

 

Gráfico 9 – Porcentagem de macrófagos infectados pelos isolados clínicos AF sensível e resistente e 

JCTS sensível e resistente 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: CORDEIRO, L.V. Macrófagos murinos foram infectados com formas promastigotas (proporção 

de 10 promastigotas: 1 macrófago) dos isolados clínicos AF sensível e resistente e JCTS sensível e 

resistente e incubados durante 24 e 72 horas em estufa de CO2 a 35ºC. Em seguida, as células foram 

coradas com coloração hematológica rápida Panótico após 24 horas e 72 horas de infecção e a 

porcentagem de macrófagos infectados foi quantificada sob microscopia óptica. Porcentagem de 
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macrófagos infectados após 24h de incubação com as formas promastigotas do isolado clínico (A) AF 

sensível e resistente e (B) JCTS sensível e resistente. Porcentagem de macrófagos infectados após 72h 

de incubação com as formas promastigotas do isolado clínico (C) AF sensível e resistente e (D) JCTS 

sensível e resistente. Cada gráfico representa a média ± o erro padrão da média de dois experimentos 

independentes realizados em triplicata. Os resultados foram analisados através do teste t, com 

significância de * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01, comparando a porcentagem de macrófagos infectados pelas 

formas sensíveis com aqueles infectados pelas formas resistentes. 

 

Com relação ao número médio de amastigotas por macrófago (Gráfico 10), em 24h de 

infecção com o isolado clínico AF(S) foi observada uma média de 6,7 amastigotas/macrófago, 

enquanto que a infecção com AF(R) resultou em uma média de 8,7 amastigotas/macrófago. O 

isolado clínico JCTS(S) obteve uma média de 3,3 amastigotas/macrófago e JCTS(R) 5,2 

amastigotas/macrófago em 24h de infecção. Após 72h de infecção, observou-se 6,0 

amastigotas/macrófago para AF(S) e 8,5 amastigotas/macrófago para AF(R). Já para JCTS(S) 

e (R) as médias obtidas foram 4,1 e 5,5 amastigotas/macrófago, respectivamente. 

Observa-se, portanto, que as formas resistentes dos isolados clínicos AF e JCTS 

apresentaram números significativamente maiores (teste t: *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01) em 

comparação as suas respectivas formas sensíveis ao SbIII, em ambos os tempos de infecção (24 

e 72h), conforme evidenciado no gráfico 10. 
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Gráfico 10 – Número de amastigotas por macrófagos infectados pelos isolados clínicos AF sensível e 

resistente e JCTS sensível e resistente 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: CORDEIRO, L.V. Macrófagos murinos foram infectados com formas promastigotas (proporção 

de 10 promastigotas: 1 macrófago) dos isolados clínicos AF sensível e resistente e JCTS sensível e 

resistente e incubados durante 24 e 72 horas em estufa de CO2 a 35ºC. Em seguida, as células foram 

coradas com coloração hematológica rápida Panótico após 24 horas e 72 horas de infecção e o número 

de amastigotas presentes em cada macrófago infectado foi quantificado sob microscopia óptica. Número 

de amastigotas por macrófagos após 24h de infecção com o isolado clínico (A) AF sensível e resistente 

e (B) JCTS sensível e resistente. Número de amastigotas por macrófagos após 72h de infecção com o 

isolado clínico (C) AF sensível e resistente e (D) JCTS sensível e resistente. Cada gráfico representa a 

média ± o erro padrão da média de dois experimentos independentes realizados em triplicata. Os 

resultados foram analisados através do teste t, com significância de * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01, comparando 

o número de amastigotas por macrófagos das formas sensíveis com relação às formas resistentes. 

 

O índice de infecção, que leva em consideração tanto a porcentagem de macrófagos 

infectados quanto o número de amastigotas por macrófago, determinado para AF(S) e AF(R) 

após 24h de infecção foi de 421 e 673, respectivamente. Para JCTS(S) e JCTS(R) esses índices 

foram de 173 e 365, respectivamente, em 24h de infecção. Após 72h de infecção, o índice obtido 
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para AF(S) e AF(R) foi de 260 e 593. Já para JCTS(S) e JCTS(R) o índice calculado foi de 115 

e 207, respectivamente (Gráfico 11). Esses resultados mostram que os parasitos resistentes ao 

SbIII, de ambos os isolados clínicos (AF e JCTS), apresentaram índices de infecção 

significativamente maiores quando comparados àqueles apresentados pelas respectivas formas 

sensíveis ao SbIII. Essa diferença pôde ser evidenciada tanto em 24 quanto em 72 horas de 

infecção. 

 

Gráfico 11 - Índice de infecção de macrófagos murinos infectados pelos isolados clínicos AF sensível 

e resistente e JCTS sensível e resistente 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: CORDEIRO, L.V. Macrófagos murinos foram infectados com formas promastigotas (proporção 

de 10 promastigotas: 1 macrófago) dos isolados clínicos AF sensível e resistente e JCTS sensível e 

resistente e incubados durante 24 e 72 horas em estufa de CO2 a 35ºC. Em seguida, as células foram 

coradas com coloração hematológica rápida Panótico após 24 horas e 72 horas de infecção e 

quantificadas sob microscopia óptica. Índice de infecção após 24h de infecção com o isolado clínico (A) 

AF sensível e resistente e (B) JCTS sensível e resistente. Índice de infecção após 72h de infecção com 

o isolado clínico (C) AF sensível e resistente e (D) JCTS sensível e resistente. Cada gráfico representa 

a média ± o erro padrão da média de dois experimentos independentes realizados em triplicata. Os 
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resultados foram analisados através do teste t, com significância de * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 

0,001, comparando o índice de infecção das formas sensíveis com relação às formas resistentes. 

 

Na figura 12 é mostrada uma representação dos resultados da infecção in vitro através 

de fotomicrografias de macrófagos murinos infectados com o isolado clínico AF, nas formas 

sensíveis e resistentes ao SbIII, após 24 horas (A e B) e 72 horas de infecção (C e D) (aumento 

1000x). É possível observar um maior número de amastigotas por macrófago no quadrante B 

em comparação com o quadrante A da figura, os quais são correspondentes à infecção com a 

forma AF resistente e sensível, respectivamente, após 24 horas de infecção. Já nos quadrantes 

C e D da figura 12, é possível observar um maior número de macrófagos infectados no campo 

visualizado no quadrante D em comparação ao quadrante C, os quais correspondem à infecção 

com a forma AF resistente e sensível, respectivamente, após 72 horas de infecção.  

 

Figura 12 – Macrófagos murinos infectados com isolado clínico de Leishmania braziliensis AF sensível 

e resistente ao antimônio trivalente 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: CORDEIRO, L.V. Macrófagos infectados com formas amastigotas do isolado clínico de 

Leishmania braziliensis: AF sensível (A e C) e resistente (B e D), e coradas com coloração hematológica 

rápida Panótico após 24 horas (A e B) e 72 horas de infecção (C e D) (aumento 1000x). 
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 Na figura 13 observa-se fotomicrografias de macrófagos murinos infectados com o 

isolado clínico JCTS, nas formas sensíveis e resistentes ao SbIII, após 24 horas (A e B) e 72 

horas de infecção (C e D) (aumento 1000x). É possível verificar um maior número de 

amastigotas por macrófago no quadrante B em comparação com o quadrante A da figura, os 

quais são correspondentes à infecção com a forma JCTS resistente e sensível, respectivamente, 

após 24 horas de infecção. Já nos quadrantes C e D da figura é possível observar um maior 

número de macrófagos infectados no campo visualizado no quadrante D em comparação ao 

quadrante C, os quais correspondem à infecção com a forma JCTS resistente e sensível, 

respectivamente, após 72 horas de infecção.  

 

Figura 13 – Macrófagos murinos infectados com isolado clínico de Leishmania braziliensis JCTS 

sensível e resistente ao antimônio trivalente 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: CORDEIRO, L.V. Macrófagos infectados com formas amastigotas do isolado clínico de 

Leishmania braziliensis:  JCTS sensível (A e C) e resistente (B e D), e coradas com coloração 

hematológica rápida Panótico após 24 horas (A e B) e 72 horas de infecção (C e D) (aumento 1000x). 

 

 Diante do exposto, conclui-se que ambos os isolados clínicos aos quais se induziu 

resistência ao SbIII possuem maior capacidade de infectar e manter a infecção em macrófagos 

murinos in vitro do que as respectivas cepas sensíveis. Portanto, observa-se que a resistência ao 
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SbIII está relacionada com uma maior virulência das cepas utilizadas neste trabalho para 

macrófagos murinos in vitro.  

 Holzmuller, Sereno e Lemesre (2005) observaram que amastigotas de L. infantum 

resistentes ao antimonial trivalente possuíam maior índice de infecção em macrófagos murinos 

e eram resistentes ao NO. Recentemente, Moura et al. (2016) também analisaram cepas de L. 

infantum isoladas de pacientes responsivos e não responsivos ao tratamento com antimonial. 

Eles observaram que os parasitos resistentes ao tratamento com antimonial apresentavam 

resistência ao NO. Essas mesmas cepas também alcançaram índices de infecção em macrófagos 

murinos superiores àqueles observados pelas cepas responsivas à ação do antimonial. O estudo 

observou ainda que as formas amastigotas dos parasitos resistentes ao SbV foram capazes de 

proliferar e sobreviver no interior dos macrófagos mesmo na presença de LPS e IFN-ɤ, os quais 

ativam os mecanismos microbicidas dessas células fagocíticas. Os autores sugerem que a 

resistência ao antimonial possivelmente leva a alterações bioquímicas nos parasitos que os torna 

capazes de inibir a ativação de mecanismos microbicidas dos macrófagos. 

 Análises de metaboloma e proteoma em espécies de Leishmania resistentes a drogas 

têm demonstrado que esses parasitos apresentam alterações relacionadas a uma maior fluidez 

da membrana, conferindo uma possível resistência ao estresse oxidativo dos macrófagos. 

Também demonstram maior biossíntese de fosfolipídeos, de modo que pode interferir em sua 

virulência e também aumentar a proteção contra o estresse oxidativo. É observada ainda uma 

maior quantidade de alguns aminoácidos, que podem servir como fonte alternativa de energia 

para sobrevivência no interior das células fagocíticas, onde os nutrientes são escassos, e assim 

aumentar a sobrevida do parasito. Os níveis de purina são elevados, servindo como um “kit de 

sobrevivência” com os fatores necessários para a diferenciação de formas promastigotas em 

amastigotas no estágio inicial da infecção (BERG et al., 2013; CARNIELLI et al., 2014). 

 Rai et al. (2013) analisaram isolados clínicos de L. donovani obtidos de pacientes com 

leishmaniose visceral resistentes ao tratamento com miltefosina e observaram que estes 

apresentaram capacidade de diferenciação em formas metacíclicas significativamente maior do 

que aquela observada nos isolados de pacientes com boa resposta clínica ao tratamento. 

Também foi observado que os isolados resistentes à miltefosina infectaram maior porcentagem 

de macrófagos in vitro do que os isolados sensíveis ao fármaco. Hendrickx et al. (2016b) 

mostraram que cepas de L. donovani resistentes à miltefosina são mais infectantes in vitro, com 
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maior capacidade de multiplicação de amastigotas e maior resistência ao estresse oxidativo 

provocado por macrófagos. 

 Vanaerschot et al. (2010) e Ouakad et al. (2011) observaram que cepas de L. donovani 

resistentes aos antimoniais eram mais infectantes que as cepas sensíveis aos antimoniais, 

conseguindo estabelecer maiores níveis de infecção em macrófagos murinos in vitro. Gómez et 

al. (2014) reforçaram essa correlação entre resistência ao Sb e virulência in vitro ao verificaram 

maior capacidade de sobrevivência dos isolados clínicos de L. panamensis de pacientes que 

foram refratários ao tratamento com antimonial no interior dos macrófagos em comparação com 

aqueles que responderam bem ao tratamento. 

 Dessa forma, os resultados encontrados no presente estudo corroboram com os recentes 

dados publicados na literatura, que demonstram que cepas de Leishmania resistentes aos 

antimoniais apresentam maior virulência em modelos de infecção in vitro. É possível que a 

indução de resistência à droga leve a alterações bioquímicas que tornam as formas amastigotas 

mais resistentes aos mecanismos microbicidas dos macrófagos. Entretanto, ainda não estão 

elucidadas quais alterações ocorrem nos parasitos e como elas podem levar a esse 

comportamento. Considerando a significância destas evidências para a terapêutica das 

leishmanioses, é de grande importância que os mecanismos envolvidos com esta correlação 

sejam melhor investigados. 

 

4.8 Infecção in vivo em camundongos suíços 

 

 Para avaliar se a resistência ao antimônio interfere na virulência in vivo de L. 

braziliensis, formas promastigotas das culturas AF(S) e AF(R) foram inicialmente inoculadas 

por via subcutânea na pata posterior de camundongos suíços, conforme realizado anteriormente 

por Rocha (2014). Neste último trabalho, foi observado que a cultura AF recentemente isolada 

de paciente com leishmaniose disseminada, foi capaz de infectar camundongos suíços, 

desenvolvendo um pequeno edema no sítio de inoculação após duas semanas de infecção, que 

não demonstrou resolução durante o período de observação, de 17 semanas. Rocha (2014) 

também identificou a permanência de parasitos nos linfonodos destes animais.  
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 No presente estudo, a infecção com AF(S) e AF(R) foi acompanhada durante 8 semanas 

e as espessuras das patas dos camundongos foram mensuradas (Gráfico 12). Observou-se que 

um pequeno edema de pata tanto no grupo de camundongos infectados com AF(S) (Gráfio 12A) 

quanto no grupo infectado com AF(R) (Gráfico 12B). 

 

Gráfico 12 – Espessura das patas de camundongos suíços infectados pelo isolado clínico de Leishmania 

braziliensis AF em comparação com as espessuras das patas não infectadas 

  

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: CORDEIRO, L.V. Camundongos suíços foram infectados foram infectados na pata por via 

subcutânea com o isolado clínico de L. braziliensis AF, culturas sensível e resistente ao SbIII. (A) O 

primeiro grupo, com dez animais infectados por AF(S), teve a espessura das patas infectadas (patas 

direitas) e não infectadas (patas esquerdas) medidas durante oito semanas. (B) O segundo grupo foi 

infectado por AF(R) e também teve a espessura das patas infectadas (patas direitas) e não infectadas 

(patas esquerdas) medidas durante oito semanas. A diferença significativa entre as patas indica presença 

de lesão/edema. A comparação foi feita utilizado o teste t, com significância de * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; 

*** p ≤ 0,001. Cada ponto do gráfico representa a média ± erro padrão da média das espessuras das 

patas de cada grupo. 

 

 Comparando a média das espessuras das patas infectadas por AF(S) com aquelas 

infectadas por AF(R) observa-se que, excetuando-se a quarta semana de infecção, não foi 

identificada uma diferença significativa entre os grupos nos demais tempos analisados (Gráfico 

13). 
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Gráfico 13 – Espessura das patas de camundongos suíços infectadas pelo isolado clínico de Leishmania 

braziliensis AF sensível em comparação com as espessuras das patas infectadas por AF resistente 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: CORDEIRO, L.V. Camundongos suíços foram infectados na pata por via subcutânea com o 

isolado clínico de AF sensível e resistente. Os grupos, com dez animais infectados cada, tiveram a 

espessura das patas infectadas (patas direitas) medidas durante oito semanas. Foi feita a comparação da 

espessura das patas infectadas por AF sensível com relação àquelas infectadas por AF resistente. Essa 

comparação foi feita utilizado o teste t, com significância de * p ≤ 0,05. Cada ponto do gráfico representa 

a média ± erro padrão da média das espessuras das patas de cada grupo. 

 

 É bem conhecido o fato de que grande maioria das linhagens de camundongos 

demonstra ser resistente à infecção por L. braziliensis, não existindo um modelo murino que 

mimetize a infecção observada em humanos (CHILDS et al., 1984; SAMUELSON et al., 1991). 

Contudo, Moura et al. (2005) propuseram um modelo de infecção in vivo em camundongos 

Balb/c que se assemelha aos achados clínicos da leishmaniose tegumentar americana causada 

por L. braziliensis. Estes autores observaram que a inoculação de cepas de L. braziliensis na 

região dérmica da orelha dos camundongos levou a uma lesão ulcerada após cinco semanas de 

observação.  

 Com base nos resultados obtidos por Moura et al. (2005), que demonstraram ser um 

modelo in vivo mais sensível para infecção com L. braziliensis, decidiu-se então verificar se as 

culturas AF(S) e (R) apresentavam capacidade de promover lesão nas orelhas de camundongos 

suíços e se havia diferença significativa entre os grupos infectados. Os resultados mostraram 

que durante até cinco semanas de infecção, não foi possível detectar qualquer edema ou sinal 

de lesão na região da inoculação nos camundongos ou próxima a ela. Portanto, a espessura 
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média das orelhas infectadas por AF(S) manteve-se equivalente à observada nos animais 

infectados por AF(R) (Gráfico 14).  

   

Gráfico 14 – Espessura das orelhas de camundongos suíços infectadas pelo isolado clínico de 

Leishmania braziliensis AF sensível em comparação com as espessuras das orelhas infectadas por AF 

resistente 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: CORDEIRO, L.V. Camundongos suíços foram infectados na orelha com o isolado clínico de AF 

sensível e resistente. Os grupos, com dez animais cada, tiveram a espessura das orelhas infectadas 

medidas durante cinco semanas. Foi feita a comparação da espessura das orelhas infectadas por AF 

sensível com relação àquelas infectadas por AF resistente. Essa comparação foi feita utilizado o teste t, 

porém não foram encontradas diferenças significativas. Cada ponto do gráfico representa a média ± erro 

padrão da média das espessuras das orelhas do grupo. 
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ajudar a esclarecer se essas culturas, que demonstraram maior virulência em modelo de infecção 

in vitro, são também mais virulentas em modelos in vivo. 
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5. Conclusão 

 

Foi observada uma correlação entre resistência ao antimonial trivalente e virulência in 

vitro em isolados clínicos de L. (V.) braziliensis, visto que os parasitos resistentes ao antimônio 

foram também mais resistentes à lise pelo complemento e mais virulentos em modelo de 

infecção in vitro de macrófagos murinos. 
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