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RESUMO 

 

 

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) constitui uma doença infecciosa 

causada por protozoários do gênero Leishmania com elevada incidência na região Amazônica. 

Uma variedade de espécies de leishmania é responsável por esta patologia. Desta forma, 

dependendo da espécie e da resposta imunológica do hospedeiro vertebrado, a doença pode 

apresentar diferentes formas clínicas, como a leishmaniose cutânea localizada (LCL) e a 

leishmaniose mucocutânea (LMC). A principal espécie responsável pela LTA é a Leishmania 

(Viannia) braziliensis. Contudo, devido à existência de uma multiplicidade de cepas desta 

espécie e ao reduzido número de estudos relacionados, torna-se importante o conhecimento 

dos aspectos metabólicos básicos do protozoário, como o metabolismo lipídico, na tentativa 

de caracterizar vias ou componentes fundamentais para seu desenvolvimento e infectividade. 

Desta forma, este trabalho teve como objetivo analisar distribuição de corpos lipídicos (CLs) 

e o perfil lipídico de duas cepas de L. (V.) braziliensis, isolada de diferentes casos clínicos, em 

diferentes períodos da fase estacionária do crescimento celular. As formas promastigotas das 

cepas M17593 (LCL) e M17323 (LMC) de L. (V.) braziliensis foram utilizadas na fase 

estacionária inicial (EST-I) e estacionária tardia (EST-T) de crescimento. Inicialmente, foi 

realizada análise ultraestrutural das formas promastigotas por microscopia eletrônica de 

transmissão (MET) e foram observadas estruturas sugestivas de CLs distribuídos no 

citoplasma do parasito, confirmados pela técnica citoquímica ósmio-imidazol, organelas 

necessárias para o metabolismo energético do parasito. Para quantificar a distribuição de CLs 

entre os dias de cultivo e entre as cepas, foi realizada análise por citometria de fluxo com 

Bodipy
®
 493/503. Os resultados indicaram que a cepa responsável pela LMC apresentou 

maior quantidade de CLs durante a fase estacionária tardia. Na cepa LCL não foi observado 

diferença significativa entre as fases estudadas. Assim, pode ser sugerido que a exacerbada 

resposta inflamatória que ocorre em pacientes com LMC, esteja relacionada com o acúmulo 

de CLs no parasito, fonte de energia e eicosanoides, como prostaglandinas. Outra hipótese é a 

possível correlação de CLs com a baixa exposição do fosfolipídio fosfatidilserina para a 

superfície externa da membrana, importante para a infectividade do parasito. Para análise dos 

lipídios totais, os parasitos foram submetidos à extração lipídica, seguido da técnica de 

HPTLC, onde foram encontrados predominantemente fosfolipídios, esterol esterificado, 

esteróis, triglicerídeos e ácidos graxos compondo o parasito, com variações entre as cepas e 

entre as fases estudadas. A cepa LCL na fase estacionária tardia possui maior quantidade de 

lipídios totais, que pode ser justificado por já ser conhecida como a cepa mais infectiva e 

possivelmente apresentar maior quantidade de glicoconjugados associados com subdomínios 

lipídicos importantes para o reconhecimento de fagócitos. É importante ressaltar que a maior 

infectividade da cepa LCL quando comparada à cepa LMC, resulta em um menor processo 

inflamatório. Estes resultados indicam que há uma variação no perfil lipídico e na distribuição 

de CLs entre as diferentes cepas de L. (V.) braziliensis, que pode estar relacionado com a 

infectividade do parasito e com a manifestação clinica da doença. 

 

Palavras-chave: Leishmania (Viannia) braziliensis, cepas, corpos lipídicos, manifestação 

clínica. 



 

 

ABSTRACT 

 

 

The american cutaneous leishmaniasis (ACL) is an infectious disease caused by 

protozoa of the genus Leishmania with high incidence in the Amazon region. A variety of 

leishmania species are responsible for this pathology. Thus, depending on the species and the 

immune response of the vertebrate host, the disease can display different clinical forms, 

including localized cutaneous leishmaniasis (LCL) and mucocutaneous leishmaniasis (MCL). 

The main species responsible for the LTA is Leishmania (Viannia) braziliensis. However, due 

to existence of a multiplicity of strains of this species and reduced number of related studies, 

it is important to know the basic metabolic aspects of the protozoa such as lipid metabolism in 

an attempt to characterize pathways or components essential to their development and 

infectivity. This study aimed to analyze the distribution of lipid droplets (LD) and lipid profile 

of two strains of L. (V.) braziliensis isolated from different clinical cases at different periods 

of the stationary phase of cell growth. The promastigotes of strains M17593 (LCL) and 

M17323 (LMC) of L. (V.) braziliensis were used in early stationary phase (STAT-E) and late 

stationary (STAT-L) of the growth. Initially, was performed ultrastructural analysis of 

promastigotes by transmission electron microscopy (TEM) and we could observe structures 

suggestive of LD distributed in the cytoplasm of the parasite, confirmed by imidazole-

osmium cytochemical technique, organelles required for energy metabolism of the parasite. 

To quantify the LD distribution between the days of cultivation and between the different 

strains, analysis was performed by flow cytometry with BODIPY ® 493/503. The results 

showed that the MCL strain had a higher amount of LD during the late stationary phase. In 

LCL strain no significant difference was observed between the phases studied. Thus, it can be 

suggested that the increase inflammatory response that occurs in patients with MCL, is 

associated with LD accumulation in parasite, energy and eicosanoids source, such 

prostaglandins. Another hypothesis is the possible correlation between LD and the low 

phosphatidylserine exposure to the external surface of the membrane, important to parasite 

infectivity. For the total lipids analysis, parasites were subjected to lipid extraction, followed 

by HPTLC technique, which were found predominantly phospholipids, sterol esterified, 

sterols, triglycerides and fatty acids composing the parasite, with variations between strains 

and between phases studied. The LCL strain in late stationary phase has a higher amount of 

total lipids, which can be explained because this strain already known as the infective one, 

and possibly present high quantities of glycoconjugates associated with lipid subdomains 

important for the recognition of phagocytes. It is important to know the high infectivity of 

LCL strain compared to MCL strain, results in less inflammation. These results indicate that 

exist difference in lipid profile and LD distribution between different strains of L. (V.) 

braziliensis, which may be related to the parasite infectivity and the clinical manifestation of 

the disease. 

 

Keywords: Leishmania (Viannia) braziliensis, strains, lipid droplets, clinical manifestation.
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1. ASPECTOS GERAIS 

 

 

As leishmanioses constituem um conjunto de doenças causadas pela infecção por 

protozoários parasitos do gênero Leishmania (NEUBER, 2008). São consideradas 

antropozoonoses, na qual vinte espécies são patogênicas ao homem e são transmitidos através 

da picada de insetos vetores hematófagos insetos dípteros denominados flebotomíneos, os 

quais pertencem a trinta espécies (WHO, 2012). Dependendo da espécie do protozoário e da 

resposta imunológica, essas patologias podem se apresentar sob três formas clínicas 

principais: cutânea, mucocutânea e visceral, que abrangem uma ampla variedade de sinais, 

sintomas e diferentes níveis de severidade (GRIMALDI JR. & TESH, 1993). 

Esta parasitose é um sério problema de saúde pública, considerada endêmica em 

98 países, dos quais 72 são países em desenvolvimento, com 12 milhões de pessoas 

infectadas. Cerca de dois milhões de novos casos são relatados anualmente (1,5 milhões de 

casos de leishmaniose cutânea e 500.000 de leishmaniose visceral), principalmente nas 

Américas, na Ásia e na África. Dados epidemiológicos indicam que 90% dos casos de 

leishmaniose visceral ocorrem em Bangladesh, Brasil, Índia, Nepal e Sudão. Em relação à 

leishmaniose mucocutânea, 90% dos casos ocorrem na Bolívia, Brasil e Peru e 90% dos casos 

de leishmaniose cutânea ocorrem no Afeganistão, Brasil, Irã, Peru, Arábia Saudita e Síria 

(WHO, 2012). De acordo com esses dados, o Brasil está entre os países com maior incidência 

das três formas clínicas das leishmanioses, o que confirma o caráter endêmico nacional da 

doença.  

 

 

1.2. TAXONOMIA DO GÊNERO LEISHMANIA 

 

 

O gênero Leishmania (Ross, 1903) pertence à família Trypanossomatidae, ordem 

Kinetoplastida, e desde a sua criação vários esquemas de classificação taxonômica foram 

propostos devido ao crescente número de espécies identificadas, bem como suas 

características intrínsecas e extrínsecas (GRIMALDI JR. & TESH, 1993). As classificações 
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mais utilizadas seguem o modelo taxonômico proposto por Lainson & Shaw (1987) que 

dividem as leishmanias nos subgêneros Viannia e Leishmania (figura 1). 

 

 

Figura 1: Taxonomia do parasito Leishmania. Fonte: BAÑULS et al., 2007 (modificada). 

 

 

Existe uma variedade de espécies de leishmania distribuídas pelo mundo e cada 

uma apresenta particularidades concernentes às manifestações clínicas, aos vetores, 

reservatórios, padrões epidemiológicos, a distribuição geográfica e até mesmo a resposta 

terapêutica (VALE & FURTADO, 2005; BRASIL, 2007). 

No Brasil são conhecidas oito espécies de leishmanias responsáveis por doença 

humana (Quadro 1). A espécie L. (V.) braziliensis é responsável pela forma tegumentar e 

apresenta distribuição em todo o território nacional, além de vários países da América Central 

e do Sul (de Belize até a Argentina), sendo provável que nem todos os casos da doença 

correspondam exatamente ao mesmo parasita, mas que exista um complexo de subespécies 

(BASANO & CAMARGO, 2004). 
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Quadro 1: Espécies de Leishmania frequentes no Brasil.  

 Forma Clínica Distribuição Geográfica 

Leishmania sp. do Novo Mundo 

L. (Viannia) braziliensis LCL, LMC Américas do Sul e Central, México 

L. (Viannia) guyanensis LCL América do Sul 

L. (Viannia) lainsoni LCL América do Sul 

L. (Viannia) naiffi LCL América do Sul 

L. (Viannia) lindenbergi LCL América do Sul 

L. (Viannia) shawi LCL América do Sul 

L. (Leishmania) chagasi LV Américas do Norte, Central e Sul 

L. (Leishmania) amazonensis LCL, LCD América do Sul 

LCL: Leishmaniose Cutânea Localizada; LMC: Leishmaniose Mucocutânea; LCD: Leishmaniose Cutânea 

Difusa; LV: Leishmaniose Visceral. 

Fonte: REINTHINGER et al., 2007 (modificada). 

 

 

1.3. LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA  

 

 

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é umas das manifestações mais 

frequentes de infecção com 75 % de todos os casos registrados. Segundo o Ministério da 

Saúde do Brasil, somente no ano de 2010, foram notificados 21.981 casos de LTA. As regiões 

Nordeste e Norte apresentaram maior incidência, apresentando 40% e 32% dos casos 

registrados, respectivamente. Na região Norte, os estados do Pará, Amazonas e Acre foram 

predominantes, onde só no estado do Pará, em 2008, foram notificados 3.623 casos; em 2009, 

3.347, e no ano de 2010, 2.331 casos, que confirmam o caráter endêmico da doença no Estado 

(BRASIL, 2011). 

Atualmente, na Amazônia brasileira, as principais espécies de leishmania 

responsáveis pela LTA são: Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) 

braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania 

(Viannia) shawi, Leishmania (Viannia) lindenbergi, Leishmania (Viannia) naiffi (BRASIL, 

2006; SILVEIRA et al., 2008; DE OLIVEIRA & BRODSKYN, 2012). Dependendo da 

espécie ou até mesmo da cepa do parasito e da resposta imunológica celular do indivíduo 

infectado a doença pode manifestar diferentes formas clínicas. A espécie predominante nas 

regiões endêmicas do Brasil é a L. (V.) braziliensis (GOMES-SILVA et al. 2007) que é a 

principal responsável pelos casos de leishmaniose cutânea localizada e leishmaniose 

mucocutânea registrados (SILVEIRA et al., 2004). 

A leishmaniose cutânea localizada (LCL) é a forma mais frequente da doença, 

caracterizada pela presença de úlceras únicas ou múltiplas na pele, com bordas infiltradas e 

eritematosas, de fundo granuloso, localizadas principalmente nas áreas expostas do corpo 



4 

 

(figura 2) (SILVEIRA et al., 2004; NOGUEIRA et al., 2008). A lesão provocada pela espécie 

L. (V.) braziliensis apresenta uma infiltração modesta com escassos macrófagos e parasitos 

(MORGADO et al., 2008). Imunologicamente a LCL se caracteriza principalmente pela 

resposta imune através das células T CD4
+
 e CD8

+
 tanto em pacientes infectados por L. (V.) 

braziliensis quanto naqueles com L. (L.) amazonensis, também responsável pela LCL, porém 

a resposta imune provocada pela primeira espécie apresenta maior expressão de INF-γ e baixa 

ou nenhuma expressão de IL-4 nas lesões dos pacientes infectados (SILVEIRA et al., 2004). 

 

 

 

Figura 2: Aspecto clínico da LCL com lesão ulcerada, com base eritematosa infiltrada e crostas. Fonte: 

REINTHINGER et al., 2007 (modificada). 

 

 

A leishmaniose mucocutânea (LMC) desenvolve-se a partir de uma complicação 

da LCL, na qual protozoários são disseminados pelo sistema linfático e parasitam o trato 

mucoso. É caracterizada por lesões ulceradas e infiltradas na mucosa oral, nasal, faríngea e 

laríngea, com comprometimento em torno da mucosa nasal (figura 3) (NOGUEIRA et al., 

2008; SAKTHIANANDESWAREN et al., 2009). Está associada com a exacerbada resposta 

imune celular, sendo novamente mais intensa a resposta causada pela espécie L. (V.) 

braziliensis quando comparada com outras espécies do mesmo subgênero (SILVEIRA et al., 

2004). Seu aspecto imunológico tem como característica a presença predominante de células 

T CD4
+
 nas lesões em detrimento das células T CD8

+
 (ESTERRE et al., 1994). De forma 

similar ao que acontece na LCL, os níveis de INF-γ e TNF-α nas lesões são bem elevados 
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enquanto que os níveis de IL-4 e IL-10 permanecem baixos, o que contribui para a 

exacerbação da resposta imune inflamatória do hospedeiro (GOMES-SILVA et al., 2007).  

 

 

 

Figura 3: Aspecto clínico da LMC com ulceração na fossa nasal e destruição da mucosa oral. Fonte: 

REINTHINGER et al., 2007 (modificada). 

 

 

CAMPOS et al. (2008) confirmam que pode haver variação da infectividade in 

vitro entre cepas da espécie L. (V.) braziliensis de pacientes com diferentes formas clínicas de 

LTA. Nesse estudo, cepas de pacientes com LCL apresentam baixo grau de infectividade 

quando comparada às cepas isoladas de paciente com LMC, forma mais severa da LTA. Esta 

variação na espécie pode está diretamente relacionada à forma clínica da doença causada por 

este parasito. 

Entretanto, estudos realizados por nosso grupo de pesquisa mostraram que 

parasitos de cepa responsável pela LCL, forma mais branda da doença, são os que apresentam 

alto grau de infectividade, quando comparados com parasitos da cepa que causa LMC 

(FARIAS et al., 2013). Nesse estudo, foi analisada a exposição do fosfolipídio fosfatidilserina 

(FS) na superfície de promastigotas dessas cepas. Parasitos da cepa LCL apresentaram maior 

exposição do fosfolipídio sem apresentar morte celular por apoptose, sendo, portanto, uma 

molécula importante para a infectividade do parasito. A FS é um fosfolipídio encontrado na 

superfície de células apoptóticas, que estimula a atividade fagocítica de macrófagos, inibindo 

sua a reação inflamatória. A L (V.) braziliensis é capaz de expor esse fosfolipídio, o que 



6 

 

auxilia a internalização de promastigotas pelo macrófago através do receptor de FS. Além 

disso, esses autores também observaram a expressão de um carboidrato, o N-

acetilgalactosamina, nas promastigotas da cepa responsável pela LCL que não foi detectado 

na LMC, podendo estar relacionado de alguma forma com o comportamento clínico dessa 

doença. 

 

 

1.4. LEISHMANIA SP. 

 

 

1.4.1. Morfologia 

 

 

Os protozoários do gênero Leishmania são parasitos unicelulares digenéticos 

(heteróxenos), ou seja, parasitos com alternância de evolução entre hospedeiros vertebrados e 

invertebrados, os quais apresentam duas formas evolutivas fundamentais: amastigotas e 

promastigotas, cujas principais características ultraestruturais estão representadas na figura 4 

(VANNIER – SANTOS et al., 2002).  

As formas amastigotas são intracelulares obrigatórias com corpo celular pequeno, 

apresentando aproximadamente 1,5 a 3 x 3 a 6,5 µm. São formas esféricas ou ovoides e não 

apresentam mobilidade. Por microscopia eletrônica de transmissão (MET) é possível observar 

uma rede de microtúbulos subpeliculares disposta sob a membrana celular, o que confere 

formas celulares bem definidas durante o ciclo evolutivo deste protozoário. Na região anterior 

do corpo das amastigotas, a membrana apresenta uma invaginação formando a bolsa flagelar, 

onde se localiza um pequeno flagelo que não se exterioriza. Na matriz citoplasmática é 

observado o núcleo grande e arredondado, aparelho de Golgi, retículo endoplasmático, 

ribossomos, vacúolos, inclusões lipídicas entre outras. São as formas encontradas no interior 

de vacúolos das células do sistema fagocítico mononuclear (SFM), principalmente em 

macrófagos do hospedeiro mamífero (MICHALICK & RIBEIRO, 2011). 

As formas promastigotas estão presentes no ciclo extracelular e possuem grande 

mobilidade, além do corpo celular fusiforme e alongado, com dimensões entre 10 a 40 x 1,5 a 

3 µm de diâmetro que variam dependendo da espécie. Essas formas apresentam um longo 

flagelo livre que emerge a partir da bolsa flagelar e estruturas de membrana, núcleo e 

organelas citoplasmáticas que se assemelham ao da forma amastigota. São encontradas no 

trato digestivo do hospedeiro invertebrado (MICHALICK & RIBEIRO, 2011). 



7 

 

O parasito, em ambas as formas, possui uma única mitocôndria que se estende ao 

longo do corpo celular e que em determinada porção, próximo ao corpúsculo basal, que se 

apresenta como a continuação do flagelo, possui um arranjo complexo de DNA mitocondrial, 

denominado cinetoplasto, característico de sua ordem Kinetoplastida, com localização 

perpendicular à base do flagelo (SOUZA et al., 1997). 

 

 

                                     

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Principais formas evolutivas do protozoário do gênero Leishmania sp. Desenho esquemático das 

formas promastigota (A) e amastigota (C) do protozoário. Fonte: TEIXEIRA et al., 2013. (B) Forma 

promastigota de L. (V.) braziliensis por MET. Fonte: LABORATÓRIO DE BIOLOGIA ESTRUTURAL, 

ICB/UFPA, 2007. (D) Forma amastigota de Leishmania spp. por MET. Observar presença do cinetoplasto (seta). 

Fonte: JU et al., 2004 (modificada). 
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1.4.2. Ciclo biológico 

 

 

Os ciclos de transmissão da LTA variam de acordo com a região geográfica, 

espécie de parasito, vetores, reservatórios e hospedeiros. Os hospedeiros invertebrados e 

vetores da LTA são insetos denominados flebotomíneos, pertencentes à ordem Diptera, 

família Psychodidae, subfamília Phlebotominae, gênero Lutzomyia, conhecidos 

popularmente, dependendo da localização geográfica, como mosquito palha, tatuquira, 

birigui, entre outros (BRASIL, 2007). 

O ciclo de vida deste parasito pode se iniciar quando a fêmea do flebotomíneo, ao 

realizar o repasto sanguíneo em um hospedeiro mamífero infectado, ingere formas 

amastigotas do protozoário que são encontradas livres na circulação ou no interior de 

macrófagos. Estes insetos apresentam aparelho bucal curto e rígido, adaptado para dilacerar 

tecidos e vasos sanguíneos, que facilita a obtenção de um conjunto de sangue, linfa e restos 

celulares durante a alimentação.  O sangue ingerido contendo os parasitos vai para o intestino 

médio do inseto, onde amastigotas transformam-se em promastigotas procíclicas. Após cinco 

dias, aproximadamente, no intestino médio anterior do flebotomíneo os parasitos se 

desenvolvem em promastigotas metacíclicas, em um processo de diferenciação celular 

designado metaciclogênese tornando-se infectantes para o hospedeiro vertebrado. As 

promastigotas metacíclicas possuem os diâmetros do corpo reduzido e flagelo muito longo, 

cerca de duas vezes o comprimento do corpo (GRIMALDI & TESH, 1993; BATES, 2006). 

As promastigotas metacíclicas migram para a probóscida do vetor e durante o 

hematofagismo, são inoculadas no hospedeiro vertebrado (BATES, 1994). A presença de 

moléculas específicas na superfície dessas promastigotas, como LPG e gp63, fazem com que 

estas formas resistem à ação lítica do complemento e então, são rapidamente fagocitadas por 

células do SFM. Neutrófilos e macrófagos são atraídos para o local da inoculação e iniciam a  

reação inflamatória contra os protozoários (RASMUSSON & DESCOTEAUX, 2004; 

GUEIRARD et al., 2008). Após internalização e formação do vacúolo parasitóforo, as 

promastigotas diferenciam-se em formas amastigotas, aptas a se multipicarem 

(MCCONVILLE et al., 2007; NADERER & MCCONVILLE, 2008). Estas formas 

multiplicam-se sucessivamente por divisão binária simples até a ruptura da célula hospedeira, 

sendo liberadas na circulação e infectando novas células vizinhas e novos vetores, se 

estiverem presentes no mesmo habitat do indivíduo infectado, mantendo o ciclo com o 

homem como hospedeiro e os animais, muitas vezes domésticos, como reservatórios (figura 

5) (BAILEY & LOCKWOOD, 2007; SAKTHIANANDESWAREN et al., 2009). 
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Figura 5: Ciclo de vida do parasita do gênero Leishmania. No intestino do vetor há proliferação de formas 

promastigotas procíclicas. Essas formas migram para a probóscida do flebotomíneo quando se tornam 

infectantes (metacíclicas) para o hospedeiro vertebrado. Durante o repasto sanguíneo, o vetor infecta o 

hospedeiro com promastigotas metacíclicas que são reconhecidas e fagocitadas, principalmente por macrófagos, 

formando no seu interior um fagolisossomo. Em seguida, há diferenciação para a forma de resistência, a 

amastigota intracelular, que se multiplica até a ruptura da célula, que podem invadir novos macrófagos. O vetor 

se infecta durante o repasto sanguíneo em um hospedeiro infectado, ingerindo formas amastigotas livres na 

circulação ou no interior de macrófagos, que ao alcançar o intestino médio do inseto transformam-se em 

promastigotas procíclicas, reiniciando o ciclo. Fonte: KAYE & SCOTT, 2011 (modificada). 
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A maioria dos estudos in vitro com protozoários do gênero Leishmania utilizam as 

formas promastigotas cultivadas em meio líquido para estudos de caracterização e interação 

com a célula do hospedeiro vertebrado. Assim como na maioria das células em cultura, os 

parasitos apresentam um padrão sigmoidal de atividade proliferativa denomina curva de 

crescimento, a qual reflete a adaptação à cultura, as condições do ambiente, a disponibilidade 

de substrato físico e suprimentos de nutrientes necessários para promover o crescimento (DE 

ALMEIDA & BOAVENTURA, 2005).  

 O cultivo in vitro de leishmanias apresenta duas fases principais do crescimento 

celular, a fase logarítmica ou exponencial e a fase estacionária, que podem variar entre 

espécies. A primeira consiste em um período em que há aumento constante do número de 

organismos na cultura, com intensa atividade metabólica das células, ao passo que na segunda 

fase não há aumento nos níveis de crescimento celular e a atividade metabólica decresce (DE 

ALMEIDA & BOAVENTURA, 2005). SACKS & PERKINS (1984) mostraram que a 

infectividade de promastigotas de leishmania é dependente do ciclo celular e restrita à fase 

estacionária de crescimento in vitro.  

No estudo de FARIAS et al. (2013) com promastigotas da espécie L. (V.) 

braziliensis, foi demonstrado que a fase logarítmica de crescimento ocorre no quarto dia de 

cultivo, enquanto, as fases estacionária inicial e estacionária tardia ocorrem no sétimo e 

décimo dia, respectivamente.  

 

 

1.4.3. Principais organelas e estruturas citoplasmáticas do parasito 

 

 

O protozoário do gênero Leishmania apresenta diversas e diferentes estruturas que 

estão diretamente envolvidas na sua atividade endocítica, exocítica e no seu metabolismo 

próprio, como nutrição, replicação, obtenção de energia e outros. Estas estruturas diferem o 

metabolismo deste parasito de outros tripanossomatídeos, diferenciando-se também entre os 

diferentes estágios de seu desenvolvimento. O processo de endocitose nesses parasitos é 

descrito como forma de nutrição e evasão da resposta imune celular do hospedeiro, sendo, 

portanto, um importante mecanismo para sobrevivência do parasito durante a infecção. As 

principais estruturas citoplasmáticas do parasito envolvidas nas vias endocíticas é a bolsa 

flagelar e o megassomo (DE SOUZA et al., 2009).  
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A bolsa flagelar é um local de grande atividade de excreção e pinocitose, consiste 

em uma pequena invaginação da membrana plasmática, na qual emerge um flagelo, 

participando de vários processos celulares. Esta estrutura complexa pode ser facilmente 

observada por MET, mostrando uma complexa organização e preciso posicionamento em 

relação aos elementos do citoesqueleto e organelas. Próximo à bolsa flagelar, macromoléculas 

se aderem e são rapidamente internalizadas, dando origem a pequenas vesículas endocíticas, 

que brotam destas estruturas. Nas formas amastigotas de leishmania, a degradação do material 

ingerido ocorre no megassomo, uma organela presente somente nessas formas parasitárias. 

Quando vistas por MET, apresentam-se como organelas eletrodensas, delimitadas por 

membrana que variam de forma e tamanho, podendo alcançar o diâmetro do núcleo da célula. 

A matriz dessa organela não é homogênea, apresentando densas inclusões e vesículas, é 

conhecida por apresentar características lisossômicas e está relacionada com a infectividade 

do parasito (DE SOUZA, 2002; DE SOUZA et al., 2009). 

Em protozoários parasitos há diferentes organelas intracelulares, que estão 

envolvidas na regulação da homeostase de íons, como por exemplo, o retículo 

endoplasmático, mitocôndrias e acidocalcissomo. O acidocalcissomo é uma organela ausente 

no metabolismo das células de mamíferos, apresenta caráter ácido e elevada eletrodensidade. 

Esta organela armazena cálcio, é rico em pirofosfato, magnésio, sódio, potássio, e em alguns 

casos zinco, além de uma baixa concentração de cloro e enxofre. Possui várias funções, dentre 

elas o estoque de cálcio e fósforo, homeostase de cálcio, manutenção do equilíbrio do pH 

intracelular e osmorregulação, realizados devido a presença de bombas (Ca
2+

-ATPase, V-H
+
-

ATPase, H
+
-PPase), transportadores (Na

+
/H

+
, Ca

2+
/H

+
), e canais (aquaporinas) na sua 

membrana (DOCAMPO & MORENO, 2001; MIRANDA et al., 2008). 

A diferença entre as formas de leishmania e outros tripanossomatídeos refere-se, 

principalmente, ao metabolismo de carboidratos, como a manose (reserva energética) e 

aminoácidos. Aminoácidos e açúcares podem ser utilizados como fontes de energia, a partir 

do metabolismo de glicossomos e mitocôndrias, que contém uma ativa cadeia de transporte de 

elétrons. Glicossomos são estruturas delimitadas por membrana, onde há metabolização e 

degradação de açúcares. Sua presença é abundante em amastigotas, porém pouco se sabe a 

cerca do funcionamento desta organela, mas que há uma variabilidade na presença de enzimas 

dependendo do estágio de diferenciação do parasito (MOTTRAM & COOMBS, 1985). 
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1.5. CORPOS LIPÍDICOS 

 

 

Corpos lipídicos (CLs) são inclusões intracelulares citoplasmáticas de 

compartimentalização e estocagem de lipídios.  São organelas heterogêneas presentes em 

diversos organismos, apresentam diferentes tamanhos e composição. Na literatura, são 

conhecidos por diferentes termos como “lipid droplets”, “lipid bodies”, “lipid globules” ou 

“adiposomes” (MURPHY, 2001; MARTIN & PARTON, 2006). 

Por muitos anos, os CLs foram considerados sítios de reserva metabólica com 

pouca relevância funcional. Sua presença foi associada principalmente a tecidos que possuíam 

função de acúmulo ou transporte lipídico em animais e plantas, como é o caso do tecido 

adiposo e fígado em mamíferos, e em sementes e frutos de plantas. Por outro lado, em 

microrganismos como leveduras, microalgas e bactérias, o acúmulo de CLs parece ser 

induzido especificamente em resposta a um estresse ambiental, como limitação de nitrogênio 

ou estresse osmótico (MURPHY, 2001; FARESE & WALTHER, 2009).  

Com o advento de novas técnicas, os CLs foram encontrados em vários tipos 

celulares e atualmente são classificados como organelas dinamicamente ativas. Além disso, 

são considerados a segunda principal forma de composição macromolecular de lipídios 

associado com sistemas biológicos, depois das bicamadas lipídicas que formam a matriz de 

todas as membranas celulares (MURPHY, 2001). 

A estrutura e morfologia dos CLs são bem descritos em células de mamíferos, 

principalmente em adipócitos. Estudos mostraram que são constituídos por uma monocamada 

de fosfolipídios (FL), glicolipídios anfipáticos e/ou esteróides que circundam um núcleo 

hidrofóbico de lipídios neutros, tais como triacilgliceróis (TG) e ésteres de esteróis, 

principalmente (figura 6B). A composição dos lipídios neutros nos CLs pode variar 

dependendo da célula ou do microrganismo que se encontram, por exemplo, as leveduras 

apresentam 50% de TG e 50% de ésteres de esteróis, enquanto que nos adipócitos há 

primariamente TG. Podem se expandir em número e tamanho no citoplasma celular quando há 

excesso de lipídios, na tentativa de prevenir a lipotoxicidade das células. (MURPHY, 2001; 

WALTHER & FARESE JR., 2009; SAKA & VALDIVIA, 2012). 

A síntese dos lipídios neutros, presente no núcleo dos CLs, é catalisada por uma 

variedade de enzimas. Células de mamíferos, por exemplo, possuem a enzima acilcoenzima A 

(Acil-CoA):diacilglicerol aciltransferase (DGAT) – DGAT1 e DGAT2 – para síntese de TG, e 

Acil-CoA:colesterol aciltransferase (ACAT) – ACAT1 e ACAT2 – para síntese de ésteres de 

esteróis.Todas essas enzimas estão presentes principalmente no retículo endoplasmático, com 
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exceção da enzima DGAT2 que também está presente nos CLs (WALTHER & FARESE JR., 

2012).  

GREENBERG et al. (1991), encontraram na superfície dos CLs de adipócitos 

uma fosfoproteína, a perilipina, com função especializada no armazenamento de lipídios. 

Essas organelas apresentam várias proteínas específicas ligadas à sua superfície que 

participam da geração, maturação, degradação, tráfego e mobilização de CLs nas células 

(MURPHY, 2001). As principais proteínas são: Perilipina ou PLIN1; ADRP (Proteína 

Relacionada à Diferenciação de Adipócitos), Adipofilina ou PLIN2; e TIP47 (Proteína de 

Interação de Cauda de 47 kDa) ou PLIN3. Perilipina e ADRP parecem desempenhar papel na 

montagem e formação dos CLs (LONDOS et al., 2005; HERKER & OTT, 2012) e  TIP47 

desempenha um importante papel na biogênese dessa organela (SAKA & VALDIVIA, 2012). 

Essas proteínas reunidas compõem a família de proteínas PAT e apresentam um 

domínio N-terminal comum com cerca de 100 aminoácidos, denominado domínio PAT, que 

não está totalmente caracterizado funcionalmente (BELLER et al., 2010; HERKER & OTT, 

2012). Outras duas proteínas, S3-12 e OXPAT, também fazem parte deste grupo, além de 

algumas lipases e enzimas metabólicas, como GTPases da família Rab, consideradas 

reguladoras do tráfego vesicular e da interação entre organelas (BICKEL et al., 2009; MELO 

et al., 2011). Os membros da família de proteínas PAT diferenciam-se pelo tamanho, 

expressão tissular, afinidade por CLs, estabilidade quando não ligadas aos CL e regulação da 

transcrição (BICKEL et al., 2009).  

Estudos mais recentes mostraram que os CLs podem interagir com outras 

organelas das células em que se encontram (figura 6A) (JÄGERSTRÖM et al., 2009; 

MURPHY et al., 2009; BELLER et al., 2010). Segundo HERKER & OTT (2012), 

mitocôndrias são sempre encontradas bem próximas aos CLs com conexão entre as suas 

membranas que devem facilitar o efluxo de ácidos graxos livres (AG) para reações de ß-

oxidação, importante para o processo de produção de energia. Além disso, já foram descritas 

associações com cisternas de retículo endoplasmático liso (RE) que parece estar relacionado 

com a biogênese dos CLs (MARTIN & PARDON, 2005).  
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Figura 6: Estrutura de um corpo lipídico por Microscopia Eletrônica de Transmissão. (A) Corpo lipídico 

de uma célula de hepatoma, mostrando a monocamada lipídica circundante e uma estreita associação entre a 

membrana da mitocôndria e do retículo endoplasmático. (B) Características estruturais de um corpo lipídico 

mostrando lipídios polares na monocamada de superfície, como fosfolipídios e esteróis, lipídios apolares do 

núcleo, como ésteres de esterol e triacilgliceróis e uma variedade de proteínas de superfície, como perilipina, 

Rab18, DGAT2 e CCT (CTP-fosfocolina-citidil-transferase). Fonte: FARESE & WALTHER, 2009 (modificada). 

 

 

1.5.1.  Corpos lipídicos e células de mamíferos  

 

 

Além dos adipócitos, os CLs estão presentes em uma variedade de células de 

mamíferos. Nos hepatócitos, por exemplo, CLs estão presentes e armazenam grandes 

quantidades de TG e ésteres de colesterol, que fornecem cerca 70% de substrato para a síntese 

de proteínas de densidade muito baixa (VLDL) (LEHNER et al.,1999). Também foram 

encontrados em células estelares do fígado ou células de Ito, capazes de armazenar retinóides 

(vitamina A e seus metabólitos) sob a forma de ésteres de retinol (BLANER et al., 2009). 

Células epiteliais secretoras da glândula mamária também apresentam CLs que contribuem 

para a composição nutricional do leite materno (HEID & KEENAN, 2005).  

Quanto à função, os CLs nas células em que se encontram, podem estar 

envolvidos no metabolismo de lipídico (MARTIN & PARTON, 2005), tráfego celular (LIU et 

al., 2004), transmissão e regulação da sinalização (BICKEL et al.,2009), além de participarem 

da resposta imune (BOZZA et al., 2007, 2009). DVORAK et al. (1983) mostraram que 

durante o processo de fagocitose de macrófagos, CLs tendem a se associar e descarregar seu 

conteúdo nos fagolisossomos, sugerindo que possam ter um papel ativo importante para os 

macrófagos. 

Atualmente, os CLs são considerados como organelas naturalmente encontradas 

em células envolvidas com o processo inflamatório, principalmente macrófagos e leucócitos, 

e estão presentes em grande número quando há estímulos inflamatórios. São considerados 
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sítios de produção de mediadores inflamatórios (eicosanoides) e marcadores estruturais do 

processo inflamatório, pois contém no seu interior ácido araquidônico (AA), um ácido graxo 

esterificado precursor da síntese de eicosanoides e de todas as enzimas necessárias para essa 

síntese, como cicloxigenases (COX), prostaglandina E2 (PGE2) sintetase, 5- e 15-

lipoxigenases (5-LO e 15-LO) e leucotrieno C4 (LTC4) sintetase, que já foram localizadas em 

células ativadas (MELO et al., 2011).  

 

 

1.5.2. Corpos lipídicos e patógenos 

 

 

A presença e função de CLs em diferentes tipos celulares de mamíferos são bem 

descritas. Porém, ainda é pouco conhecido sua participação durante o processo de interação 

com patógenos e, principalmente, a presença e função de CLs em patógenos. Recentemente, 

foi identificado que uma variedade de agentes patogênicos, como vírus, bactérias 

intracelulares e protozoários, utiliza CLs do hospedeiro como fonte de precursores lipídicos 

(SAKA & VALDIVIA, 2012). 

MELO et al. (2003) demonstraram pela primeira vez  que o aumento da produção 

de CLs por células inflamatórias de mamíferos pode ser induzido por patógenos. Ao 

analisarem a fase inicial de infecção in vivo por Trypanossoma cruzi, foi observado que há 

indução da formação de CLs em macrófagos peritoneais de ratos, com síntese aumentada de 

PGE2, confirmando ainda que essas organelas possam ter função no aumento da produção de 

eicosanóides durante a infecção. 

Desde então, a formação de CLs pelas células do hospedeiro e sua associação com 

outros patógenos tem sido alvo de diversas investigações. Um estudo realizado com 

Chlamydia trachomatis caracterizou a interação de CLs da célula hospedeiro com o vacúolo 

parasitóforo, denominado de “inclusão” (COCCHIARO et al., 2008). CLs citoplasmáticos do 

hospedeiro são translocados pela membrana da inclusão em direção ao lúmen. Esse sequestro 

de organela do hospedeiro leva a uma subversão da resposta imunológica inata pelo patógeno, 

com obtenção direta de nutrientes. 

PINHEIRO et al., 2009, ao avaliarem a importância do processo de autofagia em 

macrófagos infectados por L. amazonensis, observaram que a indução do processo levou a um 

aumento da carga parasitária, com consequente aumento de CLs e PGE2.  Durante o estudo foi 

observado que só a infecção pelo protozoário induz um aumento na produção de CLs nos 

macrófagos, e que a produção de PGE2 é um fator de susceptibilidade à infecção por L. 
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amazonensis em macrófagos de BALB/c. Entretanto, poucos trabalhos relatam a presença de 

CLs em patógenos e sua importância durante o processo de interação com a célula hospedeira.  

Um estudo in vitro com a bactéria Mycobacterium smegmatis mostrou a presença 

de CLs contendo triglicerídeos como principal componente, com funções de armazenamento e 

constituindo o envelope celular. O mesmo estudo mostrou que a espécie Mycobacterium 

tuberculosis presente em secreções pulmonares de pacientes com tuberculose, apresentam 

CLs que podem refletir um estado metabólico importante para a infecção no hospedeiro, uma 

vez que não foi possível observar in vitro (GARTON et al., 2002). Desta forma, os autores 

sugerem que os CLs são organelas importantes para a patogenia da bactéria in vivo, sendo, 

portanto, um potente alvo para tratamento de tuberculose, pois nessas estruturas há 

armazenamento de lipídios sequestrados do hospedeiro que podem ser importantes para sua 

sobrevivência durante o estágio não proliferativo. 

CHARRON & SIBLEY (2002) ao analisar lipídios em Toxoplasma gondii, 

durante o processo de replicação dentro da célula hospedeira, observaram que o parasito é 

capaz de mobilizar e selecionar lipídios neutros de vários compartimentos celulares do 

hospedeiro. Os lipídios selecionados são armazenados como reserva em CLs e são 

importantes para a formação de lipídios mais complexos no parasito. Esses CLs estavam 

associados com retículo endoplasmático e aparelho de Golgi, e parecem atuar como organelas 

que participam da homeostase lipídica e fonte par a biogênese de membrana durante 

crescimento e replicação do parasito na célula hospedeira. 

Posteriormente, JACKSON et al. (2004) ao estudarem CLs em Plasmodium 

falciparum, protozoário causador da malária, demonstraram que durante o seu ciclo 

eritrocítico há formação de CLs que estão associados com o vacúolo digestivo do parasito, 

local de degradação de hemoglobina. Os autores sugerem que os lipídios neutros presente nos 

CLs podem ser importantes no processo de detoxificação de monômeros ou dímeros de 

ferriprotoporfirina IX (grupo heme), além de atuarem como organelas de reserva para blocos 

de construção de lipídios para formação da membrana fosfolipídica durante o processo de 

reprodução. Estas estruturas lipídicas parecem ser importantes para a patogênese da doença no 

homem e parecem ser possíveis alvos para o tratamento malárico. 

RAMOS et al. (2009) demonstraram a presença de CLs distribuídos no citoplasma 

do protozoário da espécie L. (V.) shawi em diferentes fases do crescimento. Nesse estudo foi 

observado um acúmulo de CLs no parasito durante a fase estacionária, sugerindo que esse 

acúmulo é essencial para multiplicação e interação do parasito com a célula hospedeira. 

Porém, sua importância para a infectividade do parasito ainda não está esclarecida. 
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Desta forma, estes estudos demonstram que infecções por patógenos intracelulares 

induzem a formação de novos CLs ou o aumento do seu diâmetro no hospedeiro, e 

consequentemente aumento da produção de PGE2, que favorece a célula hospedeira infectada. 

Porém, também deixa evidente que os patógenos são capazes de obter precursores lipídicos do 

meio em que se encontram, seja in vitro ou in vivo, para utilizá-los como fonte de energia ou 

na síntese da membrana lipídica durante as fases de replicação ativa ou reprodução (WENK, 

2006). Patógenos intracelulares podem utilizar os CLs para benefício próprio ou induzir sua 

formação na célula hospedeira como sinalização de um estado infeccioso, levando à sua 

destruição (figura 7). Quanto à espécie L. (V.) braziliensis, não há estudos na literatura que 

comprovem de que maneira o protozoário pode utilizar os CLs da célula hospedeira, nem 

como tais estruturas podem ser importantes para o metabolismo do próprio parasito.  
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Figura 7: Representação esquemática da formação de CLs mediada por patógenos intracelulares, 

translocação de CLs para fagossomos e possíveis consequências da interação de CLs e patógenos. Fonte: 

MELO & DVORAK, 2012 (modificada). 



19 

 

2. JUSTIFICATIVA 

 

 

As leishmanioses são zoonoses consideradas pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS) como uma das seis principais endemias, infectando cerca de dois milhões de pessoas 

no mundo. A LTA continua sendo um problema de saúde relevante no Brasil. No ano 2010, as 

regiões Sudeste e Nordeste apresentaram um índice elevado de novos casos registrados, 

aumentando em aproximadamente 34% e 23%, respectivamente (BRASIL, 2011). O perfil da 

doença no país está mudando, de uma zoonose transmitida acidentalmente ao homem, para 

uma doença de interface rural-urbana devido à expansão humana para áreas endêmicas 

florestais (CHAGAS et al., 2006). Na região Norte a grande incidência dos casos vêm 

ocorrendo devido ao processo de exploração predatória e desmatamento da Amazônia, 

facilitando a disseminação do vetor da doença. 

Mesmo diante da grande distribuição mundial, o tratamento das leishmanioses 

ainda é limitado devido a fatores como: reações adversas dos pacientes às drogas utilizadas, 

resistência ao tratamento adquirida pelos parasitos com o passar dos anos, diversidade de 

espécies patogênicas ao homem e resposta imunológica de cada indivíduo. Por estes motivos, 

é preponderante a identificação de novos alvos terapêuticos que atinjam vias metabólicas 

específicas e que sejam diferentes do hospedeiro vertebrado, que sejam fundamentais para sua 

infectividade, na tentativa de obter novos métodos alternativos para tratamento. 

Devido à existência de uma multiplicidade de cepas causadoras da LTA (cutânea e 

mucocutânea) por L. (V.) braziliensis, uma das principais espécies causadoras da doença no 

estado do Pará, torna-se importante à busca do conhecimento de aspectos básicos do 

metabolismo desse parasito, como o metabolismo lipídico dessas espécies, na tentativa de 

caracterizar componentes fundamentais para seu desenvolvimento e sobrevivência no 

hospedeiro vertebrado. Estes dados são fundamentais para a identificação futura de possíveis 

alvos para intervenção de drogas terapêuticas. 
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

 

 

Analisar a distribuição de corpos lipídicos e o perfil de lipídios totais presentes em 

cepas de L. (V.) braziliensis obtidas de diferentes casos clínicos. 

 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

 Identificar e quantificar a distribuição de corpos lipídicos nas cepas que causam 

LCL e LMC da espécie L. (V.) braziliensis, nas fases estacionária inicial e tardia; 

 Analisar a composição lipídica total das diferentes cepas que causam LCL e LMC 

da espécie L. (V.) braziliensis obtidas nas fases estacionária inicial e tardia. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1. CULTIVO E MANUTENÇÃO DO PARASITO 

 

 

No presente trabalho foram utilizadas cepas da espécie L. (V.) braziliensis 

responsável pela LMC (MHOM/BR/M17323) e pela LCL (MHOM/BR/M17593) 

provenientes do Programa de Leishmanioses do Instituto Evandro Chagas. As formas 

promastigotas foram obtidas em meio NNN e mantidas em meio RPMI 1640, suplementadas 

com Soro Bovino Fetal (SBF) a  20% e GPPS a 1% (Glutamina 0,2 M; Ácido pirúvico 0,0125 

M; Penicilina/Estreptomicina 5 mM) em estufa B. O. D. (Biochemical Oxigen Demand) 

Quimis
®
 à 27 ºC. Para todos os experimentos realizados, foram utilizadas promastigotas das 

diferentes cepas nas fases estacionária inicial (EST-I), que corresponde ao 7º dia do 

crescimento celular e tardia (EST-T) que corresponde ao 10º dia do crescimento celular. 

 

 

4.2. ANÁLISE ULTRAESTRUTURAL DO PARASITO 

 

 

Para análise ultraestrutural, os protozoários foram lavados em PBS pH 7.2 e 

fixados em uma solução contendo 2,5% de glutaraldeído tipo II (70%), 4% de 

paraformaldeído e 2,5% de sacarose, em tampão cacodilato de sódio 0.1 M, pH 7.2. Após a 

fixação, as células foram lavadas três vezes em tampão cacodilato 0.1 M e posteriormente 

incubadas em solução contendo: tetróxido de ósmio 1%, ferrocianeto de potássio 0,8% por 30 

minutos, à temperatura ambiente. As células foram lavadas três vezes em tampão cacodilato 

0.1 M, durante dez minutos cada, e então desidratadas em 50%, 70%, 90% e três vezes em 

100%, por dez minutos cada série crescente de acetona durante 10 minutos à temperatura 

ambiente. Após a desidratação, as células foram lentamente infiltradas em resina Epon® nas 

seguintes concentrações: 2:1, 1:1 e 1:2 (acetona 100%: Epon® - 12 horas em cada etapa). A 

seguir o material foi incluído em Epon® puro por 6 horas e depois em suporte para 

polimerização à 60 °C por 48 horas. Os blocos polimerizados foram cortados em 

ultramicrótomo (Leica EM UC6) e as amostras presentes nos cortes foram contrastadas 

durante 20 minutos com acetato de uranila 5% e, posteriormente, durante cinco minutos com 

citrato de chumbo e observados por microscopia eletrônica de transmissão (MET) LEO 906 

E. 
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4.3. IDENTIFICAÇÃO E ANÁLISE DA DISTRIBUIÇÃO DE CORPOS LIPÍDICOS DO 

PARASITO 

 

 

4.3.1. Citoquímica pelo método ósmio-imidazol 
 

 

Os parasitos foram obtidos de cultura como descrito no item 4.1, lavados em PBS 

pH 7.2 e fixados como descrito no item 4.2. Após a fixação, as células foram lavadas uma vez 

em tampão cacodilato 0.1 M, pH 7.2 e uma vez em tampão imidazol 0.1 M, pH 7.5. 

Posteriormente, foi realizada a pós-fixação em tetróxido de ósmio a 2% em tampão imidazol 

0.1 M, por 30 minutos à temperatura ambiente, protegido da luz. O complexo ósmio-imidazol 

formado possui alta afinidade por ligações duplas, interagindo facilmente com moléculas de 

ácidos graxos insaturados (SOARES, 2007). Foi realizada duas lavagens em tampão imidazol 

0.1 M, e então desidratadas em 50%, 70%, 90% e três vezes em 100%, cada série crescente de 

acetona durante 10 minutos à temperatura ambiente. Após a desidratação, as células foram 

lentamente infiltradas em resina Epon® nas seguintes concentrações: 2:1, 1:1 e 1:2 (acetona 

100%: Epon® - 12 horas em cada etapa). A seguir o material foi incluído em Epon® puro por 

6 horas e depois em suporte para polimerização a 60 °C por 48 horas. Os blocos 

polimerizados foram cortados em ultramicrótomo (Leica EM UC6) e os cortes ultrafinos 

obtidos foram observados por MET LEO 906 E, sem prévia contrastação, ou contrastados em 

apenas 1 minuto com citrato de chumbo (ANGERMÜLLER & FAHIMI, 1982).  

 

 

4.3.2. Quantificação de CLs por citometria de fluxo utilizando Bodipy® 493/503 

 

 

O Bodipy® 493/503 é um fluoróforo lipofílico utilizado para identificação de 

lipídios neutros (lipídios de reserva) presentes em grandes quantidades em CLs intracelulares, 

e é mais específico para análise dessas estruturas por citometria de fluxo (GOCZE & 

FREEMAN, 1994). Para quantificação de CLs de cada amostra,  promastigotas foram obtidas 

da cultura e lavadas em PBS, pH 7.2. 2 x 10
6
 parasitos foram utilizados e incubados com 

Bodipy® 493/503 (Molecular Probes Invitrogen®) na concentração de 10 µg/ml em PBS, por 

20 minutos, protegido da luz. Após a incubação, foi realizada lavagem em PBS, seguida de 

leitura em citômetro de fluxo BD FACSCanto II. Para confirmar a viabilidade dos 

protozoários, independentemente, cada amostra foi incubada por 15 minutos com Iodeto de 

Propídio (IP) na concentração de 10 µg/mL. O IP é um composto que se liga às cadeias de 

DNA, mas não consegue atravessar uma membrana citoplasmática viável, portanto, é 



23 

 

incorporado apenas por células mortas. Após a incubação, foi realizada lavagem das células 

em PBS e leitura em citômetro de fluxo. A análise dos dados obtidos foi realizada com o 

programa WinMDI 2.9. Os dados da média de intensidade de fluorescência foram analisados 

estatisticamente. 

 

 

4.4. ANÁLISE DA COMPOSIÇÃO LIPÍDICA POR HPTLC DOS PARASITOS 

 

 

Os parasitos foram obtidos de cultura como descrito no item 4.1. Após lavagem 

em PBS e contagem em câmara de neubauer, 2 x 10
6 

de parasitos de cada amostra foram 

fixados em 1 mL de metanol absoluto e armazenados à - 20º C. No Instituto de Bioquímica 

Médica da UFRJ, os parasitos fixados foram submetidos à extração de lipídios totais 

utilizando metanol:clorofórmio:água destilada (2:1:0,8 v/v) por 1 hora, como descrito por 

BLIGH & DYER (1959). As amostras foram submetidas à centrifugação por 20 minutos, a 

3000 rpm. O sobrenadante, contendo ainda lipídios, foi separado e nele foi adicionado água 

destilada:clorofórmio (1:1). Após agitação por 20 segundos, o material foi centrifugado por 30 

minutos, a 3000 rpm. A fase lipídica foi separada e o solvente evaporado por fluxo de N2. Os 

lipídios extraídos de cada amostra foram dissolvidos em clorofórmio e foi aplicado em placas 

de sílica para cromatografia em camada delgada de alta resolução (HPTLC – high perfomance 

thin layer chromatography) para lipídios neutros. Em uma câmara de eluição de vidro, a placa 

contendo os lipídios aplicados foi submetida a duas etapas de corrida para lipídios neutros, a 

primeira foi utilizado o conjunto de solventes n-hexano:éter dietílico:ácido acético (60:40:1) 

até metade da placa, e a segunda com n-hexano:clorofórmio:ácido acético (80:20:1). Após 

secagem, as placas foram reveladas com vapor de iodo e digitalizadas para a análise 

densitométrica. Os dados obtidos a partir da densitometria foram analisados estatisticamente. 

 

 

4.5. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Os ensaios foram realizados em triplicata e a análise estatística dos dados obtidos 

por HPTLC e pela intensidade média de fluorescência por citometria de fluxo foi realizada 

com o programa GraphPad Prism Versão 5.0, utilizando a análise de variância (ANOVA) ou 

teste-t de Student, com nível de significância p < 0,05. 
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5. RESULTADOS 

 

 

5.1. ANÁLISE ULTRAESTRUTURAL DO PARASITO 

 

 

A análise ultraestrutural por MET de promastigotas de ambas as cepas de L. (V.) 

braziliensis, nas fases EST-I e EST-T, permitiu identificar a morfologia típica do parasito e 

suas estruturas fundamentais de sobrevivência e metabolismo. Foi possível observar núcleo 

bem definido, cinetoplasto próximo à bolsa flagelar, de onde emerge o flagelo livre.  

Nas promastigotas da cepa responsável pela LCL (figura 8A e 8B) e LMC (figura 

8C e 8D), durante as fases EST-I e EST-T, , além da visualização das estruturas básicas para o 

parasito, também foi observado estruturas semelhantes à CLs, que aparecem como estruturas 

circulares, com matriz homogênea, geralmente eletrolucente e não são limitadas por uma 

unidade de membrana (SOARES, 2007). 
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Figura 8: Forma promastigota das cepas de L. (V.) braziliensis em diferentes fases do crescimento in vitro 

por MET. Observar na cepa responsável pela LCL na fase EST-I (A) presença de estruturas características de 

CLs (*) e acidocalcissomo (AC), com material elétron denso no seu interior (seta); Durante a fase EST-T (B) 

houve aparentemente pouca presença de CLs. Notar na cepa responsável pela LMC na fase EST-I (C) estruturas 

semelhantes à CLs (setas); e na fase EST-T (D), tais estruturas (setas) presente, aparentemente, em maior 

quantidade. N: núcleo; C: cinetoplasto; BF: bolsa flagelar; F: flagelo; V: vacúolos. Barras: (A-D): 1µm. 
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5.2. IDENTIFICAÇÃO E ANÁLISE DA DISTRIBUIÇÃO DE CORPOS LIPÍDICOS DO 

PARASITO 

 

 

5.2.1. Citoquímica pelo método ósmio-imidazol 
 

 

A análise citoquímica para detecção de CLs por MET de promastigotas de L. (V.) 

braziliensis, permitiu confirmar a presença de corpos lipídicos no protozoário como estruturas 

circulares, com material eletrodenso, distribuídas no citoplasma do parasito. Foi possível 

observar a presença dessas organelas nas promastigotas da cepa LCL nas fases EST-I (figura 

9A) e EST-T (figura 9B) e nos parasitos da cepa LMC na fase EST-I (figura 9C) e EST-T 

(figura 9D). 
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Figura 9: Identificação citoquímica ultraestrutural de CLs pelo método ósmio-imidazol em parasitos das 

cepas de L. (V.) braziliensis em diferentes fases do crescimento in vitro. Observar nas promastigotas de LCL 

na fase EST-I (A), a presença de CLs, como estruturas elétrondensas distribuídas por todo o protozoário (setas 

grandes), e ainda, estruturas semelhantes à acidocalcissomo (setas finas), assim como na fase EST-T (B). (C) Nas 

promastigotas de LMC na fase EST-I (C), notar presença de CLs distribuídos no citoplasma da célula (setas), 

assim como nas promastigotas da fase EST-T (D). N: núcleo; C: cinetoplasto; BF: bolsa flagelar; F: flagelo. 

Barras: (A) 1µm; (B-D) 2µm. 
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5.2.2. Quantificação de CLs por citometria de fluxo 

 

 

Para quantificar a produção de CLs nos parasitos estudados foi realizada a técnica 

de citometria de fluxo, pela qual foi possível observar que durante a fase EST-I, promastigotas 

de L. (V.) braziliensis da cepa LCL e LMC obtiveram, respectivamente, 98,75% e 97,42% de 

detecção de células contendo CLs (figura 10A). Parasitos da fase EST-T do crescimento da 

cepa LCL e LMC obtiveram 93,33% e 99,84% de detecção de células contendo CLs, 

respectivamente (figura 10B). Contudo, a partir da análise da intensidade média de 

fluorescência, foi observado que parasito da cepa LMC da fase EST-T tiveram 

significativamente a maior média de intensidade de fluorescência quando comparado com a 

fase EST-I e com parasitos da cepa LCL, em ambas as fases do crescimento. Entre as fases do 

crescimento estudadas nos parasitos da cepa LCL, não foi observada variações significativas 

na intensidade média de fluorescência (figura 11). Isto nos indica que há maior detecção de 

CLs nos parasitos da cepa LMC durante a fase EST-T do crescimento. 

Para confirmar a viabilidade das células, os parasitos das diferentes cepas foram 

incubados com IP independentemente, mostrando-se viáveis em ambas as fases do 

crescimento, sem emissão significante de fluorescência vermelha pelo IP, com viabilidade 

maior que 87% (figura 10C e 10D). 
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Figura 10: Histogramas representando a captação de Bodipy® 493/503 e IP pelos parasitos das cepas de L. 

(V.) braziliensis nas diferentes fases do crescimento in vitro. (A) Promastigotas das cepas LCL (linha preta) e 

LMC (linha azul) na fase EST-I do crescimento marcadas com Bodipy® 493/503 sem diferença de captação 

entre as cepas, e controle sem marcação (histograma cinza). (B) Promastigotas das cepas LCL e LMC na fase 

EST-T marcadas com Bodipy® 493/503, com grande captação do fluoróforo por parasitos da cepa LMC, que 

indica maior quantidade de CLs distribuídos no seu citoplasma. Os parasitos de ambas as cepas, nas fases EST-I 

(C) e EST-T (D) se mostraram viáveis, pois não houve emissão significativa da fluorescência vermelha pelo IP, 

sendo a porcentagem de detecção de 7,57% para LCL EST-I, 12,14% para LMC EST-I, 5,05% para LCL EST-T 

e 9,57% para LMC EST-T. 
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Figura 11: Intensidade média de fluorescência dos parasitos das cepas de L. (V.) braziliensis incubados com 

Bodipy® 493/503 em diferentes fases do crescimento in vitro. Observar que parasitos da cepa LMC da fase 

EST-T apresentou maior média de intensidade de fluorescência quando comparado com a fase EST-I e com 

parasitos da cepa LCL. A cepa LCL não obteve diferença significativa entre as fases de crescimento estudadas. 

Teste utilizado: Teste t de Student. (*) p < 0,05 significativo; (**) p < 0,01 nível de significância alto; (***) p < 

0,001 bastante significativo. 
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5.3. ANÁLISE DO PERFIL LIPÍDICO DOS PARASITOS 

 

 

A análise da composição de lipídios totais de L. (V.) braziliensis mostrou que os 

parasitos estudados apresentam além de fosfolipídios, uma variedade de lipídios neutros 

associados, como esterol, esterol esterificado, triglicerídeos e ácidos graxos. Parasitos 

responsáveis pela LCL na fase EST-T aumentam significativamente a quantidade de lipídios 

totais quando comparados com a fase EST-I, como mostrado na figura 12A. Parasitos da cepa 

LMC na fase EST-T aumentam apenas a quantidade de esteróis e esterol esterificado, 

enquanto que a quantidade de triglicerídeos, ácidos graxos e fosfolipídios é reduzida quando 

comparados com a fase EST-I (figura 12B). 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Gráfico demonstrando a distribuição de lipídios totais em promastigotas de L. (V.) braziliensis 

responsáveis pela LCL e LMC nas fases EST-I e EST-T. (A) Nos parasitos da cepa LCL, observar o aumento 

significativo dos lipídios identificados na fase EST-T. (B) Nos parasitos da cepa LMC, notar aumento 

significativo de esterol esterificado e esteróis, e redução significativa de TG, AG e FL na fase EST-T. Teste 

utilizado: teste t de Student. (*)p < 0,05 significativo; (**) p < 0,01 nível de significância alto; (***) p < 0,001 

bastante significativo. EE: esterol esterificado; TG: triglicerídeos; AG: ácidos graxos; ES: esterol; FL: 

fosfolipídios. 
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32 

 

Comparando os dados da composição de lipídios totais entre as cepas, na fase 

EST-I, a cepa LCL apresenta significativamente maior quantidade de EE e menor quantidade 

de TG, esterol e FL, quando comparado com a cepa LMC. Não houve diferença significativa 

de AG entre as cepas na fase estudada (figura 13A). Contudo, na fase EST-T, a cepa LCL 

apresenta significativamente maior quantidade de todos os lipídios identificados na análise, 

quando comparado com a cepa LMC (figura 13B). 

 

 

 

 

 

Figura 13: Gráfico demonstrando a distribuição de lipídios totais em promastigotas de L. (V.) braziliensis 

responsáveis pela LCL e LMC nas fases EST-I e EST-T. (A) Na fase EST-I, notar que não há diferença 

significativa de AG entre as cepas. A cepa LCL apresenta significativamente maior quantidade de EE nessa fase. 

A cepa LMC apresentar maior quantidade de TG, EST e FL. (B) Na fase EST-T, observar que a cepa LCL 

apresenta significativamente maior quantidade de todos os lipídios identificados na análise. Teste utilizado: teste 

t de Student. (*)p < 0,05 significativo; (**) p < 0,01 nível de significância alto; (***) p < 0,001 bastante 

significativo. EE: esterol esterificado; TG: triglicerídeos; AG: ácidos graxos; ES: esterol; FL: fosfolipídios. 

A B 
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6. DISCUSSÃO  

 

 

Nos últimos dez anos o número de casos relatados de pacientes com LTA no 

Brasil, principalmente na região amazônica, aumentou consideravelmente. Essa 

antropozoonose possui uma diversidade de agentes, reservatórios e vetores que apresentam 

diferentes padrões de transmissão. Além disso, o conhecimento a cerca do processo de 

interação do parasito com a célula hospedeira que ocorre nessa patologia ainda é limitado 

(BRASIL, 2007; REITHINGER et al., 2007).  

Com o avanço no campo da biologia celular, diferentes ferramentas foram 

desenvolvidas e utilizadas para a análise de diferentes aspectos relacionados aos vetores, 

hospedeiros e aos parasitos. Métodos citoquímicos e imunocitoquímicos associados à 

microscopia eletrônica de transmissão são utilizados para localização de proteínas básicas, 

DNA, ribonucleotídeos, carboidratos, lipídios e outras moléculas nos vários tipos celulares, 

inclusive em protozoários (CAVALCANTI et al., 2008).  

Diversos estudos já foram realizados para determinar processos bioquímicos e 

moleculares da leishmania e várias moléculas associadas aos processos patogênicos já foram 

caracterizadas, como o LPG, glicoconjugados como o glicofosfatidilinositol (GPI) e proteínas 

ancoradas via GPI, como a gp63, que possuem papel importante durante o processo de 

interação (BRITTINGHAM et al., 1995; DESCOTEAUX & TURCO, 1999; YONEYAMA et 

al., 2006). Estes estudos podem fornecer novos alvos quimioterápicos a partir do bloqueio 

seletivo de suas funções no ciclo de vida e na interação parasito-hospedeiro (REBELLO et al., 

2009). Porém, com a espécie L. (V.) braziliensis poucos estudos experimentais foram 

desenvolvidos devido à dificuldade de obtenção de formas promastigotas metacíclicas, a 

necessidade de condições especiais para manutenção deste parasito em cultivo e, além disso, a 

maioria das linhagens de camundongos utilizados como modelos experimentais mostra-se 

resistente à infecção por essa espécie de leishmania, mesmo quando há a inoculação de um 

grande número de parasitos (PASSERO et al., 2011). 

Lipídios são moléculas importantes, pois estão envolvidos na formação das 

membranas celulares, reserva de energia e desempenham importante papel na modificação 

pós-transducional que regula a localização e função de várias proteínas (MAZUMDAR & 

STRIEPEN, 2007). Essas moléculas têm sido objeto de estudos em protozoários do gênero 

Leishmania, por conferir resistência às drogas utilizadas para tratamento. A via biossintética 

dos esteróis está dentre os alvos terapêuticos da leishmania, pois o ergosterol, produto final 
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sintetizado nessa via, pode ser inibido por enzimas próprias do parasito que não existem nas 

células de mamíferos (CHAWLA & MADHUBALA, 2010). 

O presente trabalho permitiu caracterizar e avaliar a distribuição de lipídios em 

cepas de L. (V.) braziliensis que causam diferentes manifestações clínicas da LTA e ainda 

quantificar a distribuição de CLs entre os parasitos durante a fase estacionária do crescimento 

in vitro que é o período de maior infectividade do parasito. 

Os dados mostraram que a cepa LCL aumentou significativamente a quantidade 

de lipídios totais ao passar para a fase estacionária tardia de crescimento. Isso indica que esta 

cepa parece necessitar de grande quantidade de lipídios para seu metabolismo durante a fase 

infectiva. O metabolismo lipídico é importante para virulência, crescimento, replicação e 

diferenciação de espécies de leishmania no hospedeiro (ZUFFEREY & MAMOUN, 2005). 

Lipídios neutros como esterol esterificado, esteróis e triglicerídeos são fontes de ácidos graxos 

em tripanossomatídeos (DIXON & WILLIAMSON, 1970; FLORIN-CHRISTENSEN et al., 

1997). RAMOS et al. (2009) observaram durante a fase estacionária de crescimento que 

promastigotas de L. (V.) shawi acumulam triglicerídeos, ácidos graxos, esterol esterificado, 

esteróis e fosfolipídios, e sugerem que esses lipídios podem ser necessários para multiplicação 

e interação do parasito com a célula do hospedeiro, além de manter as promastigotas 

infectantes e metabolicamente ativas até sua penetração no macrófago.     

Segundo FARIAS et al. (2013), na fase estacionária tardia a cepa LCL é mais 

infectiva que a cepa LMC. Este dado justifica a presença de grande quantidade de lipídios 

totais identificado na cepa LCL durante essa fase, quando comparado com a cepa LMC. Para 

a cepa LCL, esses lipídios devem ser fundamentais para sua infectividade, podendo ser 

importantes na constituição de blocos de membrana, como glicoconjugados associados a 

subdomínios de membrana, que favorecem o rápido reconhecimento e fagocitose pela célula 

hospedeira. A cepa LMC, menos infectiva, aparenta ter um metabolismo lipídico 

diferenciado. Durante a fase estacionária tardia parecem consumir triglicerídeos e ácidos 

graxos, e aumentam a quantidade de esterol esterificado e esteróis no parasito. Além disso, a 

quantidade de fosfolipídios também é reduzida.  

Estudos com L. (V.) braziliensis mostraram que glicoconjugados, âncoras de GPI 

associados com subdomínios lipídicos presentes na membrana celular, são ricos em colesterol 

e esfingolipídios (lipid rafts) e essenciais para a infectividade do parasito, sendo capazes de 

modular a resposta celular do hospedeiro (YONEYAMA et al., 2006; ASSIS et al., 2012). 

Porém é importante ressaltar que a maior infectividade da cepa LCL quando comparada à 

cepa LMC, resulta em um menor processo inflamatório. 
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Como descrito anteriormente, tripanossomatídeos armazenam ésteres de esterol, 

esteróis e triglicerídeos, como fonte de reserva endógena de energia, que se acumulam no 

citoplasma na forma de CLs. Estudos recentes mostraram que os CLs são organelas que 

podem contribuir para a infectividade dos parasitos. A distribuição e a importância de CLs em 

parasitos da espécie L. (V.) braziliensis ainda não está totalmente esclarecida. 

No presente estudo foi possível observar pela análise ultraestrutural dos 

protozoários nas diferentes fases de crescimento, a presença de CLs no citoplasma das 

promastigotas nas duas cepas de L. (V) braziliensis. Estes resultados foram confirmados pela 

análise citoquímica pelo método ósmio-imidazol e sugere que este protozoário acumula no 

seu citoplasma lipídios que podem ser utilizados como fonte energética endógena ou como 

precursores de lipídios mais complexos. 

Os dados obtidos por citometria de fluxo permitiram analisar comparativamente a 

distribuição de CLs presentes no citoplasma das diferentes cepas. Nas promastigotas da cepa 

LCL não houve diferença significativa na presença de CLs no citoplasma entres as fases 

estudadas. Porém, nas promastigotas da cepa LMC foi observado grande acúmulo de CLs 

durante a fase estacionária tardia. RAMOS et al. (2009) mostraram que as promastigotas de L. 

(V.) shawi  apresentaram grande número de CLs na fase estacionária quando comparado com 

a fase logarítmica, que podem ser importantes para interação do parasito com a célula do 

hospedeiro. 

Pacientes infectados pela cepa LMC apresentam uma exacerbada resposta 

inflamatória quando comparado com a cepa LCL. De acordo com ARAÚJO et al. (2011) o 

aumento de CLs  em protozoários da espécie L. (L.) chagasi durante seu crescimento in vitro 

está relacionado com síntese e liberação de prostaglandinas, moléculas relacionadas com o 

processo inflamatório. Os autores sugerem novas funções para esta organela no metabolismo 

celular da leishmania, com possíveis implicações na interação com o hospedeiro. Desta forma, 

o aumento de CLs nas promastigotas da cepa LMC pode estar associado à severa forma 

clínica, caracterizada pela exacerbada resposta imune celular.  

Infecção pelo protozoário L. (L.) amazonensis induzem aumento da produção de 

CLs e PGE2 em macrófagos de camundongos (PINHEIRO et al. 2009). Parasitos da cepa 

LMC também podem apresentar maior resposta inflamatória porque além de apresentar maior 

quantidade de CLs, e teoricamente maior quantidade de PGE2, podem ser capazes de induzir 

aumento dessas estruturas e moléculas em macrófagos do hospedeiro. CLs e PGE2 presentes 

no parasito e no fagócito do hospedeiro podem atuar em sinergia resultando em uma 

manifestação clínica mais severa. 
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Outra hipótese sugerida que pode explicar a grande presença de CLs na cepa LMC 

esta relacionada com a exposição de fosfatidilserina (FS). A translocação da FS para a 

superfície externa da membrana plasmática é considerada o principal marcador bioquímico 

durante o processo de apoptose inicial em células eucarióticas. Esse fosfolipídio estimula a 

atividade fagocítica de macrófagos, inibindo sua a reação inflamatória. Em células 

fisiologicamente normais, a exposição da FS na superfície externa da membrana plasmática é 

regulada por sistemas enzimáticos dependentes de energia, na qual a translocação out-to-in é 

realizada pela atividade de uma transferase dependente de ATP que impede a exposição do 

fosfolipídio (SCHUFFER et al., 2009). Durante a fase estacionária, a espécie L. tropica é 

capaz de aumentar a exposição de FS na superfície externa, devido à redução da atividade da 

transferase responsável pela translocação out-to-in, regulando sua infectividade (TRIPATHI & 

GUPTA, 2003).  

A maior infectividade da cepa LCL durante a fase estacionária tardia foi verificada 

pela maior exposição de FS (FARIAS et al., 2013). Consequentemente, na cepa LCL, a 

atividade da transferase dependente de ATP é reduzida, enquanto na cepa LMC essa atividade 

é elevada, necessitando de grande quantidade de energia, que pode ser proveniente dos CLs, 

que podem constituir uma fonte de energia endógena. Nesse estudo o conteúdo lipídico 

presente nos CLs não pode ser caracterizado, porém a partir da análise de composição de 

lipídios totais do parasito, pode-se supor que houve consumo de triglicerídeos e ácidos graxos 

por parasitos da cepa LMC quando analisado o perfil lipídico total da fase EST-I para a fase 

EST-T, o que pode caracterizar gasto energético.  

Contudo, mais estudos são necessários para confirmar a importância dos CLs para 

protozoários do gênero Leishmania, bem como sua importânca para a infectividade ou seu 

envolvimento na resposta imunológica pelo hospedeiro, e consequentemente, manifestação 

clínica.  

Este estudo, portanto, permitiu observar características importantes que ajudam 

diferenciar formas promastigotas de cepas de L. (V.) braziliensis isoladas de diferentes 

manifestações clínicas e obtidas em diferentes dias de cultivo in vitro. Estudos acerca da 

estrutura e função de CLs, além de outras estruturas citoplasmáticas em protozoários parasitos 

da espécie, são importantes para obtenção de conhecimento sobre a fisiologia do parasito, no 

intuito de identificar possíveis alvos terapêuticas, além de fornecer uma possível correlação da 

distribuição destas estruturas com os diferentes comportamentos clínicos da doença. 
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7. CONCLUSÕES 

 

 

Os resultados apresentados e discutidos permitem concluir que: 

 

 Parasitos da espécie L. (V.) braziliensis que causam LCL apresentam 

grande quantidade de lipídios totais durante a fase estacionária tardia; 

 Não houve diferença na distribuição de corpos lipídicos na cepa LCL entre 

a fase estacionária inicial e tardia do crescimento; 

 Parasitos da espécie L. (V.) braziliensis que causam LMC parecem 

consumir triglicerídeos e ácidos graxos e acumular ésteres de esterol e 

esteróis, mostrando um metabolismo lipídico diferenciado que pode estar 

relacionado com a sua forma clínica; 

  Durante a fase estacionária tardia, parasitos da cepa LMC tiveram 

significativamente aumento da produção de corpos lipídicos, estruturas 

conhecidas como sítios de produção de eicosanoides, o que também pode 

ser correlacionado com a forma clinica apresentado por essa cepa. 



38 

 

8. PARTICIPAÇÃO EM EVENTOS 

 

 

 Setembro 2011: Participação no XXVII Annual Meeting of the Brazilian Society of 

Protozoology - XXXVIII Annual Meeting on Basic Research in Chagas Disease, 

realizado pela Sociedade Brasileira de Protozoologia, em Foz do Iguaçu/PR. 

Trabalho apresentado: Lipid droplets identification in Leishmania (Viannia) 

braziliensis promastigotes caused of mucosal leishmaniasis (ANEXO I). 

 

 Novembro 2011: Participação no III Encontro Anual do Instituto Nacional de Ciência 

e Tecnologia em Biologia Estrutural e Bioimagens (INBEB), em Rio de Janeiro/RJ.  

Trabalho apresentado: Lipid droplets identification in Leishmania (Viannia) 

braziliensis promastigotes caused of mucosal leishmaniasis (ANEXO II). 

 

 Dezembro 2011: Participação no Simpósio de Biologia Celular de Patógenos, 

oferecido pelo Programa de Pós-Graduação em Neurociências e Biologia Celular na 

UFPA, em Belém/PA. 

Apresentação oral: Análise de corpos lipídicos em duas cepas de Leishmania 

(Viannia) braziliensis em diferentes dias de cultivo in vitro (ANEXO III).  

 

 Julho 2012: Participação no 10
th

 International Congress on Cell Biology and XVI 

Meeting of the Brazilian Society for the Cell Biology. 

Trabalho apresentado: Analysis of lipid droplets in Leishmania (Viannia) 

braziliensis promastigotes in the early stationary phase of the growth (Anexo IV). 

 

 

9. MESTRADO SANDUÍCHE 

 

 

Mestrado sanduíche realizado no Laboratório de Ultraestrutura Celular Hertha 

Meyer, do Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de 

Janeiro, no período de 17 de outubro a 17 de novembro de 2011, através do PROCAD 

NF21/2009.  
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