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RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) constitui uma doenca infecciosa
causada por protozoarios do género Leishmania com elevada incidéncia na regido Amazonica.
Uma variedade de espécies de leishmania € responsavel por esta patologia. Desta forma,
dependendo da espécie e da resposta imunolégica do hospedeiro vertebrado, a doenca pode
apresentar diferentes formas clinicas, como a leishmaniose cutanea localizada (LCL) e a
leishmaniose mucocutéanea (LMC). A principal espécie responsavel pela LTA é a Leishmania
(Viannia) braziliensis. Contudo, devido a existéncia de uma multiplicidade de cepas desta
espécie e ao reduzido nimero de estudos relacionados, torna-se importante o conhecimento
dos aspectos metabolicos basicos do protozoario, como o metabolismo lipidico, na tentativa
de caracterizar vias ou componentes fundamentais para seu desenvolvimento e infectividade.
Desta forma, este trabalho teve como objetivo analisar distribuicdo de corpos lipidicos (CLs)
e o perfil lipidico de duas cepas de L. (V.) braziliensis, isolada de diferentes casos clinicos, em
diferentes periodos da fase estacionaria do crescimento celular. As formas promastigotas das
cepas M17593 (LCL) e M17323 (LMC) de L. (V.) braziliensis foram utilizadas na fase
estacionaria inicial (EST-1) e estacionaria tardia (EST-T) de crescimento. Inicialmente, foi
realizada andlise ultraestrutural das formas promastigotas por microscopia eletrnica de
transmissdo (MET) e foram observadas estruturas sugestivas de CLs distribuidos no
citoplasma do parasito, confirmados pela técnica citoquimica 6smio-imidazol, organelas
necessarias para 0 metabolismo energético do parasito. Para quantificar a distribuicdo de CLs
entre os dias de cultivo e entre as cepas, foi realizada anélise por citometria de fluxo com
Bodipy® 493/503. Os resultados indicaram que a cepa responsavel pela LMC apresentou
maior quantidade de CLs durante a fase estacionaria tardia. Na cepa LCL ndo foi observado
diferenca significativa entre as fases estudadas. Assim, pode ser sugerido que a exacerbada
resposta inflamatéria que ocorre em pacientes com LMC, esteja relacionada com o acimulo
de CLs no parasito, fonte de energia e eicosanoides, como prostaglandinas. Outra hipGtese é a
possivel correlagdo de CLs com a baixa exposi¢cdo do fosfolipidio fosfatidilserina para a
superficie externa da membrana, importante para a infectividade do parasito. Para analise dos
lipidios totais, os parasitos foram submetidos a extracdo lipidica, seguido da técnica de
HPTLC, onde foram encontrados predominantemente fosfolipidios, esterol esterificado,
esterois, triglicerideos e acidos graxos compondo o parasito, com variagdes entre as cepas e
entre as fases estudadas. A cepa LCL na fase estacionaria tardia possui maior quantidade de
lipidios totais, que pode ser justificado por ja ser conhecida como a cepa mais infectiva e
possivelmente apresentar maior quantidade de glicoconjugados associados com subdominios
lipidicos importantes para o reconhecimento de fagocitos. E importante ressaltar que a maior
infectividade da cepa LCL quando comparada a cepa LMC, resulta em um menor processo
inflamatdrio. Estes resultados indicam que ha uma variagdo no perfil lipidico e na distribuicéo
de CLs entre as diferentes cepas de L. (V.) braziliensis, que pode estar relacionado com a
infectividade do parasito e com a manifestacao clinica da doenca.

Palavras-chave: Leishmania (Viannia) braziliensis, cepas, corpos lipidicos, manifestacdo
clinica.



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.



1. INTRODUCAO

1.1. ASPECTOS GERAIS

As leishmanioses constituem um conjunto de doencas causadas pela infecgdo por
protozoarios parasitos do género Leishmania (NEUBER, 2008). S&o consideradas
antropozoonoses, na qual vinte espécies sdo patogénicas ao homem e sdo transmitidos através
da picada de insetos vetores hematofagos insetos dipteros denominados flebotomineos, os
quais pertencem a trinta espécies (WHO, 2012). Dependendo da espécie do protozoario e da
resposta imunolOgica, essas patologias podem se apresentar sob trés formas clinicas
principais: cutanea, mucocutanea e visceral, que abrangem uma ampla variedade de sinais,
sintomas e diferentes niveis de severidade (GRIMALDI JR. & TESH, 1993).

Esta parasitose é um sério problema de saude publica, considerada endémica em
98 paises, dos quais 72 sdo paises em desenvolvimento, com 12 milhdes de pessoas
infectadas. Cerca de dois milhdes de novos casos sdo relatados anualmente (1,5 milhdes de
casos de leishmaniose cutanea e 500.000 de leishmaniose visceral), principalmente nas
Américas, na Asia e na Africa. Dados epidemioldgicos indicam que 90% dos casos de
leishmaniose visceral ocorrem em Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Suddo. Em relagio a
leishmaniose mucocutanea, 90% dos casos ocorrem na Bolivia, Brasil e Peru e 90% dos casos
de leishmaniose cutanea ocorrem no Afeganistdo, Brasil, Ird, Peru, Ardbia Saudita e Siria
(WHO, 2012). De acordo com esses dados, 0 Brasil esta entre os paises com maior incidéncia
das trés formas clinicas das leishmanioses, o que confirma o carater endémico nacional da

doenca.

1.2.  TAXONOMIA DO GENERO LEISHMANIA

O género Leishmania (Ross, 1903) pertence a familia Trypanossomatidae, ordem
Kinetoplastida, e desde a sua criagdo varios esquemas de classificacdo taxonémica foram
propostos devido ao crescente nimero de espécies identificadas, bem como suas

caracteristicas intrinsecas e extrinsecas (GRIMALDI JR. & TESH, 1993). As classificacdes



mais utilizadas seguem o modelo taxonémico proposto por Lainson & Shaw (1987) que

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

Ordem Kinetoplastida
Familia Trypanosomatidae
Género Crithidia leptomonas Herpetomonas  Blastocrithidia  Ieish Sauroleish Tny Phy Endotryy
|
| I
Subgénero Leishmania Viannia
|
[ | [ | |
Complexo L. donovani L. tropica L. major L. acthiopica L. mexicana L. braziliensis L. guyanensis L. naiffi L. lainsoni
Espécies L. archibaldi L. killicki I, major L. aethiopica L. amazonensis L. braziliensis L, panamensis L. naiffi 1. lainsoni
L. chagasi L. tropica L. garmh L. peruviana L. guyanensis
L. infantum L. mexicana Non pathogenic for L i No final
humans classification
1. donovani L. pifanoi Old World L. colombiensis
L. venezuelensis L. arabica L. equatorensis
L. gerbillt
L. forattinii L. turanica
New World
L. aristidesi
L. enrietti
L. deanei
L. hertigi

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

Existe uma variedade de espécies de leishmania distribuidas pelo mundo e cada
uma apresenta particularidades concernentes as manifestacbes clinicas, aos vetores,
reservatorios, padrGes epidemioldgicos, a distribuicdo geografica e até mesmo a resposta
terapéutica (VALE & FURTADO, 2005; BRASIL, 2007).

No Brasil sdo conhecidas oito espécies de leishmanias responsaveis por doenca
humana (Quadro 1). A espécie L. (V.) braziliensis é responsavel pela forma tegumentar e
apresenta distribuicdo em todo o territério nacional, além de varios paises da América Central
e do Sul (de Belize até a Argentina), sendo provavel que nem todos os casos da doenca
correspondam exatamente ao mesmo parasita, mas que exista um complexo de subespécies

(BASANO & CAMARGO, 2004).



Quadro 1: Espécies de Leishmania frequentes no Brasil.

Forma Clinica Distribuicdo Geografica
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 Cutanea Localizada; LMC: Leishmaniose Mucocutanea; LCD: Leishmaniose Cutanea
Difusa; LV: Leishmaniose Visceral.
Fonte: REINTHINGER et al., 2007 (modificada).

1.3.  LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € umas das manifestacfes mais
frequentes de infeccdo com 75 % de todos os casos registrados. Segundo o Ministério da
Saude do Brasil, somente no ano de 2010, foram notificados 21.981 casos de LTA. As regifes
Nordeste e Norte apresentaram maior incidéncia, apresentando 40% e 32% dos casos
registrados, respectivamente. Na regido Norte, os estados do Pard, Amazonas e Acre foram
predominantes, onde s6 no estado do Para, em 2008, foram notificados 3.623 casos; em 2009,
3.347, e no ano de 2010, 2.331 casos, que confirmam o carater endémico da doenca no Estado
(BRASIL, 2011).

Atualmente, na Amazobnia brasileira, as principais espécies de leishmania
responsaveis pela LTA sdo: 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
espéecie ou até mesmo da cepa do parasito e da resposta imunolégica celular do individuo
infectado a doenca pode manifestar diferentes formas clinicas. A espécie predominante nas
regibes endémicas do Brasil é a L. (V.) braziliensis (GOMES-SILVA et al. 2007) que € a
principal responsavel pelos casos de leishmaniose cutdnea localizada e leishmaniose
mucocutanea registrados (SILVEIRA et al., 2004).

A leishmaniose cutanea localizada (LCL) € a forma mais frequente da doenca,
caracterizada pela presenca de ulceras Unicas ou multiplas na pele, com bordas infiltradas e

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



(figura 2) (SILVEIRA et al., 2004; NOGUEIRA et al., 2008). A lesdo provocada pela espécie
L. (V.) braziliensis apresenta uma infiltragdo modesta com escassos macrdfagos 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 responsavel pela LCL, porém
a resposta imune provocada pela primeira espécie apresenta maior expressdo de INF-y e baixa

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

Figura 2: Aspecto clinico da LCL com lesdo ulcerada, com base eritematosa infiltrada e crostas. Fonte:
REINTHINGER et al., 2007 (modificada).

A leishmaniose mucocutanea (LMC) desenvolve-se a partir de uma complicacéo
da LCL, na qual protozoarios sdo disseminados pelo sistema linfatico e parasitam o trato
mucoso. E caracterizada por lesdes ulceradas e infiltradas na mucosa oral, nasal, faringea e
laringea, com comprometimento em torno da mucosa nasal (figura 3) (NOGUEIRA et al.,
2008; SAKTHIANANDESWAREN et al., 2009). Esta 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 subgénero (SILVEIRA et al.,
2004). Seu aspecto imunoldgico tem como caracteristica a presenca predominante de células
T CD4" nas lesbes em detrimento das células T CD8" (ESTERRE et al., 1994). De forma

similar ao que acontece na LCL, os niveis de INF-y e TNF-a nas lesdes sdo bem elevados



enquanto que os niveis de IL-4 e IL-10 permanecem baixos, o que contribui para a
exacerbacao da resposta imune inflamatoria do hospedeiro (GOMES-SILVA et al., 2007).

Figura 3: Aspecto clinico da LMC com ulceracdo na fossa nasal e destrui¢do da mucosa oral. Fonte:
REINTHINGER et al., 2007 (modificada).

CAMPOS et al. (2008) confirmam que pode haver variagdo da infectividade in
vitro entre cepas da espécie L. (V.) braziliensis de pacientes com diferentes formas clinicas de
LTA. Nesse estudo, cepas de pacientes com LCL apresentam baixo grau de infectividade
quando comparada as cepas isoladas de paciente com LMC, forma mais severa da LTA. Esta
variacdo na espécie pode esta diretamente relacionada a forma clinica da doenca causada por
este parasito.

Entretanto, estudos realizados por nosso grupo de pesquisa mostraram que
parasitos de cepa responsavel pela LCL, forma mais branda da doenca, sdo 0s que apresentam
alto grau de infectividade, quando comparados com parasitos da cepa que causa LMC
(FARIAS et al., 2013). Nesse estudo, foi analisada a exposi¢do do fosfolipidio fosfatidilserina
(FS) na superficie de promastigotas dessas cepas. Parasitos da cepa LCL apresentaram maior
exposicdo do fosfolipidio sem apresentar morte celular por apoptose, sendo, portanto, uma
molécula importante para a infectividade do parasito. A FS é um fosfolipidio encontrado na
superficie de células apoptoticas, que estimula a atividade fagocitica de macréfagos, inibindo
sua a reacdo inflamatéria. A L (V.) braziliensis é capaz de expor esse fosfolipidio, o que



auxilia a internalizacdo de promastigotas pelo macrofago através do receptor de FS. Além
disso, esses autores também observaram a expressao de um carboidrato, 0 N-
acetilgalactosamina, nas promastigotas da cepa responsavel pela LCL que nédo foi detectado
na LMC, podendo estar relacionado de alguma forma com o comportamento clinico dessa

doenca.

1.4.  LEISHMANIA SP.

1.4.1. Morfologia

Os protozoarios do género Leishmania sdo parasitos unicelulares digenéticos
(heterdxenos), ou seja, parasitos com alternancia de evolugdo entre hospedeiros vertebrados e
invertebrados, os quais apresentam duas formas evolutivas fundamentais: amastigotas e
promastigotas, cujas principais caracteristicas ultraestruturais estdo representadas na figura 4
(VANNIER — SANTOS et al., 2002).

As formas amastigotas sdo intracelulares obrigatorias com corpo celular pequeno,
apresentando aproximadamente 1,5 a 3 x 3 a 6,5 um. S&o formas esféricas ou ovoides e ndo
apresentam mobilidade. Por microscopia eletronica de transmissdo (MET) é possivel observar
uma rede de microtubulos subpeliculares disposta sob a membrana celular, o que confere
formas celulares bem definidas durante o ciclo evolutivo deste protozoario. Na regido anterior
do corpo das amastigotas, a membrana apresenta uma invaginacdo formando a bolsa flagelar,
onde se localiza um pequeno flagelo que ndo se exterioriza. Na matriz citoplasmatica é
observado o nucleo grande e arredondado, aparelho de Golgi, reticulo endoplasmaético,
ribossomos, vacuolos, inclusdes lipidicas entre outras. Sdo as formas encontradas no interior
de vactolos das células do sistema fagocitico mononuclear (SFM), principalmente em
macrofagos do hospedeiro mamifero (MICHALICK & RIBEIRO, 2011).

As formas promastigotas estdo presentes no ciclo extracelular e possuem grande
mobilidade, além do corpo celular fusiforme e alongado, com dimens@es entre 10a40x 1,5 a
3 um de diametro que variam dependendo da espécie. Essas formas apresentam um longo
flagelo livre que emerge a partir da bolsa flagelar e estruturas de membrana, nucleo e
organelas citoplasmaticas que se assemelham ao da forma amastigota. S&o encontradas no
trato digestivo do hospedeiro invertebrado (MICHALICK & RIBEIRO, 2011).



O parasito, em ambas as formas, possui uma nica mitocéndria que se estende ao
longo do corpo celular e que em determinada porgdo, proximo ao corpusculo basal, que se
apresenta como a continuacgéo do flagelo, possui um arranjo complexo de DNA mitocondrial,
denominado cinetoplasto, caracteristico de sua ordem Kinetoplastida, com localizacdo
perpendicular & base do flagelo (SOUZA et al., 1997).
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Figura 4: Principais formas evolutivas do protozoario do género Leishmania sp. Desenho esquematico das
formas promastigota (A) e amastigota (C) do protozoario. Fonte: TEIXEIRA et al., 2013. (B) Forma
promastigota de L. (V.) braziliensis por MET. Fonte: LABORATORIO DE BIOLOGIA ESTRUTURAL,
ICB/UFPA, 2007. (D) Forma amastigota de Leishmania spp. por MET. Observar presenca do cinetoplasto (seta).
Fonte: JU et al., 2004 (modificada).



1.4.2. Ciclo bioldgico

Os ciclos de transmissdo da LTA variam de acordo com a regido geografica,
espécie de parasito, vetores, reservatorios e hospedeiros. Os hospedeiros invertebrados e
vetores da LTA sdo insetos denominados flebotomineos, pertencentes & ordem Diptera,
familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, género Lutzomyia, conhecidos
popularmente, dependendo da localizacdo geografica, como mosquito palha, tatuquira,
birigui, entre outros (BRASIL, 2007).

O ciclo de vida deste parasito pode se iniciar quando a fémea do flebotomineo, ao
realizar o repasto sanguineo em um hospedeiro mamifero infectado, ingere formas
amastigotas do protozoario que sdo encontradas livres na circulacdo ou no interior de
macrofagos. Estes insetos apresentam aparelho bucal curto e rigido, adaptado para dilacerar
tecidos e vasos sanguineos, que facilita a obtencdo de um conjunto de sangue, linfa e restos
celulares durante a alimentacdo. O sangue ingerido contendo os parasitos vai para o intestino
médio do inseto, onde amastigotas transformam-se em promastigotas prociclicas. Apos cinco
dias, aproximadamente, no intestino médio anterior do flebotomineo os parasitos se
desenvolvem em promastigotas metaciclicas, em um processo de diferenciacdo celular
designado metaciclogénese tornando-se infectantes para 0 hospedeiro vertebrado. As
promastigotas metaciclicas possuem os didmetros do corpo reduzido e flagelo muito longo,
cerca de duas vezes o comprimento do corpo (GRIMALDI & TESH, 1993; BATES, 2006).

As promastigotas metaciclicas migram para a proboscida do vetor e durante o
hematofagismo, sdo inoculadas no hospedeiro vertebrado (BATES, 1994). A presenca de
moléculas especificas na superficie dessas promastigotas, como LPG e gp63, fazem com que
estas formas resistem a acdo litica do complemento e entdo, sdo rapidamente fagocitadas por
células do SFM. Neutrofilos e macréfagos sdo atraidos para o local da inoculagéo e iniciam a
reacdo inflamatdria contra os protozoarios (RASMUSSON & DESCOTEAUX, 2004;
GUEIRARD et al., 2008). Apds internalizacdo e formacdo do vacuolo parasitéforo, as
promastigotas diferenciam-se em formas amastigotas, aptas a se multipicarem
(MCCONVILLE et al., 2007; NADERER & MCCONVILLE, 2008). Estas formas
multiplicam-se sucessivamente por divisao binaria simples até a ruptura da célula hospedeira,
sendo liberadas na circulacdo e infectando novas células vizinhas e novos vetores, se
estiverem presentes no mesmo habitat do individuo infectado, mantendo o ciclo com o
homem como hospedeiro e os animais, muitas vezes domésticos, como reservatérios (figura
5) (BAILEY & LOCKWOOD, 2007; SAKTHIANANDESWAREN et al., 2009).
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Figura 5: Ciclo de vida do parasita do género Leishmania. No intestino do vetor ha proliferacdo de formas
promastigotas prociclicas. Essas formas migram para a proboscida do flebotomineo quando se tornam
infectantes (metaciclicas) para o hospedeiro vertebrado. Durante o repasto sanguineo, o vetor infecta o
hospedeiro com promastigotas metaciclicas que sdo reconhecidas e fagocitadas, principalmente por macréfagos,
formando no seu interior um fagolisossomo. Em seguida, ha diferenciacdo para a forma de resisténcia, a
amastigota intracelular, que se multiplica até a ruptura da célula, que podem invadir novos macréfagos. O vetor
se infecta durante o repasto sanguineo em um hospedeiro infectado, ingerindo formas amastigotas livres na
circulacdo ou no interior de macréfagos, que ao alcancar o intestino médio do inseto transformam-se em
promastigotas prociclicas, reiniciando o ciclo. Fonte: KAYE & SCOTT, 2011 (modificada).
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A maioria dos estudos in vitro com protozoarios do género Leishmania utilizam as
formas promastigotas cultivadas em meio liquido para estudos de caracterizacao e interacdo
com a célula do hospedeiro vertebrado. Assim como na maioria das células em cultura, os
parasitos apresentam um padrdo sigmoidal de atividade proliferativa denomina curva de
crescimento, a qual reflete a adaptacdo a cultura, as condi¢cdes do ambiente, a disponibilidade
de substrato fisico e suprimentos de nutrientes necessarios para promover o crescimento (DE
ALMEIDA & BOAVENTURA, 2005).

O cultivo in vitro de leishmanias apresenta duas fases principais do crescimento
celular, a fase logaritmica ou exponencial e a fase estacionéria, que podem variar entre
espécies. A primeira consiste em um periodo em que ha aumento constante do nimero de
organismos na cultura, com intensa atividade metabolica das células, ao passo que na segunda
fase ndo ha aumento nos niveis de crescimento celular e a atividade metabdlica decresce (DE
ALMEIDA & BOAVENTURA, 2005). SACKS & PERKINS (1984) mostraram que a
infectividade de promastigotas de leishmania € dependente do ciclo celular e restrita a fase
estaciondria de crescimento in vitro.

No estudo de FARIAS et al. (2013) com promastigotas da espécie L. (V.)
braziliensis, foi demonstrado que a fase logaritmica de crescimento ocorre no quarto dia de
cultivo, enquanto, as fases estacionaria inicial e estacionaria tardia ocorrem no sétimo e

décimo dia, respectivamente.

1.4.3. Principais organelas e estruturas citoplasmaticas do parasito

O protozoério do género Leishmania apresenta diversas e diferentes estruturas que
estdo diretamente envolvidas na sua atividade endocitica, exocitica e no seu metabolismo
proprio, como nutrigdo, replicacdo, obtencdo de energia e outros. Estas estruturas diferem o
metabolismo deste parasito de outros tripanossomatideos, diferenciando-se também entre os
diferentes estagios de seu desenvolvimento. O processo de endocitose nesses parasitos €
descrito como forma de nutricdo e evasédo da resposta imune celular do hospedeiro, sendo,
portanto, um importante mecanismo para sobrevivéncia do parasito durante a infecgdo. As
principais estruturas citoplasmaticas do parasito envolvidas nas vias endociticas é a bolsa
flagelar e 0 megassomo (DE SOUZA et al., 2009).
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A bolsa flagelar é um local de grande atividade de excre¢do e pinocitose, consiste
em uma pequena invaginacdo da membrana plasmatica, na qual emerge um flagelo,
participando de varios processos celulares. Esta estrutura complexa pode ser facilmente
observada por MET, mostrando uma complexa organizacdo e preciso posicionamento em
relacdo aos elementos do citoesqueleto e organelas. Proximo a bolsa flagelar, macromoléculas
se aderem e sdo rapidamente internalizadas, dando origem a pequenas vesiculas endociticas,
que brotam destas estruturas. Nas formas amastigotas de leishmania, a degradacao do material
ingerido ocorre no megassomo, uma organela presente somente nessas formas parasitarias.
Quando vistas por MET, apresentam-se como organelas eletrodensas, delimitadas por
membrana que variam de forma e tamanho, podendo alcancar o didmetro do ndcleo da célula.
A matriz dessa organela ndo é homogénea, apresentando densas inclusdes e vesiculas, €
conhecida por apresentar caracteristicas lisossdmicas e esta relacionada com a infectividade
do parasito (DE SOUZA, 2002; DE SOUZA et al., 2009).

Em protozoarios parasitos ha diferentes organelas intracelulares, que estdo
envolvidas na regulacdo da homeostase de ions, como por exemplo, o reticulo
endoplasmatico, mitocondrias e acidocalcissomo. O acidocalcissomo é uma organela ausente
no metabolismo das células de mamiferos, apresenta carater acido e elevada eletrodensidade.
Esta organela armazena célcio, é rico em pirofosfato, magnésio, sédio, potassio, e em alguns
casos zinco, além de uma baixa concentracdo de cloro e enxofre. Possui varias funcdes, dentre
elas o estoque de célcio e fésforo, homeostase de célcio, manutencdo do equilibrio do pH
intracelular e osmorregulacdo, realizados devido a presenca de bombas (Ca**-ATPase, V-H*-
ATPase, H'-PPase), transportadores (Na‘'/H*, Ca?'/H"), e canais (aquaporinas) na sua
membrana (DOCAMPO & MORENO, 2001; MIRANDA et al., 2008).

A diferenca entre as formas de leishmania e outros tripanossomatideos refere-se,
principalmente, ao metabolismo de carboidratos, como a manose (reserva energética) e
amino&cidos. Aminodcidos e agucares podem ser utilizados como fontes de energia, a partir
do metabolismo de glicossomos e mitocondrias, que contém uma ativa cadeia de transporte de
elétrons. Glicossomos sdo estruturas delimitadas por membrana, onde h& metabolizacdo e
degradacdo de agUcares. Sua presencga é abundante em amastigotas, porém pouco se sabe a
cerca do funcionamento desta organela, mas que ha uma variabilidade na presenca de enzimas
dependendo do estagio de diferenciacdo do parasito (MOTTRAM & COOMBS, 1985).
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1.5.  CORPOS LIPIDICOS

Corpos lipidicos (CLs) s@o inclusbes intracelulares citoplasmaticas de
compartimentalizagdo e estocagem de lipidios. S&o organelas heterogéneas presentes em
diversos organismos, apresentam diferentes tamanhos e composicdo. Na literatura, sé@o
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 sitios de reserva metabdlica com
pouca relevancia funcional. Sua presenca foi associada principalmente a tecidos que possuiam
funcdo de acumulo ou transporte lipidico em animais e plantas, como é o caso do tecido
adiposo e figado em mamiferos, e em sementes e frutos de plantas. Por outro lado, em
microrganismos como leveduras, microalgas e bactérias, o acimulo de CLs parece ser
induzido especificamente em resposta a um estresse ambiental, como limitacdo de nitrogénio
ou estresse osmotico (MURPHY, 2001; FARESE & WALTHER, 2009).

Com o advento de novas técnicas, os CLs foram encontrados em varios tipos
celulares e atualmente sdo classificados como organelas dinamicamente ativas. Além disso,
sdo considerados a segunda principal forma de composi¢cdo macromolecular de lipidios
associado com sistemas bioldgicos, depois das bicamadas lipidicas que formam a matriz de
todas as membranas celulares (MURPHY, 2001).

A estrutura e morfologia dos CLs sdo bem descritos em células de mamiferos,
principalmente em adipdcitos. Estudos mostraram que sdo constituidos por uma monocamada
de fosfolipidios (FL), glicolipidios anfipaticos e/ou esterdides que circundam um ndcleo
hidrofébico de lipidios neutros, tais como triacilglicerdis (TG) e ésteres de esterais,
principalmente (figura 6B). A composicdo dos lipidios 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 esterdis, enquanto que nos adipdcitos ha
primariamente TG. Podem se expandir em nmero e tamanho no citoplasma celular quando ha
excesso de lipidios, na tentativa de prevenir a lipotoxicidade das células. (MURPHY, 2001;
WALTHER & FARESE JR., 2009; SAKA & VALDIVIA, 2012).

A sintese dos lipidios neutros, presente no nicleo dos CLs, é catalisada por uma
variedade de enzimas. Células de mamiferos, por exemplo, possuem a enzima acilcoenzima A
(Acil-CoA):diacilglicerol aciltransferase (DGAT) — DGAT1 e DGAT?2 — para sintese de TG, e
Acil-CoA:colesterol aciltransferase (ACAT) — ACAT1 e ACAT2 — para sintese de ésteres de

esterdis. Todas essas enzimas estdo presentes principalmente no reticulo endoplasmatico, com
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excecdo da enzima DGAT2 que também esté presente nos CLs (WALTHER & FARESE JR.,
2012).

GREENBERG et al. (1991), encontraram na superficie dos CLs de adipdcitos
uma fosfoproteina, a perilipina, com funcéo especializada no armazenamento de lipidios.
Essas organelas apresentam vérias proteinas especificas ligadas & sua superficie que
participam da geracdo, maturacdo, degradacdo, trafego e mobilizacdo de CLs nas células
(MURPHY, 2001). As principais proteinas sdo: Perilipina ou PLIN1; ADRP (Proteina
Relacionada a Diferenciacdo de Adipaocitos), Adipofilina ou PLIN2; e TIP47 (Proteina de
Interacdo de Cauda de 47 kDa) ou PLIN3. Perilipina e ADRP parecem desempenhar papel na
montagem e formacdo dos CLs (LONDOS et al., 2005; HERKER & OTT, 2012) e TIP47
desempenha um importante papel na biogénese dessa organela (SAKA & VALDIVIA, 2012).

Essas proteinas reunidas compdem a familia de proteinas PAT e apresentam um
dominio N-terminal comum com cerca de 100 aminoéacidos, denominado dominio PAT, que
ndo esta totalmente caracterizado funcionalmente (BELLER et al., 2010; HERKER & OTT,
2012). Qutras duas proteinas, S3-12 e OXPAT, também fazem parte deste grupo, além de
algumas lipases e enzimas metabolicas, como GTPases da familia Rab, consideradas
reguladoras do trafego vesicular e da interacdo entre organelas (BICKEL et al., 2009; MELO
et al., 2011). Os membros da familia de proteinas PAT diferenciam-se pelo tamanho,
expressao tissular, afinidade por CLs, estabilidade quando né&o ligadas aos CL e regulagéo da
transcricdo (BICKEL et al., 2009).

Estudos mais recentes mostraram que os CLs podem interagir com outras
organelas das células em que se encontram (figura 6A) (JAGERSTROM et al., 2009;
MURPHY et al., 2009; BELLER et al., 2010). Segundo HERKER & OTT (2012),
mitocondrias sdo sempre encontradas bem préximas aos CLS com conexao entre as suas
membranas que devem facilitar o efluxo de &cidos graxos livres (AG) para reaces de RB-
oxidacdo, importante para o processo de producdo de energia. Além disso, ja foram descritas
associacfes com cisternas de reticulo endoplasmatico liso (RE) que parece estar relacionado
com a biogénese dos CLs (MARTIN & PARDON, 2005).
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de uma célula de hepatoma, mostrando a monocamada lipidica circundante e uma estreita associagdo entre a
membrana da mitocondria e do reticulo endoplasmatico. (B) Caracteristicas estruturais de um corpo lipidico
mostrando lipidios polares na monocamada de superficie, como fosfolipidios e esterdis, lipidios apolares do
nlcleo, como ésteres de esterol e triacilglicerois e uma variedade de proteinas de superficie, como perilipina,
Rab18, DGAT2 e CCT (CTP-fosfocolina-citidil-transferase). Fonte: FARESE & WALTHER, 2009 (modificada).

1.5.1. Corpos lipidicos e células de mamiferos

Além dos adipécitos, os CLs estdo presentes em uma variedade de células de
mamiferos. Nos hepatdcitos, por exemplo, CLs estdo presentes e armazenam grandes
quantidades de TG e ésteres de colesterol, que fornecem cerca 70% de substrato para a sintese
de proteinas de densidade muito baixa (VLDL) (LEHNER et al.,1999). Também foram
encontrados em células estelares do figado ou células de Ito, capazes de armazenar retindides
(vitamina A e seus metabdlitos) sob a forma de ésteres de retinol (BLANER et al., 2009).
Células epiteliais secretoras da glandula mamaria também apresentam CLs que contribuem
para a composi¢do nutricional do leite materno (HEID & KEENAN, 2005).

Quanto a funcdo, os CLs nas células em que se encontram, podem estar
envolvidos no metabolismo de lipidico (MARTIN & PARTON, 2005), trafego celular (LIU et
al., 2004), transmissdo e regulacdo da sinalizacdo (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 macréfagos, CLs tendem a se associar e descarregar seu
conteddo nos fagolisossomos, sugerindo que possam ter um papel ativo importante para 0s
macrofagos.

Atualmente, os CLs séo considerados como organelas naturalmente encontradas
em células envolvidas com o processo inflamatorio, principalmente macréfagos e leucdcitos,

e estdo presentes em grande nimero quando ha estimulos inflamatorios. Séo considerados
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sitios de produgdo de mediadores inflamatdrios (eicosanoides) e marcadores estruturais do
processo inflamatorio, pois contém no seu interior &cido araquidénico (AA), um &cido graxo
esterificado precursor da sintese de eicosanoides e de todas as enzimas necessarias para essa
sintese, como cicloxigenases (COX), prostaglandina E, (PGE,) sintetase, 5- e 15-
lipoxigenases (5-LO e 15-L0O) e leucotrieno C4 (LTC,) sintetase, que ja foram localizadas em
células ativadas (MELO et al., 2011).

1.5.2. Corpos lipidicos e patégenos

A presenca e funcdo de CLs em diferentes tipos celulares de mamiferos sdo bem
descritas. Porém, ainda é pouco conhecido sua participacdo durante o processo de interacdo
com patdgenos e, principalmente, a presenca e funcdo de CLs em patégenos. Recentemente,
foi identificado que uma variedade de agentes patogénicos, como virus, bactérias
intracelulares e protozoérios, utiliza CLs do hospedeiro como fonte de precursores lipidicos
(SAKA & VALDIVIA, 2012).

MELDO et al. (2003) demonstraram pela primeira vez que o aumento da producao
de CLs por células inflamatérias de mamiferos pode ser induzido por patdgenos. Ao
analisarem a fase inicial de infeccdo in vivo por Trypanossoma cruzi, foi observado que ha
inducéo da formagdo de CLs em macrdofagos peritoneais de ratos, com sintese aumentada de
PGE_, confirmando ainda que essas organelas possam ter funcdo no aumento da producéo de
eicosandides durante a infeccéo.

Desde entdo, a formacéo de CLs pelas células do hospedeiro e sua associagdo com
outros patdgenos tem sido alvo de diversas investigagdes. Um estudo realizado com
Chlamydia trachomatis caracterizou a interagdo de CLs da célula hospedeiro com o vacuolo
parasitoforo, denominado de “inclusdo” (COCCHIARO et al., 2008). CLs citoplasmaticos do
hospedeiro sdo translocados pela membrana da inclusdo em direcdo ao limen. Esse sequestro
de organela do hospedeiro leva a uma subversdo da resposta imunologica inata pelo patogeno,
com obtencéo direta de nutrientes.

PINHEIRO et al., 2009, ao avaliarem a importancia do processo de autofagia em
macrofagos infectados por L. amazonensis, observaram que a indugdo do processo levou a um
aumento da carga parasitaria, com consequente aumento de CLs e PGE,. Durante o estudo foi
observado que s6 a infecgdo pelo protozoario induz um aumento na producdo de CLs nos

macrofagos, e que a produgdo de PGE, é um fator de susceptibilidade a infecgdo por L.
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amazonensis em macréfagos de BALB/c. Entretanto, poucos trabalhos relatam a presenca de
CLs em pat6genos e sua importancia durante o processo de interacdo com a célula hospedeira.

Um estudo in vitro com a bactéria Mycobacterium smegmatis mostrou a presenca
de CLs contendo triglicerideos como principal componente, com fun¢fes de armazenamento e
constituindo o envelope celular. O mesmo estudo mostrou que a espécie Mycobacterium
tuberculosis presente em secrecdes pulmonares de pacientes com tuberculose, apresentam
CLs que podem refletir um estado metabolico importante para a infeccdo no hospedeiro, uma
vez que ndo foi possivel observar in vitro (GARTON et al., 2002). Desta forma, os autores
sugerem que os CLs sdo organelas importantes para a patogenia da bactéria in vivo, sendo,
portanto, um potente alvo para tratamento de tuberculose, pois nessas estruturas ha
armazenamento de lipidios sequestrados do hospedeiro que podem ser importantes para sua
sobrevivéncia durante o estagio néo proliferativo.

CHARRON & SIBLEY (2002) ao analisar lipidios em Toxoplasma gondii,
durante o processo de replicacdo dentro da célula hospedeira, observaram que o parasito é
capaz de mobilizar e selecionar lipidios neutros de varios compartimentos celulares do
hospedeiro. Os lipidios selecionados sdo armazenados como reserva em CLs e sédo
importantes para a formacéo de lipidios mais complexos no parasito. Esses CLs estavam
associados com reticulo endoplasmatico e aparelho de Golgi, e parecem atuar como organelas
que participam da homeostase lipidica e fonte par a biogénese de membrana durante
crescimento e replicacdo do parasito na célula hospedeira.

Posteriormente, JACKSON et al. (2004) ao estudarem CLs em Plasmodium
falciparum, protozoério causador da maléria, demonstraram que durante o seu ciclo
eritrocitico ha formacdo de CLs que estdo associados com o vacuolo digestivo do parasito,
local de degradacédo de hemoglobina. Os autores sugerem que os lipidios neutros presente nos
CLs podem ser importantes no processo de detoxificacdo de mondmeros ou dimeros de
ferriprotoporfirina 1X (grupo heme), além de atuarem como organelas de reserva para blocos
de construcdo de lipidios para formacdo da membrana fosfolipidica durante o processo de
reproducdo. Estas estruturas lipidicas parecem ser importantes para a patogénese da doenga no
homem e parecem ser possiveis alvos para o tratamento malarico.

RAMOS et al. (2009) demonstraram a presenca de CLs distribuidos no citoplasma
do protozoario da espécie L. (V.) shawi em diferentes fases do crescimento. Nesse estudo foi
observado um actimulo de CLs no parasito durante a fase estacionaria, sugerindo que esse
acumulo é essencial para multiplicacdo e interacdo do parasito com a célula hospedeira.

Porém, sua importancia para a infectividade do parasito ainda néo esté esclarecida.
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Desta forma, estes estudos demonstram que infecgdes por patégenos intracelulares
induzem a formacgdo de novos CLs ou 0 aumento do seu didmetro no hospedeiro, e
consequentemente aumento da producdo de PGE;, que favorece a célula hospedeira infectada.
Porém, também deixa evidente que os patdgenos sao capazes de obter precursores lipidicos do
meio em que se encontram, seja in vitro ou in vivo, para utiliza-los como fonte de energia ou
na sintese da membrana lipidica durante as fases de replicacdo ativa ou reproducdo (WENK,
2006). Patégenos intracelulares podem utilizar os CLs para beneficio proprio ou induzir sua
formacgédo na célula hospedeira como sinalizacdo de um estado infeccioso, levando a sua
destruicdo (figura 7). Quanto a espécie L. (V.) braziliensis, ndo h& estudos na literatura que
comprovem de que maneira 0 protozoario pode utilizar os CLs da célula hospedeira, nem

como tais estruturas podem ser importantes para 0 metabolismo do préprio parasito.
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Figura 7: Representacdo esquemética da formacdo de CLs mediada por patdgenos intracelulares,
translocagdo de CLs para fagossomos e possiveis consequéncias da interacdo de CLs e patdgenos. Fonte:
MELO & DVORAK, 2012 (modificada).
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2. JUSTIFICATIVA

As leishmanioses sdo zoonoses consideradas pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) como uma das seis principais endemias, infectando cerca de dois milhGes de pessoas
no mundo. A LTA continua sendo um problema de saude relevante no Brasil. No ano 2010, as
regides Sudeste e Nordeste apresentaram um indice elevado de novos casos registrados,
aumentando em aproximadamente 34% e 23%, respectivamente (BRASIL, 2011). O perfil da
doenca no pais estd mudando, de uma zoonose transmitida acidentalmente ao homem, para
uma doenca de interface rural-urbana devido a expansdo humana para areas endémicas
florestais (CHAGAS et al.,, 2006). Na regido Norte a grande incidéncia dos casos vém
ocorrendo devido ao processo de exploracdo predatéria e desmatamento da Amazodnia,
facilitando a disseminacédo do vetor da doenca.

Mesmo diante da grande distribuicdo mundial, o tratamento das leishmanioses
ainda é limitado devido a fatores como: reacdes adversas dos pacientes as drogas utilizadas,
resisténcia ao tratamento adquirida pelos parasitos com o passar dos anos, diversidade de
espécies patogénicas ao homem e resposta imunoldgica de cada individuo. Por estes motivos,
é preponderante a identificacdo de novos alvos terapéuticos que atinjam vias metabolicas
especificas e que sejam diferentes do hospedeiro vertebrado, que sejam fundamentais para sua
infectividade, na tentativa de obter novos métodos alternativos para tratamento.

Devido a existéncia de uma multiplicidade de cepas causadoras da LTA (cutanea e
mucocutanea) por L. (V.) braziliensis, uma das principais espécies causadoras da doenga no
estado do Pard, torna-se importante a busca do conhecimento de aspectos basicos do
metabolismo desse parasito, como o metabolismo lipidico dessas espécies, na tentativa de
caracterizar componentes fundamentais para seu desenvolvimento e sobrevivéncia no
hospedeiro vertebrado. Estes dados sdo fundamentais para a identificacdo futura de possiveis

alvos para intervencgdo de drogas terapéuticas.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Analisar a distribuicdo de corpos lipidicos e o perfil de lipidios totais presentes em
cepas de L. (V.) braziliensis obtidas de diferentes casos clinicos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e ldentificar e quantificar a distribuicdo de corpos lipidicos nas cepas que causam
LCL e LMC da espécie L. (V.) braziliensis, nas fases estacionaria inicial e tardia;
e Analisar a composicdo lipidica total das diferentes cepas que causam LCL e LMC

da espécie L. (V.) braziliensis obtidas nas fases estacionaria inicial e tardia.



21

4. MATERIAL E METODOS

4.1. CULTIVO E MANUTENCAO DO PARASITO

No presente trabalho foram utilizadas cepas da espécie L. (V.) braziliensis
responsavel 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; Acido pirtvico 0,0125
M; Penicilina/Estreptomicina 5 mM) em estufa B. O. D. (Biochemical Oxigen Demand)
Quimis® & 27 °C. Para todos os experimentos realizados, foram utilizadas promastigotas das
diferentes cepas nas fases estacionaria inicial (EST-I), que corresponde ao 7° dia do

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

4.2.  ANALISE ULTRAESTRUTURAL DO PARASITO

Para anélise ultraestrutural, os protozoarios foram lavados em PBS pH 7.2 e
fixados em uma solucdo contendo 2,5% de glutaraldeido tipo Il (70%), 4% de
paraformaldeido e 2,5% de sacarose, em tampéo cacodilato de sodio 0.1 M, pH 7.2. Apéds a
fixacdo, as células foram lavadas trés vezes em tampéo cacodilato 0.1 M e posteriormente
incubadas em solucdo contendo: tetroxido de 6smio 1%, ferrocianeto de potassio 0,8% por 30
minutos, a temperatura ambiente. As células foram lavadas trés vezes em tampéo cacodilato
0.1 M, durante dez minutos cada, e entdo desidratadas em 50%, 70%, 90% e trés vezes em
100%, por dez minutos cada série crescente de acetona durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Apos a desidratacdo, as celulas foram lentamente infiltradas em resina Epon® nas
seguintes concentragdes: 2:1, 1:1 e 1:2 (acetona 100%: Epon® - 12 horas em cada etapa). A
seguir o material foi incluido em Epon® puro por 6 horas e depois em suporte para
polimerizagdo a 60 °C por 48 horas. Os blocos polimerizados foram cortados em
ultramicrétomo (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 eletrénica de transmissdo (MET) LEO 906
E.
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4.3. IDENTIFICACAO E ANALISE DA DISTRIBUICAO DE CORPOS LIPIDICOS DO
PARASITO

4.3.1. Citoquimica pelo método 6smio-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. Apos a fixacéo, as células foram lavadas uma vez
em tampédo cacodilato 0.1 M, pH 7.2 e uma vez em tampéo imidazol 0.1 M, pH 7.5.
Posteriormente, foi realizada a p6s-fixagdo em tetréxido de 6smio a 2% em tampdo imidazol
0.1 M, por 30 minutos a temperatura ambiente, protegido da luz. O complexo 6smio-imidazol
formado possui alta afinidade por ligacGes duplas, interagindo facilmente com moléculas de
acidos graxos insaturados (SOARES, 2007). Foi realizada duas lavagens em tampéo imidazol
0.1 M, e entdo desidratadas em 50%, 70%, 90% e trés vezes em 100%, cada série crescente de
acetona durante 10 minutos a temperatura ambiente. Apos a desidratacdo, as células foram
lentamente infiltradas em resina Epon® nas seguintes concentracdes: 2:1, 1:1 e 1:2 (acetona
100%: Epon® - 12 horas em cada etapa). A seguir o material foi incluido em Epon® puro por
6 horas e depois em suporte para polimerizacdo a 60 °C por 48 horas. Os blocos
polimerizados foram cortados em ultramicrétomo (Leica EM UC6) e os cortes ultrafinos
obtidos foram observados por MET LEO 906 E, sem prévia contrastacdo, ou contrastados em
apenas 1 minuto com citrato de chumbo (ANGERMULLER & FAHIMI, 1982).

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

O Bodipy® 493/503 € um fluordforo lipofilico utilizado para identificacdo de
lipidios neutros (lipidios de reserva) presentes em grandes quantidades em CLs intracelulares,
e € mais especifico para andlise dessas estruturas por citometria de fluxo (GOCZE &
FREEMAN, 1994). Para quantificacdo de CLs de cada amostra, promastigotas foram obtidas
da cultura e lavadas em PBS, pH 7.2. 2 x 10° parasitos foram utilizados e incubados com
Bodipy® 493/503 (Molecular Probes Invitrogen®) na concentracdo de 10 pg/ml em PBS, por
20 minutos, protegido da luz. Apds a incubacdo, foi realizada lavagem em PBS, seguida de
leitura em citbmetro de fluxo BD FACSCanto IlI. Para confirmar a viabilidade dos
protozoarios, independentemente, cada amostra foi incubada por 15 minutos com lodeto de
Propidio (IP) na concentracdo de 10 pg/mL. O IP é um composto que se liga as cadeias de

DNA, mas ndo consegue atravessar uma membrana citoplasmatica viavel, portanto, é
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incorporado apenas por células mortas. Apds a incubacdo, foi realizada lavagem das células
em PBS e leitura em citdmetro de fluxo. A analise dos dados obtidos foi realizada com o
programa WinMDI 2.9. Os dados da media de intensidade de fluorescéncia foram analisados

estatisticamente.

4.4.  ANALISE DA COMPOSICAO LIPIDICA POR HPTLC DOS PARASITOS

Os parasitos foram obtidos de cultura como descrito no item 4.1. Apds lavagem
em PBS e contagem em camara de neubauer, 2 x 10° de parasitos de cada amostra foram
fixados em 1 mL de metanol absoluto e armazenados a - 20° C. No Instituto de Bioquimica
Médica da UFRJ, os parasitos fixados foram submetidos a extracdo de lipidios totais
utilizando metanol:cloroférmio:agua destilada (2:1:0,8 v/v) por 1 hora, como descrito por
BLIGH & DYER (1959). As amostras foram submetidas a centrifugacdo por 20 minutos, a
3000 rpm. O sobrenadante, contendo ainda lipidios, foi separado e nele foi adicionado &gua
destilada:cloroférmio (1:1). Apds agitacdo por 20 segundos, o material foi centrifugado por 30
minutos, a 3000 rpm. A fase lipidica foi separada e o solvente evaporado por fluxo de N, Os
lipidios extraidos de cada amostra foram dissolvidos em cloroférmio e foi aplicado em placas
de silica para cromatografia em camada delgada de alta resolu¢do (HPTLC — high perfomance
thin layer chromatography) para lipidios neutros. Em uma camara de eluicdo de vidro, a placa
contendo os lipidios aplicados foi submetida a duas etapas de corrida para lipidios neutros, a
primeira foi utilizado o conjunto de solventes n-hexano:éter dietilico:acido acético (60:40:1)
até metade da placa, e a segunda com n-hexano:cloroférmio:acido acético (80:20:1). Apds
secagem, as placas foram reveladas com vapor de iodo e digitalizadas para a andlise
densitométrica. Os dados obtidos a partir da densitometria foram analisados estatisticamente.

4.5. ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios foram realizados em triplicata e a anélise estatistica dos dados obtidos
por HPTLC e pela intensidade média de fluorescéncia por citometria de fluxo foi realizada
com o programa GraphPad Prism Versdo 5.0, utilizando a andlise de variancia (ANOVA) ou

teste-t de Student, com nivel de significancia p < 0,05.
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5. RESULTADOS

51.  ANALISE ULTRAESTRUTURAL DO PARASITO

A andlise ultraestrutural por MET de promastigotas de ambas as cepas de L. (V.)
braziliensis, nas fases EST-I e EST-T, permitiu identificar a morfologia tipica do parasito e
suas estruturas fundamentais de sobrevivéncia e metabolismo. Foi possivel observar nucleo
bem definido, cinetoplasto proximo a bolsa flagelar, de onde emerge o flagelo livre.

Nas promastigotas da cepa responsavel pela LCL (figura 8A e 8B) e LMC (figura
8C e 8D), durante as fases EST-1 e EST-T, , além da visualizacdo das estruturas basicas para o
parasito, também foi observado estruturas semelhantes a CLs, que aparecem como estruturas
circulares, com matriz homogénea, geralmente eletrolucente e ndo sdo 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 responsavel pela LCL na fase EST-1 (A) presenca de estruturas caracteristicas de
CLs (*) e acidocalcissomo (AC), com material elétron denso no seu interior (seta); Durante a fase EST-T (B)
houve aparentemente pouca presenca de CLs. Notar na cepa responsavel pela LMC na fase EST-I (C) estruturas
semelhantes a CLs (setas); e na fase EST-T (D), tais estruturas (setas) presente, aparentemente, em maior
quantidade. N: ndcleo; C: cinetoplasto; BF: bolsa flagelar; F: flagelo; V: vactolos. Barras: (A-D): 1um.
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5.2.  IDENTIFICACAO E ANALISE DA DISTRIBUICAO DE CORPOS LIPIDICOS DO
PARASITO

5.2.1. Citogquimica pelo método 6smio-imidazol

A analise citoquimica para detec¢do de CLs por MET de promastigotas de L. (V.)
braziliensis, permitiu confirmar a presenca de corpos lipidicos no protozoario como estruturas
circulares, com material eletrodenso, distribuidas no citoplasma do parasito. Foi possivel
observar a presenca 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-1 (figura 9C) e EST-T
(figura 9D).
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Figura 9: Identificacéo citoquimica ultraestrutural de CLs pelo método 6smio-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 presenca de CLs, como estruturas elétrondensas distribuidas por todo o protozoério (setas
grandes), e ainda, estruturas semelhantes a acidocalcissomo (setas finas), assim como na fase EST-T (B). (C) Nas
promastigotas de LMC na fase EST-1 (C), notar presenca de CLs distribuidos no citoplasma da célula (setas),
assim como nas promastigotas da fase EST-T (D). N: nlcleo; C: cinetoplasto; BF: bolsa flagelar; F: flagelo.
Barras: (A) 1um; (B-D) 2um.
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5.2.2. Quantificacdo de CLs por citometria de fluxo

Para quantificar a producdo de CLs nos parasitos estudados foi realizada a técnica
de citometria de fluxo, pela qual foi possivel 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
deteccdo 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 deteccdo de células contendo CLs,
respectivamente (figura 10B). Contudo, a partir da analise da intensidade média de
fluorescéncia, foi observado que parasito da cepa LMC da fase EST-T tiveram
significativamente a maior média de intensidade de fluorescéncia quando comparado com a
fase EST-1 e com parasitos da cepa LCL, em ambas as fases do crescimento. Entre as fases do
crescimento estudadas nos parasitos da cepa LCL, ndo foi observada variacdes significativas
na intensidade média de fluorescéncia (figura 11). Isto nos indica que h& maior deteccdo 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 viaveis em ambas as fases do
crescimento, sem emisséo significante de fluorescéncia vermelha pelo IP, com viabilidade
maior que 87% (figura 10C e 10D).
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Figura 10: Histogramas representando a captacdo 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-1 do crescimento marcadas com Bodipy® 493/503 sem diferenca de captacdo
entre as cepas, e controle sem marcacdo (histograma cinza). (B) Promastigotas das cepas LCL e LMC na fase
EST-T marcadas com Bodipy® 493/503, com grande captacdo do fluor6foro por parasitos da cepa LMC, que
indica maior quantidade de CLs distribuidos no seu citoplasma. Os parasitos de ambas as cepas, nas fases EST-I
(C) e EST-T (D) se mostraram viaveis, pois ndo houve emissao significativa da fluorescéncia vermelha pelo IP,
sendo a porcentagem de detec¢do de 7,57% para LCL EST-1, 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 fluorescéncia 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 fluorescéncia quando comparado com a fase EST-I e com
parasitos da cepa LCL. A cepa LCL nédo obteve diferenca significativa entre as fases de crescimento estudadas.
Teste utilizado: Teste t de Student. (*) p < 0,05 significativo; (**) p < 0,01 nivel de significancia alto; (***) p <
0,001 bastante significativo.
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5.3. ANALISE DO PERFIL LIPIDICO DOS PARASITOS

A analise da composicéo de lipidios totais de L. (V.) braziliensis mostrou que 0s
parasitos estudados apresentam além de fosfolipidios, uma variedade de lipidios neutros
associados, como esterol, esterol esterificado, triglicerideos e 4&cidos graxos. Parasitos
responsaveis pela LCL na fase EST-T aumentam significativamente a quantidade de lipidios
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 esterOis e esterol esterificado,
enquanto que a quantidade de triglicerideos, acidos graxos e fosfolipidios é reduzida quando

comparados com a fase EST-1 (figura 12B).
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Figura 12: Gréfico demonstrando a distribuicéo de lipidios totais em promastigotas de L. (V.) braziliensis
responsaveis pela LCL e LMC nas fases EST-1 e EST-T. (A) Nos parasitos da cepa LCL, observar o aumento
significativo dos lipidios identificados na fase EST-T. (B) Nos parasitos da cepa LMC, notar aumento
significativo de esterol esterificado e esterois, e redugdo significativa de TG, AG e FL na fase EST-T. Teste
utilizado: teste t de Student. (*)p < 0,05 significativo; (**) p < 0,01 nivel de significancia alto; (***) p < 0,001
bastante significativo. EE: esterol esterificado; TG: triglicerideos; AG: acidos graxos; ES: esterol; FL.:
fosfolipidios.
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Comparando os dados da composicdo de lipidios 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. Nao houve diferenca 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 lipidios identificados na analise,

quando comparado com a cepa LMC (figura 13B).
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Figura 13: Gréafico demonstrando a distribuicdo de lipidios totais em promastigotas de L. (V.) braziliensis
responsaveis pela LCL e LMC nas fases EST-1 e EST-T. (A) Na fase EST-I, notar que ndo ha diferenca
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 lipidios identificados na analise. Teste utilizado: teste
t de Student. (*)p < 0,05 significativo; (**) p < 0,01 nivel de significAncia alto; (***) p < 0,001 bastante
significativo. EE: esterol esterificado; TG: triglicerideos; AG: acidos graxos; ES: esterol; FL: fosfolipidios.
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6. DISCUSSAO

Nos ultimos dez anos 0 numero de casos relatados de pacientes com LTA no
Brasil, principalmente na regido amazonica, aumentou consideravelmente. Essa
antropozoonose possui uma diversidade de agentes, reservatorios e vetores que apresentam
diferentes padrbes de transmissdo. Além disso, o conhecimento a cerca do processo de
interacdo do parasito com a célula hospedeira que ocorre nessa patologia ainda é limitado
(BRASIL, 2007; REITHINGER et al., 2007).

Com o avangco no campo da biologia celular, diferentes ferramentas foram
desenvolvidas e utilizadas para a analise de diferentes aspectos relacionados aos vetores,
hospedeiros e aos parasitos. Métodos citoquimicos e imunocitoquimicos associados a
microscopia eletrénica de transmissao sdo utilizados para localizacdo de proteinas bésicas,
DNA, ribonucleotideos, carboidratos, lipidios e outras moléculas nos varios tipos celulares,
inclusive em protozoarios (CAVALCANTI et al., 2008).

Diversos estudos ja foram realizados para determinar processos biogquimicos e
moleculares da leishmania e varias moléculas associadas aos processos patogénicos ja foram
caracterizadas, como o LPG, glicoconjugados como o glicofosfatidilinositol (GPI) e proteinas
ancoradas via GPIl, como a gp63, que possuem papel importante durante o processo de
interacdo (BRITTINGHAM et al., 1995; DESCOTEAUX & TURCO, 1999; YONEYAMA et
al., 2006). Estes estudos podem fornecer novos alvos quimioterapicos a partir do bloqueio
seletivo de suas funcdes no ciclo de vida e na interacdo parasito-hospedeiro (REBELLO et al.,
2009). Porém, com a espécie L. (V.) braziliensis poucos estudos experimentais foram
desenvolvidos devido a dificuldade de obtencdo de formas promastigotas metaciclicas, a
necessidade de condicGes especiais para manutencdo deste parasito em cultivo e, além disso, a
maioria das linhagens de camundongos utilizados como modelos experimentais mostra-se
resistente a infeccdo por essa espécie de leishmania, mesmo quando ha a inoculagdo de um
grande namero de parasitos (PASSERO et al., 2011).

Lipidios sdo moléculas importantes, pois estdo envolvidos na formagdo das
membranas celulares, reserva de energia e desempenham importante papel na modificacéo
pos-transducional que regula a localizagcdo e funcdo de varias proteinas (MAZUMDAR &
STRIEPEN, 2007). Essas moléculas t¢ém sido objeto de estudos em protozoarios do género
Leishmania, por conferir resisténcia as drogas utilizadas para tratamento. A via biossintética

dos esterdis esta dentre os alvos terapéuticos da leishmania, pois o ergosterol, produto final
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sintetizado nessa via, pode ser inibido por enzimas proprias do parasito que ndo existem nas
células de mamiferos (CHAWLA & MADHUBALA, 2010).

O presente trabalho permitiu caracterizar e avaliar a distribuicdo de lipidios em
cepas de L. (V.) braziliensis que causam diferentes manifestacdes clinicas da LTA e ainda
quantificar a distribuicdo de CLs entre os parasitos durante a fase estacionéria do crescimento
in vitro que é o periodo de maior infectividade do parasito.

Os dados mostraram que a cepa LCL aumentou significativamente a quantidade
de lipidios totais ao passar para a fase estacionaria tardia de crescimento. Isso indica que esta
cepa parece necessitar de grande quantidade de lipidios para seu metabolismo durante a fase
infectiva. O metabolismo lipidico € importante para viruléncia, crescimento, replicacdo e
diferenciacdo de espécies de leishmania no hospedeiro (ZUFFEREY & MAMOUN, 2005).
Lipidios neutros como esterol esterificado, esterois e triglicerideos séo fontes de acidos graxos
em tripanossomatideos (DIXON & WILLIAMSON, 1970; FLORIN-CHRISTENSEN et al.,
1997). RAMOS et al. (2009) observaram durante a fase estacionaria de crescimento que
promastigotas de L. (V.) shawi acumulam triglicerideos, &cidos graxos, esterol esterificado,
esterdis e fosfolipidios, e sugerem que esses lipidios podem ser necessarios para multiplicacdo
e interacdo do parasito com a célula do hospedeiro, além de manter as promastigotas
infectantes e metabolicamente ativas até sua penetracdo no macroéfago.

Segundo FARIAS et al. (2013), na fase estacionaria tardia a cepa LCL é mais
infectiva que a cepa LMC. Este dado justifica a presenca de grande quantidade de lipidios
totais identificado na cepa LCL durante essa fase, quando comparado com a cepa LMC. Para
a cepa LCL, esses lipidios devem ser fundamentais para sua infectividade, podendo ser
importantes na constituicdo de blocos de membrana, como glicoconjugados associados a
subdominios de membrana, que favorecem o rapido reconhecimento e fagocitose pela célula
hospedeira. A cepa LMC, menos infectiva, aparenta ter um metabolismo lipidico
diferenciado. Durante a fase estacionaria tardia parecem consumir triglicerideos e acidos
graxos, e aumentam a quantidade de esterol esterificado e esterdis no parasito. Alem disso, a
quantidade de fosfolipidios também é reduzida.

Estudos com L. (V.) braziliensis mostraram que glicoconjugados, ancoras de GPI
associados com subdominios lipidicos presentes na membrana celular, s&o ricos em colesterol
e esfingolipidios (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 a

cepa LMC, resulta em um menor processo inflamatorio.
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Como descrito anteriormente, tripanossomatideos armazenam ésteres de esterol,
esterdis e triglicerideos, como fonte de reserva endogena de energia, que se acumulam no
citoplasma na forma de CLs. Estudos recentes mostraram que os CLs sdo organelas que
podem contribuir para a infectividade dos parasitos. A distribuicdo e a importancia de CLs em
parasitos da espécie L. (V.) braziliensis ainda ndo esta totalmente esclarecida.

No presente estudo foi possivel observar pela anélise ultraestrutural dos
protozoarios nas diferentes fases de crescimento, a presenca de CLs no citoplasma das
promastigotas nas duas cepas de L. (V) braziliensis. Estes resultados foram confirmados pela
andlise citoquimica pelo método dsmio-imidazol e sugere que este protozoario acumula no
seu citoplasma lipidios que podem ser utilizados como fonte energética enddgena ou como
precursores de lipidios mais complexos.

Os dados obtidos por citometria de fluxo permitiram analisar comparativamente a
distribuicdo de CLs presentes no citoplasma das diferentes cepas. Nas promastigotas da cepa
LCL ndo houve diferenca significativa na presenca de CLs no citoplasma entres as fases
estudadas. Porém, nas promastigotas da cepa LMC foi observado grande acimulo de CLs
durante a fase estacionéaria tardia. RAMOS et al. (2009) mostraram que as promastigotas de L.
(V.) shawi apresentaram grande numero de CLs na fase estacionaria quando comparado com
a fase logaritmica, que podem ser importantes para interacdo do parasito com a célula do
hospedeiro.

Pacientes infectados pela cepa LMC apresentam uma exacerbada resposta
inflamatéria quando comparado com a cepa LCL. De acordo com ARAUJO et al. (2011) o
aumento de CLs em protozoarios da espécie L. (L.) chagasi durante seu crescimento in vitro
esta relacionado com sintese e liberacdo de prostaglandinas, moléculas relacionadas com o
processo inflamatorio. Os autores sugerem novas funcdes para esta organela no metabolismo
celular da leishmania, com possiveis implicacdes na interacdo com o hospedeiro. Desta forma,
0 aumento de CLs nas promastigotas da cepa LMC pode estar associado a severa forma
clinica, caracterizada pela exacerbada resposta imune celular.

Infeccdo pelo protozoario L. (L.) amazonensis induzem aumento da producdo de
CLs e PGE; em macrofagos de camundongos (PINHEIRO et al. 2009). Parasitos da cepa
LMC também podem apresentar maior resposta inflamatoria porque além de apresentar maior
quantidade de CLs, e teoricamente maior quantidade de PGE,, podem ser capazes de induzir
aumento dessas estruturas e moléculas em macrofagos do hospedeiro. CLs e PGE, presentes
no parasito e no fagocito do hospedeiro podem atuar em sinergia resultando em uma

manifestacdo clinica mais severa.
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Outra hipdtese sugerida que pode explicar a grande presenga de CLs na cepa LMC
esta relacionada com a exposicdo de fosfatidilserina (FS). A translocacdo da FS para a
superficie externa da membrana plasmatica é considerada o principal marcador bioquimico
durante o processo de apoptose inicial em células eucarioticas. Esse fosfolipidio estimula a
atividade fagocitica de macrofagos, inibindo sua a reacdo inflamatoria. Em células
fisiologicamente normais, a exposic¢éo da FS na superficie externa da membrana plasmatica é
regulada por sistemas enzimaticos dependentes de energia, na qual a translocacdo out-to-in é
realizada pela atividade de uma transferase dependente de ATP que impede a exposic¢do do
fosfolipidio (SCHUFFER et al., 2009). Durante a fase estaciondria, a espécie L. tropica é
capaz de aumentar a exposicdo de FS na superficie externa, devido a reducdo da atividade da
transferase responsavel pela translocacao out-to-in, regulando sua infectividade (TRIPATHI &
GUPTA, 2003).

A maior infectividade da cepa LCL durante a fase estacionéria tardia foi verificada
pela maior exposicdo 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 endégena. Nesse estudo o contetdo lipidico
presente nos CLs ndo pode ser caracterizado, porém a partir da analise de composicdo de
lipidios totais do parasito, pode-se supor que houve consumo de triglicerideos e acidos graxos
por parasitos da cepa LMC quando analisado o perfil lipidico total da fase EST-I para a fase
EST-T, o que pode caracterizar gasto energético.

Contudo, mais estudos sdo necessarios para confirmar a importancia dos CLs para
protozoarios do género Leishmania, bem como sua importanca para a infectividade ou seu
envolvimento na resposta imunoldgica pelo hospedeiro, e consequentemente, manifestacdo
clinica.

Este estudo, portanto, permitiu observar caracteristicas importantes que ajudam
diferenciar formas promastigotas de cepas de L. (V.) braziliensis isoladas de diferentes
manifestacdes clinicas e obtidas em diferentes dias de cultivo in vitro. Estudos acerca da
estrutura e funcéo de CLs, além de outras estruturas citoplasmaticas em protozoarios parasitos
da espécie, sdo importantes para obtencdo de conhecimento sobre a fisiologia do parasito, no
intuito de identificar possiveis alvos terapéuticas, além de fornecer uma possivel correlacéo da

distribuicdo destas estruturas com os diferentes comportamentos clinicos da doenga.
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7. CONCLUSOES

Os resultados apresentados e discutidos permitem concluir que:

e Parasitos da espécie L. (V.) braziliensis que causam LCL apresentam
grande quantidade de lipidios totais durante a fase estacionéria tardia;

e Nao houve diferenca na distribuicéo de corpos lipidicos na cepa LCL entre
a fase estacionaria inicial e tardia do crescimento;

e Parasitos da espécie L. (V.) braziliensis que causam LMC parecem
consumir triglicerideos e acidos graxos e acumular ésteres de esterol e
esterdis, mostrando um metabolismo lipidico diferenciado que pode estar
relacionado com a sua forma clinica;

e Durante a fase estaciondria tardia, parasitos da cepa LMC tiveram
significativamente aumento da producdo de corpos lipidicos, estruturas
conhecidas como sitios de producédo de eicosanoides, o que também pode

ser correlacionado com a forma clinica apresentado por essa cepa.
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8. PARTICIPACAO EM EVENTOS

= Setembro 2011: Participagdo 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 Iguacu/PR.
Trabalho apresentado: Lipid droplets identification in Leishmania (Viannia)

braziliensis promastigotes caused of mucosal leishmaniasis (ANEXO ).

= Novembro 2011: Participacdo no Il Encontro Anual do Instituto Nacional de Ciéncia
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 I1).

= Dezembro 2011: Participacdo no Simpdsio de Biologia Celular de Patégenos,
oferecido pelo Programa de P6s-Graduacdo em Neurociéncias e Biologia Celular na
UFPA, em Belém/PA.
Apresentacdo oral: Analise de corpos lipidicos em duas cepas de Leishmania

(Viannia) braziliensis em diferentes dias de cultivo in vitro (ANEXO II1).

= Julho 2012: Participacdo no 10" 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 1V).

9. MESTRADO SANDUICHE

Mestrado sanduiche realizado no Laboratorio de Ultraestrutura Celular Hertha
Meyer, do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, no periodo de 17 de outubro a 17 de novembro de 2011, através do PROCAD
NF21/20009.
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ANEXO |

PARTICIPACAO EM EVENTOS

g CGERITIFICATE

was presented during the XXVII Annual Meeting of the Brazilian Society of Protozoology /
XXXVIII Annual Meeting on Basic Research in Chagas’ Disease in Foz do Iguagu, Parana,
Brasil, from September 19" to 21, 2011.

Angela Kaysel Cruz M Carolina Elias

President Secretary

& CERMEIEICANEE

AMANDA ANASTACIA PINTO HAGE

Registration - 21 participated in the XXVII Annual Meeting of the Brazilian
Society of Protozoology / XXXVIII Annual Meeting on Basic Research in
Chagas’ Disease in Foz do Iguagu — Parana - Brasil, from September 19" to
21%. 201,

Angela Kaysel Cruz M Carolina Elias

President Secretary
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