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Figura 1: Estrutura bioquímica básica da molécula LPG. Gal = Galactose, Galf = Galactofuranose, Man = 
Manose, Glc = glicose, GlcN = N-acetil glicosamina e Inos = Inositol adaptado de (Descoteaux and Turco, 
1999). 
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marcador de peso molecular de 100-bp; 2, Cepa de referência de L. amazonensis (La) (IFLA/BR/75/PH8); 3, 

Cepa de referência de L. infantum (Li) (MHOM/BR/74/PP75); 4, Cepa de referência de L. braziliensis (Lb) 

(MHOM/BR/75/2903); 5, Cepa de referência de L. guyanensis (Lg) (MHOM/BR/75/M4147); 6, Cepa de lesão 

típica de L. braziliensis (M2903); 7, Isolado de lesão típica (RR051); 8, Isolado de lesão típica (RR418 com 

perfil atípico); 9, Isolado de uma lesão atípica (RR410 com perfil atípico); 10, Cepa isolada de lesão 

mucocutânea (M15991) e 11, Cepa isolada do vetor (M8401).
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Figura 3: Reatividade dos LPGs purificados (10 µg) das cepas/isolados de L. braziliensis (M2903, RR051, 
RR418, RR410, M15991 e M8401) em presença do anticorpo CA7AE (1:1000). Controle positivo: LPG de L. 
infantum (cepa Ba262). 
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Figura 4: Produção de óxido nítrico (NO) e citocinas (IL-6, IL-12 e TNF-α) por macrófagos murinos 
estimulados por LPGs (10 µg/mL) de diferentes cepas/isolados de L. braziliensis. (A), NO; (B), IL-6; (C), IL-12 
and (D), TNF-α. C = controle negativo (meio); LPS (100 ng/mL, controle positivo). M2903, RR051e RR418 = 
LPGs de L. braziliensis isolados de cepas de lesões típicas; RR410 = LPG de L. braziliensis isolado de cepa de 
lesão atípica; M15991 = LPG isolado de cepa de lesão mucocutanea; M8401 = LPG isolado de cepa de vetor. Os 
resultados são representativos de 3 experimentos em duplicata. Os asteriscos indicam diferenças estatisticamente 
significativas (P < 0,05). 
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Figura 5: Cromatografia em camada fina de unidades repetitivas marcadas com [6-3H] galactose de LPGs de 
diferentes cepas/isolados de L. braziliensis. A, unidades repetitivas do LPG da cepa de lesão típica (M2903); B, 
unidades repetitivas do LPG da cepa de lesão típica (RR051); C, unidades repetitivas do LPG da cepa de lesão 
muco-cutânea (M15991). Legenda: Gal, galactose; Man, manose; Hex, hexose. 
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5.5 Infectividade em macrófagos der ivados da medula óssea  
 

Os macrófagos extraídos da medula óssea de camundongos C57BL/6 foram infectados 

durante 2 horas com as cepas/isolados de L. braziliensis a cepa controle de L. donovani (LV9) 

a fim de se calcular o índice de infectividade (%). Foi observado um perfil variável de 

infecção entre as cepas, porém semelhante ao controle de L. donovani (P >0,05) (Figura 6). 

As cepas M2903, M15991 e M8401 foram mais infectivas que o isolado RR410 (P < 0.05). A 

única cepa que foi mais infectiva que o controle (LV9) for a cepa de vetor (P < 0,05).  

 
 
Figura 6: Índice de infectividade (%) de diferentes cepas/isolados de L. braziliensis após duas horas de infecção. 
Os resultados são representativos de 3 experimentos em duplicata. Os asteriscos indicam diferenças 
estatisticamente significativas (P < 0,05). 
 
5.6 Recrutamento de LAMP-1 em par tículas de zimosan cober tas com LPG 
 

Para avaliar o recrutamento de LAMP-1 nos fagossomos, macrófagos medulares 

foram incubados com partículas de zimosan + LPGs purificados de diferentes cepas/isolados 

de L. braziliensis durante 10 minutos e 2 horas. As imagens (Figura 7A e 7B) são apenas 

ilustrativas e sua análise final está representada sob a forma de gráficos de barras (Figura 8). 

Não foram observadas diferenças significativas no recrutamente de LAMP-1 em nenhum dos 

dois tempos analisados (Figura 8). As análises estatísticas foram realizadas através do teste 

one-way ANOVA utilizando dados paramétricos pelo Software GraphPad Prism 6.0. Os 
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valores a de P a partir <0,05 foram considerado estatisticamente significativo. Todos os dados 

são apresentados como média ± SEM (Figura 8). 

 

 

 
Figura 7: Efeito do zimozan + LPG de diferentes cepas/isolados de L. braziliensis no recrutamento de LAMP-1 
após 10 minutos (A) e duas horas (B) de fagocitose. Escala = 5 µM. 
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Figura 8: Recrutamento de LAMP-1 nos fagossomos de células expostas com partículas de zimosan cobertas 
com LPGs purificados de diferentes cepas/isolados de L.braziliensis a em diferentes tempos de fagocitose 10 
minutos (barras brancas) e 2 horas (barras cinzas). Os resultados são representativos de 3 experimentos em 
duplicata. 
 
5.7 Recrutamento de LAMP-1 nos fagossomos de macrófagos infectados com 
promastigotas de diferentes cepas/isolados de L. braziliensis 
 

Considerando que as moléculas de LPG purificadas não afetaram o recrutamento de 

LAMP-1, nosso próximo passo foi investigar o papel dos parasitos inteiros. As imagens 

(Figura 9A e 9B) são apenas ilustrativas e sua análise final está representada sob a forma de 

gráficos de barras (Figura 10). No tempo 2 horas, os parasitos (RR051 e M15991) 

apresentaram um maior recrutamento de LAMP-1 em relação ao controle negativo (LV9) (P 

<0,05, Figura 10). Conforme esperado, o controle positivo (zimosan) apresentou um maior 

recrutamento de LAMP-1 em ao controle negativo (LV9) e a cepa isolada de uma lesão 

atípica (RR410). Já em 24 horas, onde a infecção está estabelecida, algumas diferenças se 

tornaram mais evidentes. Os parasitos (RR051 e M8401) apresentaram um maior 

recrutamento de LAMP-1 comparado a LV9. Além disso, este recrutamento foi maior do que 

as cepas com perfil genético atípico (RR418 e RR410) (P < 0,05, Figura 10). 
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Figura 9: Efeito dos parasitos de diferentes cepas/isolados de L. braziliensis no recrutamento de LAMP-1 após 2 
(A) e 24 horas (B) de fagocitose. Escala = 5 µM. 
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Figura 10: Recrutamento de LAMP-1 nos fagossomos de células infectadas com parasitos de diferentes 
cepas/isolados de L. braziliensis em diferentes tempos de fagocitose (2 h, barras brancas) e 24 horas (barras 
cinzas). Zimosan, controle positivo e L. donovani (LV9, controle negativo). Os resultados são representativos de 
3 experimentos em duplicata. Os asteriscos indicam diferenças estatisticamente significativas (P < 0,05). 
 

5.8 Acidificação nos fagossomos de macrófagos infectados com cepas/isolados de 
L.braziliensis   
 

Visto que os parasitos inteiros apresentaram um recrutamento de LAMP-1 variável nas 

cepas/isolados de L. braziliensis resolvemos investigar o papel dos parasitos na acidificação 

nos fagossomos usando Lysotracker. As imagens (Figura 11A e 11B) são apenas ilustrativas e 

sua análise final está representada sob a forma de gráficos de barras (Figura 12). No tempo 2 

horas, a cepa atípica (RR410) acidificou mais do que as outras cepas/isolados (exceto a cepa 

M8401) e o controle negativo (LV9) (P < 0,05, Figura 12). No tempo 24 horas, a cepa muco-

cutânea (M15991) acidificou menos que todas as cepas/isolados de L. braziliensis, 

apresentando um perfil semelhante ao controle negativo (LV9) (P < 0,05, Figura 12). 
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Figura 11: Efeito dos parasitos de diferentes cepas/isolados de L. braziliensis mostrando a acidificação pelo 
Lysotracker após 2 (A) e 24 horas (B) de fagocitose. Escala = 5 µm. Legenda, parasitos (azul) acidificação com   
Lysotracker demonstrando a acidificação nos parasitos (vermelho)  
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Figura 12: Acidificação em fagossomos infectados com diferentes cepas/isolados de L. braziliensis em 
diferentes tempos de fagocitose (2 h, barras brancas) e 24 horas (barras cinzas). Zimosan, controle positivo e L. 
donovani (LV9, controle negativo). Os resultados são representativos de 3 experimentos em duplicata. Os 
asteriscos indicam diferenças estatisticamente significativas (P < 0,05). 
 

5.9. Expressão diferencial de glicoconjugados (LPG e GP63) 

Como foi observado nos parasitos inteiros uma expressão diferencial de LPG e GP63, 

nosso próximo passo foi avaliar quali-quantitativamente estes glicoconjugados pela técnica de 

western-blot após a lise dos parasitos. Nos controles foram utilizados parasitos de L. major 

(NIHSA2) e L. donovani (LV9). Podemos verificar uma expressão diferencial de LPG nas 

diferentes cepas/isolados (evidenciado pelos arrastes) nas cepas de L. major (NHISA2), L. 

donovani (LV9) e L. braziliensis (RR410) (Figura 13A). Os outros isolados apresentaram 

baixa expressão de LPG, uma vez que não foram vistos arrastes visíveis. Isto porquê o 

anticorpo CA7AE reconheceu inespecificamente algumas proteínas do lisado. Quando 

comparamos a expressão de LPG entre as diferentes cepas/isolados de L. braziliensis, 

observamos que a cepa de lesão atípica e perfil genético atípico RR410 expressou este 

glicoconjugado em maior quantidade (Figura 13A). Em relação a GP63, observamos uma 

expressão também variável deste glicoconjugado. Entretanto, não observamos uma correlação 

nítida entre a expressão desta protease com aquela de LPG. Além disso, não foi detectado 

uma correlação entre a GP63 e as formas clínicas (Figura 13B). Valle ressaltar que a cepa 
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M8401 (vetor) que apresentou alta expressão de GP63 em sua membrana, não foi detectada 

no western-blot. Isto pode ser devido às diferentes concentrações do anticorpo secundário 

utilizado nas duas técnicas. Entretanto, a atividade proteolítica desta GP63 foi detectada 

(Figura 13C), inclusive sendo maior que em outras cepas, confirmando que o seu 

reconhecimento pode ter sido prejudicado pelo aquecimento da amostra. Ainda em relação á 

atividade proteolítica, também não foi observada correlação entre a expressão e maior 

atividade. Por exemplo, cepas/isolados com baixa expressão (M2903 e RR051) apresentaram 

considerável atividade proteolítica quando comparadas à cepa controle de L. major (Figura 

13C). Finalmente, o normalizador aldolase confirma que foram aplicadas as mesmas 

concentrações de amostra em cada canaleta (Figura 13D). Ao verirficarmos a atividade 

proteolítica de de GP63 verificamos que a cepa controle L.major e a cepa isolada de uma 

lesão típica M2903 apresentaram os maiores níveis de atividade. Já as outras cepas não 

apresetaram níveis mais baixos de atividade de GP63 (Figura 13C). O gel de aldolase 

apresentou basicamente os mesmos quantidades de proteína para todas as cepas utilizadas 

(Figura-13D). 
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Figura 13: Expressão de LPG (A), GP63 (B) e atividade proteolítica (C) de diferentes cepas/isolados de L. 
braziliensis. Controles L.m-NIHSA2 (L. major), L. d -LV9 (L. donovani) e aldolase (D, normalizador). Isolados 
de Leishmania braziliensis L.b- M2903(cepa isolada de lesão típica), L.b-RR051 (cepa isolada de lesão típica), 
L.b-R418 (cepa isolada de lesão típica), L.b-RR410 (cepa isolada de lesão atípica), L.b-M15991 (cepa isolada de 
lesão mucocutanea) e L.b- M8401 (cepa isolada do vetor). 
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          6. Discussão 

 Vários fatores podem estar ligados aos diferentes níveis de virulência entre cepas de 

uma determinada espécies de Leishmania. No caso de L. braziliensis, esta espécie pode causar 

diferentes tipos de manifestações clínicas que vão desde lesões únicas e simples até formas 

atípicas ou graves como muco-cutânea (Guimarães et al., 2016b; Quaresma et al., 2018). 

Neste trabalho investigamos o papel de vários parâmetros que poderiam explicar estas 

diferenças na patogenia e virulência. 

Estudos da diversidade genética em L. braziliensis, assim como estudos 

populacionais, tem despertado o interesse de vários pesquisadores com o intuito de investigar 

associações entre as características genéticas deste parasito com a distribuição geográfica e 

manifestações clínicas da doença (Marco et al., 2015; Queiroz et al., 2012). Neste contexto, 

um estudo anterior de nosso grupo que foi recentemente publicado, caracterizou dentre várias 

cepas, algumas das utilizadas em nosso estudo (Quaresma et al., 2018). Neste trabalho, os 

fragmentos de todas as cepas do presente estudo foram sequenciados e as sequências obtidas 

tiveram identidade igual ou superior a 98% frente às sequências depositadas no GenBank para 

L. braziliensis (Quaresma et al., 2018). Inicialmente, para garantir a confiabilidade das 

cepas/isolados nesta dissertação fizemos uma tipagem por PCR-RFLP (Garcia et al., 2004), 

onde confirmamos os perfis genéticos típicos (com quatro bandas) e atípicos (com três 

bandas) (Quaresma et al., 2018). Este último, é resultado de um polimorfismo de base única 

(SNPs) na sequência do gene da HSP70 (heat shock protein) (Quaresma et al., 2018) (Figura 

2). Interessante observar que embora a cepa RR418 tenha um perfil atípico, a mesma foi 

isolada de uma lesão com aspecto típico, reforçando a ideia de que outros fatores além da 

genética, podem estar relacionados à manifestação clínica. Em conjunto, nossos dados 

corroboram com o estudo anterior (Quaresma et al., 2018) confirmando que todas as nossas 

cepas/isolados são L. braziliensis. 

Além dos aspectos genéticos, o papel de moléculas presentes na superficie do parasito 

(PAMPs) também pode afetar a resposta imune do hospedeiro (revisado por Assis et al., 

2012). Sabe-se já a algum tempo que fator de virulência multifuncional LPG é capaz de 

induzir citocinas e NO (Brittingham and Mosser, 1996), sendo que esta indução era mediada 

por MAPKs (Feng et al., 1999). Posteriomente, foi demontrado que o LPG de L. major era 

um potente agonista de TLR2 em células natural-killer (NK) e em macrófagos murinos  
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(Becker et al., 2003; de Veer et al., 2003). Esta ativação desencadeia a produção de TNF-α e 

IFN-γ via MyD88, sendo a integridade da âncora lipídica necessária. Confirmando estes 

resultados, a integridade da âncora lípidica do LPG de L. Infantum também foi necessária para 

a ativação de PPAR-γ  (Lima et al., 2017b). Uma resposta imune celular capaz de controlar a 

infecção por Leishmania é bastante dependente de IFN-γ, pois aumenta a resposta microbicida 

dos macrófagos através da indução da síntese de NO (Flandin et al., 2006; Mosser and 

Edwards, 2008). Em L. braziliensis, sabemos que o LPG desta cepa é capaz de ativar NO e 

outras citocinas via TLR4/TLR2 (Ibraim et al, 2013). Em nosso trabalho, observamos que os 

LPG das diferentes cepas/isolados apresentaram uma modulação variável de NO e citocinas 

em macrófagos murinos preferencialmente via TLR4. Esses resultados foram semelhantes aos 

observados para os LPGs de duas cepas de L. amazonensis (PH8 e Josefa), também 

dermotrópicas (Nogueira et al., 2016). Os LPGs oriundos de cepas/isolados com perfil 

genético atípico (RR418 e RR410) apresentaram uma maior produção de nitrito do aquelas 

com perfil típico (M2903, RR051 e M15991). Esse padrão foi similar também para IL-6 e 

TNF-α. Em relação ao LPG da cepa isolada do vetor (M8401, perfil genético típico), sua 

atividade pró-inflamatória foi muito alta sendo comparável ao do LPS. Nossos resultados 

confirmam os da literatura de que macrófagos primados são capazes de produzir NO em 

presença de LPG, e que essa produção é variável entre as espécies e cepas (Coelho-Finamore 

et al., 2011; Nogueira et al., 2016; Paranaíba et al., 2015; Proudfoot et al., 1996). Já a cepa 

isolada da lesão muco-cutânea (M15991) induziu uma produção muito baixa de NO e 

citocinas tendo uma resposta mais imunossupressora semelhante àquela desencadeada por 

LPGs de L. infantum e L. amazonensis (Ibraim et al., 2013; Nogueira et al., 2016). Esse baixo 

potencial pró-inflamatório presente na cepa muco-cutânea poderia ser devido à ausência do 

vírus LRV1 (Macedo et al., 2016), que é responsável por aumentar da virulência do parasito 

via TLR3 (Ives et al., 2011). Outros fatores que poderiam estar afetando a virulência das 

cepas poderiam estar relacionados à ecto-nucleotidases (Leite et al., 2012). Neste trabalho, foi 

observado que havia uma correlação entre a alta atividade destas enzimas com o aparecimento 

das lesões mais graves. Entretanto, a cepa utilizada em nosso estudo foi diferente e não 

sabemos como seria a sua atividade ecto-nucleásica. Além disso, IL-6 já foi descrita como um 

fator de risco para a leishmaniose muco-cutânea(Castellucci et al., 2012). Entretanto, o LPG 

desta cepa não foi capaz de desencadear a produção desta citocina sugerindo outras vias por 

outros fatores. IL-1β e IL-6 são citocinas pró-inflamatórias importantes agindo nas células 
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endoteliais aumentando o número de moléculas de adesão e migração de leucócitos para o 

local da inflamação. Além disso elas favorecem os danos nos tecidos aumentando a 

inflamação, atraindo e ativando neutrófilos (Boaventura et al., 2010; Castellucci et al., 2006; 

Mul et al., 2000; Sallusto et al., 2012).  Em nossos experimentos, não detectamos a indução 

de IL-1β pelos LPGs dos isolados estudados. Entretanto, vimos um perfil variável para a 

citocina IL-6 não podendo descartar o seu papel na imunopatologia da leishmaniose por L. 

braziliensis. Um resultado que devemos ressaltar foi a maior produção de NO, IL-6 e TNF-α 

pelas cepas com perfil genético atípico. Entretanto, para IL-12, a produção só foi 

estatisticamente diferente em relação à cepa muco-cutânea. Esses resultados em conjunto 

mostram que os glicoconjugados de várias cepas/isolados de L. braziliensis podem modular 

diferencialmente a produção de NO e citocinas. Em última análise, macrófagos estimulados 

por LPGs de L. braziliensis apresentaram um perfil mais pró-inflamatório. 

A fim de se investigar se estas diferenças no potencial pró-inflamatório poderiam ser 

devido a polimorfismos nas unidades repetitivas do LPGs, foram realizadas análises 

preliminares destas porções. Polimorfismos nas unidades repetitivas dos LPGs já foram 

observadas em várias espécies de Leishmania tanto do Velho [L. donovani (Sudão e Índia); L. 

major (cepas FV1 e LV39); L. tropica (cepas L747, L863 e L810)] quanto Novo Mundo [L. 

infantum (14 cepas) e L. amazonensis (cepas PH8 e Josefa)]  (Coelho-Finamore et al., 2011; 

Dobson et al., 2003; Mahoney et al., 1999; Nogueira et al., 2017; Sacks, 1995; Soares et al., 

2004). Foi observado para L. infantum, que LPGs mais complexos, ou seja, com cadeias 

laterais nas unidades repetitivas, desencadearam uma maior produção de NO por macrófagos 

murinos (Coelho-Finamore et al., 2011). Porém, não sabemos se o mesmo poderia ocorrer em 

L. braziliensis. Em trabalho anterior de nosso grupo (Soares et al., 2005) foi descrito que o 

LPG da cepa M2903 não apresenta cadeias laterais em suas unidades repetitivas nas formas 

procíclicas. Nas formas estacionárias e metacíclicas ocorre adição de um ou dois resíduos de 

β-glicose. No nosso trabalho, nos ensaios de dot-blot, os LPGs foram devidamente 

purificados e reconhecidos pelo anticorpo CA7AE que reconhece os epítopos conservados de 

Gal-Man-PO4 comuns a todos LPGs. A fim de se detectar polimorfismos nas unidades 

repetitivas, os LPGs radioativos das cepas M2903 (controle), RR051 (típica) e M15991 

(muco-cutânea) foram despolimerizados, tratados com fosfatase alcalina, dessalinizados e 

submetidos à cromatografia de camada fina. A utilização de LPGs radiomarcados com [6-3H]-

galactose foi devido ao fato de que L. braziliensis produz menor quantidade deste 
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glicoconjugado do que as outras espécies (Soares et al., 2005). Isso possibilitou a aplicação de 

uma técnica mais sensível ao invés de utilizarmos as análises químicas rotineiras de 

glicobiologia (Soares et al., 2002; 2004; Nogueira et al., 2016). Os resultados indicaram 

polimorfismos evidentes nas unidades repetitivas. Por exemplo, o LPG da cepa M2903 

confirmou a existência de di-, tri- e tetrassacarídeos conforme descrito anteriormente (Soares 

et al., 2005). Para a cepa RR051 foram observados picos contendo tetra- e dissacarídeos, 

enquanto que para a cepa M15991 foram observadas apenas dissacarídeos. Entretanto, não 

sabemos quais açúcares poderiam estar presentes na cepa RR051 e iremos investigar através 

de tratamentos enzimáticos com β-glicosidases e β-galactosidases. Estes resultados 

comprovam a existência de variações qualitativas nas unidades repetitivas e sugerem que 

estas diferenças poderiam afetar a capacidade funcional dos LPGs sobre os macrófagos. Esta 

parte de caracterização se continuará com as três outras cepas/isolados como perspectiva deste 

trabalho e para a conclusão final da publicação. 

Nos experimentos anteriores, testamos o papel do LPG (e prováveis polimorfismos) na 

ativação extracelular de macrófagos. Nosso próximo passo agora, foi avaliar o papel dos 

LPGs e respectivos parasitos intracelularmente nos compartimentos fagossomais. Visto que 

os fagossomas desempenham um papel fundamental na imunidade inata e adaptativa, as 

propriedades funcionais dessas organelas e os mecanismos moleculares que regulam suas 

interações com patógenos tem sido de grande interesse para a pesquisa nos últimos anos 

(Descoteaux et al., 2014; Desjardins and Descoteaux, 1997). Logo no início da infecção, após 

as promastigotas serem inoculadas no hospedeiro, os parasitas são rapidamente internalizados 

por fagócitos que são recrutados na pele incluindo neutrófilos, monócitos e macrófagos  

(Nathan C Peters and Sacks, 2009; Rogers, 2012; Sacks and Kamhawi, 2001). Com base nos 

ensaios de infectividades, todas as cepas/isolados, exceto RR410 (cepa atípica com perfil 

genético atípico) infectaram muito bem os macrófagos derivados da medula óssea. Esta cepa 

apresentou um perfil de infectividade semelhante ao de L. donovani (LV9), nossa cepa 

controle. Considerando que todas as cepas infectaram com sucesso os macrófagos, iniciamos 

os experimentos com marcadores específicos de fagocitose (LAMP-1) e acidificação 

(lysotracker) (Vinet et al., 2009). Sabe-se que o LPG está envolvido na sobrevivência da 

Leishmania dentro do vacúolo parasitóforo (Descoteaux & Turco, 1999). Devido à suas 

propriedades hidrofóbicas, ele se insere na membrana de fagosoma e desestabiliza os 

microdomínios lipídicos(Dermine et al., 2005), prejudicando os processos necessários para a 
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geração de um compartimento microbicida dentro dos macrófagos. A consequência da 

desorganização desse microdomínios mediada pelo LPG é a exclusão do regulador de fusão 

de membrana, a synaptotagmin V (Syt V) do fagolisossoma após a infecção. Isto 

consequentemente anulará o recrutamento da V-ATPase e impedirá a acidificação do 

fagolisossoma (Collins et al., 2002; Vinet et al., 2009). Para avaliar o papel isolado deste 

glicoconjugado, nós o acoplamos a partículas de zimosan. Não observamos diferenças na 

fagocitose (mobilização de LAMP-1) quando utilizamos estas partículas cobertas com os 

diferentes tipos de LPG dos isolados/cepas de L. braziliensis. Estes resultados sugerem que 

durante a fagocitose, outras moléculas/fatores do parasito podem estar envolvidas. A fim de se 

detectar estas diferenças, partimos para a internalização dos parasitos inteiros das diferentes 

cepas/isolados. 

Diversos estudos têm demonstrado uma gama de estratégias moleculares utilizadas por 

microorganismos para interferir com a maturação de fagosomas em fagolisossomas, processo 

denominado de biogênese de fagossossomas (Alix et al., 2011; Flannagan et al., 2009). A 

biogênese do fagolisossoma é essencial para a aquisição de propriedades microbicidas 

necessárias para a morte de patógenos (Desjardins et al., 2005; Jutras and Desjardins, 2005). 

A Leishmania parasita células fagocíticas e provoca a inibição da biogênese do 

fagolisossoma. Esta é uma maneira eficiente do parasito criar um nicho intracelular favorável 

para o estabelecimento da infecção (Desjardins e Descoteaux, 1997). A maioria dos trabalhos 

com as vias de LAMP-1, lysotracker, e complexos NADPH utilizaram como modelo L. 

donovani e L. major. As promastigotas internalizadas em fagolisossomas irão causar uma má 

interação de endossomas resultando num recrutamento tardio de LAMP-1 (Dermine et al., 

2000; Scianimanico et al., 1999; Spath et al., 2003). Em nossos resultados, após 24 horas de 

infecção, as cepas/isolados apresentaram um perfil diferencial de mobilização de LAMP-1 

nos fagolisossomos. As cepas/isolados com perfil genético atípico (RR418 e RR410) e típica 

M2903 recrutaram menos LAMP-1 do que as cepas (RR051) e de vetor (M8401). É 

interessante ressaltar que o comportamento das cepas atípicas foi semelhante ao de L. 

donovani, que sabidamente retarda a fagocitose em macrófagos (Vinet et al., 2009). Por outro 

lado, quando avaliamos a acidificação do fagolisossoma (lysotracker), todas as cepas típicas, 

atípicas e de vetor acidificaram mais do que a cepa muco-cutânea. Estes resultados com 

conjunto com os de LAMP-1 não permitiram realizar uma correlação direta entre forma 

clínica e biogênese dos fagolisossomo. Tudo indica que o parasito dependendo da 
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cepa/isolado é capaz de orquestrar uma resposta imune multifatorial provavelmente cepa-

específica. 

Finalmente, sabe-se que a GP63 é uma proteína importante que atua na acidificação 

do fagolisossomo (Chaudhuri et al., 1989; Matheoud et al., 2013). A GP63 é internalizada em 

grande parte através de microdomínios lipídicos, que leva a clivagem e estimulação da 

fosfatase de algumas proteínas podendo atenuar as funções microbicidas dos macrófagos  

(Braun et al., 2004). A fim de se avaliar a proporção dos diferentes glicoconjugados nos 

parasitos inteiros, estes foram lisados e submetidos ao western-blot para avaliar a expressão 

de LPG e GP63. Foram observadas diferenças significativas em cada cepa. Interessante 

observar que mesmo a alta expressão de GP63 não foi correlacionada a uma maior atividade 

proteolítica. Porém, as cepas M2903, RR418 e M8401 que apresentaram maior atividade 

proteolítica resultaram em uma maior acidificação do fagolissoma nos ensaios com 

lysotracker. Trabalhos recentes mostraram que a GP63 de L. braziliensis se encontra no 

cromossomo 10 e que cepas isoladas de diferentes formas clínicas numa mesma região 

possuem domínios conservados e polimorfismos específicos em seus sítios catalíticos 

(Medina et al., 2016; Sutter et al., 2017). Neste contexto, esta variabilidade poderia resultar 

em diferentes padrões de virulência nesta espécie. Nossos resultados confirmam estes 

achados, uma vez que o perfil e a expressão da GP63 nas diferentes cepas foram variáveis. 

Portanto, o melhor conhecimento de GP63 em L. braziliensis faz-se necessário para se 

entender suas estratégias de escape. 

Nosso estudo demostrou que diferentes cepas/isolados de L. braziliensis 

apresentaram comportamentos distintos nos vários parâmetros estudados. Elas induziram 

diferentes respostas em células do hospedeiro vertebrado não só extracelularmente quanto 

intracelularmente. Ao se investigar o papel de glicoconjugados isolados ou nos parasitos, foi 

observada uma correlação entre maior atividade proteolítica da GP63 e acidificação do 

fagolisossomo. Entretanto, o papel do LPG isolado parece ter sido importante apenas 

extracelularmente. O processo de interação Leishmania-macrófago é um processo complexo 

que envolve não só moléculas do parasito como da célula hospedeira (Bogdan and 

Röllinghoff, 1998). Todos estes componentes atuariam em conjunto para o desfecho da 

imunopatologia das diferentes formas clínicas da L. braziliensis. 
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7. Conclusões 

 

• A produção de NO e citocinas pró-inflamatórias pelos LPGs das diferentes 

cepas/isolados de L. braziliensis foi variável e prefencialmente via TLR4; 

• Os LPGs dos isolados de L. braziliensis com perfil genético atípico foram mais pró-

inflamatórios, enquanto que o da cepa muco-cutânea foi menos pró-inflamatório;  

• Partículas de zimosan cobertas por LPG não são capazes de mobilizar LAMP-1; 

• Os parasitos inteiros das cepas/isolados de L. braziliensis inibem diferencialmente o 

recrutamento de LAMP-1 e a acidificação em fagolisossomas; 

• A expressão de GP63 e LPG nos parasitos foi variável, sendo que não foi observada 

correlação com a atividade proteolítica; 

• A atividade proteolítica da GP63 foi correlacionada com uma maior acidificação do 

fagolisossoma; 

• A caracterização preliminar das estruturas do LPG demonstrou alguns polimorfismos 

nas cepas M2903, RR051 e M15991. 
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