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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

 
ANÁLISE COMPARATIVA DE ASPECTOS BIOLÓGICOS E MOLECULARES DE ISOLADOS DE 

Leishmania infatum 
 

RESUMO 
 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR 
 

Taiana Ferreira Paes 

As leishmanioses são doenças que apresentam uma ampla variedade de 
manifestações clínicas, que dependem da espécie de Leishmania e do estado 
imunológico do hospedeiro. Leishmania (infantum) infantum (LII) é uma das espécies 
que causam a leishmaniose visceral (LV) e está presente no Velho Mundo (VM), já a 
L. (i.) chagasi (LIC), que está presente no Novo Mundo (NM), é responsável pela LV 
na América Latina sendo considerada idêntica à L. (i.) infantum do ponto de vista 
molecular. No entanto, poucos trabalhos abordam as diferenças biológicas, tais como 
o comportamento destes parasitos durante a infecção. Estes protozoários vivem no 
interior das células de seus hospedeiros, evadindo continuamente dos mecanismos 
microbicidas e modulando a resposta imune. Um dos mecanismos utilizados por estes 
protozoários envolve o metabolismo da L-arginina, uma vez que esse aminoácido é 
compartilhado por duas enzimas, a óxido nítrico sintase (NOS) e a arginase (ARG), 
que podem atuar na morte, através da produção de óxido nítrico (NO), ou na 
sobrevivência e multiplicação do parasito em macrófagos, através da produção de 
poliaminas. Dada a importância de se compreender as diferenças entre as espécies 
de Leishmania, assim como de se estabelecer um melhor modelo murino para o 
estudo da leishmaniose, o objetivo central deste trabalho foi: buscar diferenças 
biológicas e moleculares entre L. (i.) infantum (LII) e L. (i.) chagasi (LIC), bem como 
investigar o papel da arginase/NOS na relação parasito-hospedeiro. A LII mostrou-se 
mais infectiva que a LIC tanto in vivo quanto in vitro. Observou-se que camundongos 
BALB/c foram mais susceptíveis à infecção do que os Swiss Webster. Nas células do 
baço e fígado dos animais infectados por ambos os parasitos, ocorreu uma diferença 
na atividade da NOS e da ARG. In vitro, promastigotas de LII isoladas das duas 
linhagens de camundongos apresentaram maior atividade da ARG do que as de LIC, 
porém, não se observou diferença na produção de NO intracelular entre estes 
parasitos. As sequências do gene da ARG foram idênticas entre ambos os parasitos. 
Contudo, apesar desta identidade, as promastigotas apresentaram expressão 
diferente deste gene. Por fim, foi realizado com sucesso a clonagem do gene da ARG 
em sistema heterólogo. Com este trabalho, pode-se concluir que apesar da L. (i.) 
chagasi ser considerada idêntica a L. (i.) infantum, ambas apresentam diferenças nos 
comportamentos biológico e molecular. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

COMPARATIVE ANALYSIS OF BIOLOGICAL AND MOLECULAR ASPECTS OF Leishmania 

infantum ISOLATES 

 

ABSTRACT 

 

MASTER DISSERTATION IN MOLECULAR AND CELL BIOLOGY 

 

Taiana Ferreira Paes 

Leishmaniases are diseases with a wide variety of clinical manifestations, which are 
dependent on the Leishmania species and the host's immune status. Leishmania 
(infantum) infantum (LII) is one of the species that causes the visceral leishmaniasis 
(VL) and is present in the Old World (OW), while L. (i.) chagasi (LIC), that is present in 
the New World (NW), is responsible for VL in Latin America and is considered identical 
to L. (i.) infantum from the molecular point of view. However, few studies address the 
biological differences, as well as the behavior of these strains during infection. These 
parasites live inside the cells of their hosts, continuously evading the microbicidal 
mechanisms and modulating the immune response. One of the mechanisms used by 
these protozoa involves the L-arginine metabolism, since this amino acid is shared by 
two enzymes, nitric oxide synthase (NOS) and arginase (ARG), which can act directly 
on death, through nitric oxide (NO) production, or in the survival and multiplication of 
the parasite in macrophages, through the polyamines production. Given the 
importance of the understanding of differences between Leishmania species, as well 
as establishing a better murine model to study leishmaniases, the main objective of 
this work was to analyze the biological and molecular differences between 
L. (i.) infantum (LII) and L. (i.) chagasi (LIC), as well as to investigate the role of 
arginase/NOS in the parasite-host relationship. Therefore, the LII showed more 
infective than the LIC both in vivo and in vitro. In addition, BALB/c mice were more 
susceptible to infection than Swiss Webster mice. In the spleen and liver cells of the 
animals infected by both parasites, a difference in NOS and ARG activity occurred. In 
vitro, promastigotes of LII isolated from the two lineages of mice showed higher ARG 
activity than those LIC, however, no difference was observed in intracellular NO 
production between these parasites. The sequences of the ARG gene was identical 
between both parasites. However, despite the identity, the promastigotes showed 
different expression of this gene. Finally, the cloning of the ARG gene in a heterologous 
system was successfully performed. With this work, it can be concluded that although 
L. (i.) chagasi are considered identical to L. (i.) infantum, both have different biological 
and molecular behavior. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As leishmanioses são um conjunto de doenças infecciosas causadas por 

parasitos protozoários do gênero Leishmania. São consideradas doenças tropicais 

negligenciadas e estão entre as seis grandes endemias humanas desde a década de 

90. Estão distribuídas em 98 países abrangendo os continentes europeu, asiático, 

africano e americano, no entanto, mais de 90% dos novos casos ocorrem em treze 

países: Afeganistão, Argélia, Bangladesh, Bolívia, Brasil, Colômbia, Etiópia, Índia, Irã, 

Peru, Síria, Sudão e Sudão do Sul (WHO 2010; Alvar et al. 2012). 

Estima-se que 900 mil a 1,7 milhão de novos casos e 20 a 30 mil mortes por 

ano são atribuídas a essa doença, a qual pode manifestar-se em várias formas com 

sintomas diferentes, dependendo das espécies infectantes e da resposta imune do 

hospedeiro (WHO 2016). 

 

 

1.1. Parasitos do gênero Leishmania 

Os protozoários unicelulares da classe Kinetoplastida, ordem 

Trypanosomatida, família Trypanosomatidae, gênero Leishmania e subgêneros 

Leishmania ou Viannia (Lainson 2010) são parasitos flagelados que apresentam uma 

diversidade biológica, além de diferenças genéticas e bioquímicas, que influenciam 

diretamente na sua virulência e no tropismo no hospedeiro vertebrado. Estes parasitos 

apresentam uma estrutura chamada cinetoplasto, que são minicírculos de DNA 

mitocondrial localizados no interior de sua mitocôndria única. 

São classificadas cerca de 20 espécies de Leishmania capazes de infectar o 

ser humano e que são responsáveis por causar as diferentes manifestações clínicas 

da leishmaniose (Cupolillo 2000). As principais formas da doença são a leishmaniose 

tegumentar (LT) e a leishmaniose visceral (LV), sendo esta última a forma mais letal 

(WHO 2010). 

 Estes parasitos apresentam um ciclo biológico heteroxênico (descrito no 

item 1.1.1), sendo necessária a passagem por dois hospedeiros distintos, um 

invertebrado e outro vertebrado. Os hospedeiros invertebrados ou vetores são 

pequenos insetos da subfamília Phlebotominae e de dois diferentes gêneros, 

Phlebotomus (Fig.  1.1a) e Lutzomyia (Fig.  1.1b). São descritas cerca de 98 espécies 

de flebotomíneos de ambos os gêneros capazes de transmitir as leishmanioses em 
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humanos, dentre as quais, 42 espécies do gênero Phlebotomus, encontradas no 

Velho Mundo, e 56 espécies do gênero Lutzomyia, encontradas no Novo Mundo 

(Sharma & Singh 2008; Maroli et al. 2013). 

 

 

Figura 1.1. Insetos vetores das leishmanioses: (a) Phlebotomus papatasi; 

(b) Lutzomyia longipalpis (Center for Diseases Control and Prevention 2006; Ray 

Wilson 2009) 

 

 

1.1.1. Ciclo biológico 

A Leishmania apresenta duas formas biológicas durante o seu ciclo de vida: a 

forma promastigota (Fig.  1.2a), que se desenvolve no interior do tubo digestivo do 

inseto vetor, e a forma amastigota (Fig.  1.2b) que reside no interior de células 

fagocíticas do hospedeiro vertebrado. As promastigotas possuem corpo fusiforme e 

alongado de 1-4 µm, um núcleo central e cinetoplasto localizado na região terminal do 

corpo, além de um flagelo livre medindo de 14-20 µm de comprimento. As amastigotas 

possuem corpo arredondado de 2-5 µm de diâmetro, um cinetoplasto próximo ao 

núcleo e um flagelo rudimentar interno (Vannier-Santos et al. 2002). Sob esta forma, 

a Leishmania demonstra grande capacidade de sobrevivência, uma vez que elas se 

multiplicam no interior do fagolisossomo de células do sistema fagocítico 

mononuclear, que consiste em um ambiente inóspito com pH variando entre 4,5 e 5,0. 
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Figura 1.2. Formas biológicas de Leishmania spp. (a) Forma amastigota. (b) Forma 

promastigota. F: flagelo; G: complexo de Golgi; K: cinetoplasto; M: mitocôndria; N: 

núcleo; RE: retículo endoplasmático (adaptada de Rey 1992). 

 

 O ciclo biológico destes parasitos inicia-se quando o inseto vetor infectado 

realiza o repasto sanguíneo e regurgita formas promastigotas metacíclicas (forma 

infectante) no hospedeiro vertebrado (Warburg & Schlein 1986), sendo então 

fagocitadas por macrófagos. No interior dos macrófagos, estes parasitos passam a 

habitar nos fagolisossomos, também chamados de vacúolos parasitóforos, 

diferenciam-se em formas amastigotas e multiplicam-se por divisão binária até o 

rompimento da célula hospedeira (Russell & Talamas-Rohana 1989). As amastigotas 

livres são fagocitadas pelas células adjacentes mantendo assim a infecção. Seguindo 

o ciclo, um novo flebotomíneo realiza seu repasto sanguíneo e ingere células 

infectadas com as amastigotas. No intestino destes insetos, as células hospedeiras 

são lisadas, liberando assim as amastigotas que, posteriormente, transformam-se em 
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promastigotas procíclicas (forma não infectante) e multiplicam-se de forma 

logarítmica. Ao atingirem a fase de crescimento estacionária, sofrem novo processo 

de diferenciação, denominado metaciclogênese, transformando-se em promastigotas 

metacíclicas e migram para a probóscide do flebotomíneo até serem regurgitadas no 

hospedeiro vertebrado, em novo repasto sanguíneo, reiniciando o ciclo (Fig.  1.3) 

(Chappuis et al. 2007). 

 

 

Figura 1.3. Ciclo biológico de Leishmania spp. (adaptado de Center for Diseases 

Control and Prevention 2013). 

 

 

1.1.2. Formas clínicas da leishmaniose 

As leishmanioses são doenças que causam uma ampla variedade de 

manifestações clínicas, as quais são dependentes da espécie de Leishmania e do 

estado imunológico do hospedeiro (Tabela 1.1). Estas doenças podem acometer a 

pele e as mucosas, sendo denominada leishmaniose tegumentar (LT), ou as vísceras, 

sendo denominada leishmaniose visceral (LV). A LT ainda pode ser dividida em outras 

quatro formas dependendo da localização e da forma em que se apresentam as 
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lesões: leishmaniose cutânea localizada (LCL), cutânea difusa (LCD), cutânea 

disseminada (LCDis), mucocutânea (LMC) e pós-calazar (LDPC).  

 

Tabela 1.1. Principais espécies de Leishmania causadoras das leishmanioses 

humanas, formas clínicas e distribuição da doença 

Subgênero Espécie 
Velho/Novo 

Mundo 
Forma 
clínica 

Distribuição 

Leishmania 

L. aethiopica VM 
LCL, 
LCD 

Leste da África (Etiópia, Quênia) 

L. amazonensis NM 
LCL, 
LCD, 
LMC 

América do Sul (Brasil, Venezuela, 
Bolívia) 

L. donovani VM 
LV, 

LDPC 
África Central, Sul da Ásia, Oriente 
Médio, Índia, China 

L. infantum 
(syn. L. chagasi) 

VM, NM LV, LC 

Região do Mediterrâneo (Norte da 
África, Europa), Sudeste da Europa, 
Oriente Médio, Ásia Central, Américas 
do Norte, Central e Sul (México, 
Venezuela, Brasil, Bolívia) 

L. major VM LC 
África do Norte e Central, Oriente 
Médio, Ásia Central 

L. mexicana 
(syn. L. pifanoi) 

NM 
LCL, 
LCD 

EUA, Equador, Venezuela, Peru 

L. tropica VM LCL, LV 
Norte e Central da África, Oriente 
Médio, Ásia Central, Índia 

L. venezuelensis NM LVL Norte da América do Sul, Venezuela 

L. waltoni NM LCD República Dominicana 

Viannia 

L. braziliensis NM 
LCL, 
LMC 

Bacia Amazônica Ocidental, América 
do Sul (Guatemala, Venezuela, Brasil, 
Bolívia, Peru) 

L. guyanensis NM 
LCL, 
LMC 

Norte da América do Sul (Guiana 
Francesa, Suriname, Brasil, Bolívia) 

L. lainsoni NM LCL Brasil, Bolívia, Peru 

L. lindenbergi NM LCL Brasil 

L. naiffi NM LCL Brasil, Guiana Francesa 

L. panamensis NM 
LCL, 
LMC 

Américas Central e Sul (Panamá, 
Colômbia, Venezuela, Brasil) 

L. peruviana NM 
LCL, 
LMC 

Peru, Bolívia 

L. shawi NM LCL Brasil 

Adaptada de Steverding 2017. 

 

Leishmaniose cutânea localizada (LCL): é a forma mais comum das leishmanioses, 

ocorrendo de 700.000 a 1,3 milhão de novos casos por ano em todo o mundo (Alvar 

et al. 2012). A LCL é caracterizada por uma lesão única na pele, com formação de 

úlceras ou não e geralmente encontradas em áreas expostas do corpo como braços, 

pernas e rosto (Fig.  1.4a). 
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Leishmaniose cutânea difusa (LCD): é uma forma menos comum da LT 

caracterizada pelo surgimento de nódulos não ulcerativos que disseminam 

progressivamente para diversas partes do corpo (Fig.  1.4b) (Costa & Costa 2009). 

 

Leishmaniose cutânea disseminada (LCDis): é uma forma grave da LT 

caracterizada por múltiplas lesões papulares, acneiformes e ulcerativas que se 

localizam nas extremidades, peito, abdômen e rosto (Fig.  1.4c) (Machado et al. 2015). 

 

Leishmaniose mucocutânea (LMC): é uma forma secundária da LC caracterizada 

por lesões crônicas e destrutivas que se espalham pela mucosa do nariz, boca e 

garganta. Essas lesões ulcerativas consequentemente podem levar à destruição 

parcial ou total de todo o tecido mucoso atingido, levando a desfiguração facial do 

hospedeiro (Fig.  1.4d) (Goto & Lindoso 2010; WHO 2017). 

 

Leishmaniose visceral (LV) ou calazar: é a manifestação clínica mais severa uma 

vez leva o indivíduo acometido a óbito caso não seja tratada adequadamente. Esta 

patologia caracteriza-se por comprometer órgãos como baço, fígado, medula óssea e 

linfonodos (Fig.  1.4e). Estima-se que 200.000 a 400.000 novos casos de LV ocorrem 

anualmente em todo mundo e que de 20 a 30 mil mortes são atribuídas a essa forma 

da doença (Alvar et al. 2012).  

 

Leishmaniose dérmica pós-calazar (LDPC): é uma manifestação clínica que 

normalmente se desenvolve como recidiva após a cura aparente da LV e costuma 

ocorrer em áreas endêmicas da L. donovani. Caracteriza-se por erupções nodulares 

e maculopapulares que podem ou não curar de forma espontânea (Fig.  1.4f). 

(Ganguly et al. 2010; Mukhopadhyay et al. 2014). 
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Figura 1.4. Manifestações clínicas das leishmanioses. (A) Leishmaniose cutânea 

localizada. (B) Leishmaniose cutânea difusa. (C) Leishmaniose cutânea disseminada 

(D) Leishmaniose mucocutânea. (E) Leishmaniose visceral. (F) Leishmaniose dérmica 

pós-calazar. (WHO 2017; Machado et al. 2015) 

 

 

1.1.3. Tratamento 

Não existem vacinas disponíveis para a prevenção das leishmanioses em 

humanos e a quimioterapia é a única alternativa no combate à doença. Infelizmente, 

o atual arsenal de medicamentos usados para tratar estas doenças não é considerado 

o ideal, principalmente devido à toxicidade e ausência de resposta terapêutica em 

muitos casos.  

O principal tratamento das leishmanioses ainda é baseado nos antimoniais 

pentavalentes. O primeiro uso dos antimoniais para o tratamento da LT e LV foi 

relatado nos primeiros anos do século passado, ainda sob a forma trivalente (Vianna 

1912). A partir década de 20, com o intuito de reduzir os efeitos tóxicos, foram 

desenvolvidos os antimoniais pentavalentes, que ainda são utilizados como primeira 

escolha em muitos países até os dias atuais, incluindo o Brasil. Em 1945, o 
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estibogluconato de sódio (Pentostan®) foi sintetizado e pouco tempo depois, surgiu o 

antimoniato de meglumina (Glucantime®), que juntamente com o primeiro, são 

utilizados para o tratamento de todas as manifestações clínicas da leishmaniose, que 

são administrados tanto por via intramuscular quanto por via endovenosa. 

Devido à meia vida curta dos antimoniais e ao longo período de tratamento, o 

uso destes medicamentos causa diversos efeitos tóxicos e colaterais como: dores 

abdominais, náuseas, pancreatite, hepatite, mialgia e arritmia cardíaca, que muitas 

vezes resultam no abandono do tratamento, limitando assim o seu uso (Gasser et al. 

1994; Sundar et al. 1998; Croft & Yardley 2002). Além disso, ocorrem também casos 

de resistência e falha terapêutica (Thakur et al. 1991; Croft & Coombs 2003; Ouellette 

et al. 2004) 

 A anfotericina B é um antifúngico polivalente comumente utilizado como 

segunda escolha para o tratamento da leishmaniose quando há caso de resistência 

ou falha terapêutica aos antimoniais. Porém, este medicamento causa alta toxicidade 

e diversos efeitos colaterais devido às altas concentrações plasmáticas, limitando 

assim seu uso (Yardley & Croft 2000). Sua atividade leishmanicida foi demonstrada 

nos anos 60 sendo utilizada para o tratamento da LMC (Furtado et al. 1960). A 

atividade antifúngica e anti-Leishmania da anfotericina B deve-se à sua alta 

seletividade a esteróis 24-substituídos, como o ergosterol, encontrados na membrana 

plasmática tanto em fungos quanto em tripanosomatídeos, enquanto em mamíferos 

encontra-se o colesterol. 

 Para reduzir os efeitos colaterais destes fármacos, formulações lipídicas têm 

sido utilizadas na clínica, como a anfotericina B lipossomal (AmBisome®), porém no 

Brasil o uso deste medicamento tem-se limitado ao tratamento da LV (Anvisa 2005; 

Ministério da Saúde 2011). 

 A pentamidina, um fármaco derivado das amidinas, é utilizado como segunda 

escolha e apresenta atividade tripanosomicida, antibacteriana e antifúngica (Bell et al. 

1990). Este medicamento é administrado por via intramuscular e apresenta um 

mecanismo de ação ainda pouco esclarecido. Acredita-se que ele atue em múltiplos 

alvos, como a inibição da biossíntese de poliaminas (Basselin et al. 1997; Reguera et 

al. 2005), bem como o desencadeamento de processos apoptóticos pela inibição da 

topoisomerase II (Singh & Dey 2007).  Assim como outros fármacos, a pentamidina 

possui uso limitado, uma vez que desenvolve efeitos colaterais como mialgia, 
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náuseas, tontura, cefaleia, vômitos, períodos de hipo e hiperglicemia, taquicardia e 

nefrotoxicidade (Berman 1997). 

 Outro fármaco com atividade anti-Leishmania é a paromomicina, que é um 

aminoglicosídeo que teve sua atividade demonstrada na década de 60 (Kellina 1961; 

Neal 1968). No entanto, já foram relatados casos de resistência com seu uso e a 

eficácia reduzida em pacientes com LT (Wiwanitkit 2012). Outras formulações em 

forma de pomada da paromomicina foram desenvolvidas a fim de aumentar a 

concentração do composto no local da lesão. 

 A miltefosina, que inicialmente foi desenvolvida para o tratamento de câncer, é 

uma fosfocolina utilizada como primeiro fármaco de uso oral para as leishmanioses. 

Sua atividade leishmanicida foi demostrada em diversos modelos experimentais (Croft 

et al. 1987; Croft & Coombs 2003) e após estudos clínicos desenvolvidos na Índia, em 

2002 passou a ser licenciada para o uso por via oral para a LV (Engel 2002). A 

miltefosina apresenta poucas reações adversas, como teratogenicidade em mulheres 

grávidas e efeitos tóxicos reversíveis (Croft & Yardley 2002), apesar disso, já foram 

relatados casos de falha terapêutica quanto a seu uso (Castro et al. 2017). 

Atualmente este medicamento é licenciado para o tratamento das 

leishmanioses em diversos países como Índia, Nepal, Argentina, Bangladesh, Bolívia, 

Colômbia, Equador, Alemanha, Guatemala, Honduras, México, Paquistão, Paraguai e 

Peru (Paladin Labs Inc. 2010), além de ter seu uso liberado pelo Food and Drug 

Administration (FDA) nos Estados Unidos (FDA 2014). No entanto, no Brasil, a 

miltefosina ainda não foi licenciada para o uso humano, porém já foi aprovada para o 

tratamento da LV canina (Ministério da Agricultura 2016). 

Apesar dos recentes avanços da segurança, resistência e do custo de produção 

dos diversos fármacos para o tratamento das leishmanioses, existe ainda a 

necessidade de um esforço contínuo para melhor identificar os fármacos com 

potencial anti-Leishmania. 

 

 

1.1.4. Leishmania infantum versus Leishmania chagasi 

A LV é causada por parasitos das espécies L. donovani, L. infantum 

(encontradas no Velho Mundo) e L. chagasi (encontrada no Novo Mundo). A 

L. infantum está presente em toda a bacia mediterrânea. Contudo, existem focos 

também no Oriente Médio e no sul asiático, além de casos esporádicos muito 
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dispersos na China. A L. chagasi, com cepas circulantes no Novo Mundo, é 

responsável pela LV na América Latina (Alvar et al. 2004). 

Durante anos, uma grande discussão tem sido mantida a respeito da 

classificação do agente causador da leishmaniose visceral americana (LVA). A 

L. chagasi foi descrita com uma nova espécie de Leishmania por Cunha e Chagas 

(1937), sendo considerada diferente da L. infantum, anteriormente descrita por Nicole 

(1908), devido a tentativas malsucedidas de infecção em cães com este parasito. No 

entanto, após realizar um estudo comparativo entre cepas de L. chagasi e de 

L. infantum através da técnica de amplificação ao acaso de DNA polimórfico (RAPD), 

Mauricio e colaboradores (1999) concluíram que ambos os parasitos eram idênticos, 

devendo a L. chagasi ser referida como L. infantum (syn. L. chagasi) (Silveira & 

Corbett 2010). 

Entretanto, baseados em estudos anteriores onde foram demonstradas 

diferenças nos perfis de fragmentos do kDNA (Decker-Jackson et al. 1977, 1980) e 

em comparações por radiorrespirometria (Jackson et al. 1982; 1984) dos parasitos de 

ambos os continentes, alguns autores passaram a defender a classificação da 

L. chagasi a nível de subespécie. Além disso, também foram consideradas outras 

características relacionadas a L. chagasi, como o habitat de seu vetor Lutzomyia 

longipalpis (Lainson et al. 1990) e seu hospedeiro natural, a raposa Cerdocyon thous 

nativa no Brasil, que coexiste com o parasito sem apresentar qualquer sintoma ou 

característica de leishmaniose (Silveira et al. 1982). Dessa forma, as cepas circulantes 

no Velho Mundo deveriam fazer parte da subespécie L. (infantum) infantum, assim 

como as cepas do Novo Mundo deveriam ser denominadas L. (infantum) chagasi 

(Shaw 2002; Lainson & Rangel 2003; Cox 2005; Lainson & Shaw 2005). 

Outra questão amplamente discutida na literatura é a origem da LV na América 

Latina. Alguns autores defendem que a L. infantum originou-se na Europa e que teria 

sido importada para o Novo Mundo durante a sua colonização (Killick-Kendrick 1984; 

Rioux et al. 1990). Já os autores que defendem a manutenção da L. chagasi como 

espécie, acreditam que estes parasitos se originaram no continente americano e que 

teriam migrado para Europa via ponte terrestre de Bering (Shaw 2002; Lainson & 

Rangel 2003; Cox 2005; Lainson & Shaw 2005; Lainson 2010).  
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1.2. Metabolismo da L-arginina 

Na leishmaniose, a resposta imunológica do hospedeiro desempenha um 

importante papel no curso e desenvolvimento da doença, uma vez que fatores do 

mesmo, como células e moléculas, podem determinar o sucesso ou a falha do controle 

da infecção. Um tipo de resposta imunológica mediada por diferentes populações de 

linfócitos T CD4+ (Th1 e Th2) tem sido associada a resistência ou susceptibilidade à 

infecção causada por Leishmania spp. (Fig.  1.5).  

Em estudos de infecção experimental por L. major em modelo murino foi 

possível investigar os mecanismos envolvidos na resposta imune Th1/Th2 (Locksley 

et al. 1987; Murray et al. 2005). A resistência à infecção por Leishmania tem sido 

associada à ativação de linfócitos T CD4+ Th1 e à produção de citocinas pró-

inflamatórias INF-γ, IL-12 e TNF-α, que por sua vez ativam os macrófagos para 

produzir óxido nítrico (NO) através da óxido nítrico sintase induzida (iNOS), 

supostamente levando à morte do parasito (Scott et al. 1988). Por outro lado, a 

susceptibilidade à infecção foi associada à ativação de linfócitos T CD4+ Th2 com 

liberação das citocinas IL-4, IL-10 e TGF-β, que levam os macrófagos a produzirem 

ornitina através da arginase, gerando poliaminas que são essenciais para a 

sobrevivência e multiplicação do parasito no interior da célula hospedeira (Mosser & 

Edwards 2008).  

 

Figura 1.5. Resposta imune durante a infecção por Leishmania. Esquema 

representativo da resposta imunológica do hospedeiro em modelo de infecção por 

L. major (adaptado de Ruiz & Becker 2007). 
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Durante o início da infecção dos macrófagos, ocorre a liberação de produtos 

tóxicos, que incluem as espécies reativas oxigenadas (ROS) e nitrogenadas (RNS), 

as quais supostamente deveriam matar o parasito. Entretanto, os tripanosomatídeos 

têm um sistema de defesa muito bem desenvolvido que permite sua sobrevivência 

dentro da célula hospedeira. Este sistema envolve predominantemente a via 

metabólica da L-arginina. 

A L-arginina é um aminoácido polar básico que é compartilhado como substrato 

principalmente pelas enzimas óxido nítrico sintase (NOS) - que leva a produção de 

NO e L-citrulina - e a arginase - que leva a produção de ureia e de ornitina sendo esta 

essencial na via de síntese das poliaminas (Wu & Morris 1998). As poliaminas são 

cátions orgânicos encontrados em praticamente todas as células eucarióticas e 

desempenham um papel central nos processos celulares como o crescimento, 

diferenciação e biossíntese de macromoléculas nos parasitos (Igarashi & Kashiwagi 

2000). 

Apesar de ser sintetizado endogenamente pelo organismo, L-arginina é 

considerada condicionalmente essencial, visto que em alguns processos fisiológicos, 

como gravidez, bem como processos patológicos, como sepse e trauma, há um 

aumento no seu consumo que ultrapassa a capacidade da síntese endógena, 

havendo a necessidade da obtenção deste aminoácido através da alimentação 

(Bernard et al. 2001; Luiking et al. 2004). 

A via metabólica da L-arginina nos macrófagos pode determinar a morte do 

parasito ou sua proliferação, na dependência da disponibilidade de L-arginina 

intracelular. Assim como a célula hospedeira, os tripanosomatídeos tem sua própria 

via da L-arginina, sendo um aminoácido essencial para os mesmos (Krassner & Flory 

1971). Como consequência, ambos, parasito e macrófago tem mecanismos distintos 

de captação deste aminoácido. Nos macrófagos esta captação é feita através de 

transportadores de aminoácidos catiônicos (CAT) (Closs et al. 2004), enquanto que 

em tripanosomatídeos este processo é realizado através de uma aminoácido 

permease, descrita pela primeira vez em L. donovani (LdAAP3) (Shaked-Mishan et al. 

2006). Os CAT não são específicos para L-arginina, enquanto que os LdAAP3 

transportam exclusivamente este aminoácido. Esta habilidade única dos parasitos faz 

dos LdAAP3 um fator chave que pode interromper o metabolismo da L-arginina para 

os parasitos. As funções e interações das enzimas NOS e arginase no metabolismo 

do parasito podem se relacionar com a infectividade e virulência de determinadas 
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espécies de Leishmania, ou com a própria susceptibilidade do parasito a diferentes 

fármacos e radicais livres.  

A participação e influência da resposta imunológica na atividade das enzimas 

do metabolismo da L-arginina têm sido bastante discutidas (Fig.  1.6). Em modelos 

experimentais com L. major, a NOS tem sua atividade induzida por citocinas 

relacionadas ao perfil de resposta imunológica do tipo Th1 (principalmente IFN-γ), que 

leva a morte do parasito pela produção de ROS e RNS pela célula hospedeira (Fig.  

1.6 à esquerda). Por outro lado, citocinas do perfil de resposta do tipo Th2 

(principalmente a IL-10) inibem a síntese de NO, favorecendo o crescimento 

parasitário através da geração de poliaminas (Fig.  1.6 à direita). Assim citocinas do 

perfil Th1 e Th2 podem regular o metabolismo da L-arginina a partir da indução da 

atividade da NOS/arginase (Vincendeau et al. 2003).  

 

 

Figura 1.6. Esquema do metabolismo da L-arginina na célula hospedeira. Em 

vermelho, a via da óxido nítrico sintase induzida (NOS2); Em azul, a via da arginase 

(ARG1). L-ARG: L-arginina; ROS: espécies reativas de oxigênio; RNOS: espécies 

reativas nitrogenadas; ODC: ornitina descarboxilase; Spm: espermina; Spd: 

espermidina (adaptada de Colotti & Ilari 2011).  
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1.2.1. Óxido nítrico sintase 

Como uma das responsáveis pelo catabolismo da L-arginina está a família de 

enzimas NOS, que são dímeros e que necessitam de oxigênio e cofatores, como 

NADPH, flavinas e biopterinas, para exercerem suas funções. Em mamíferos, são 

descritas três isoformas de NOS (Stueher 1999), sendo duas delas constitutivas 

(NOSc) e dependentes de Ca2+, uma expressa em certas células neuronais (nNOS ou 

NOS I) e outra expressa em células endoteliais (eNOS ou NOS III), que contrastam 

com a isoforma induzível (iNOS ou NOS II), expressa preferencialmente em 

macrófagos residentes e independente de Ca2+. 

O NO é um radical livre que possui diversas funções e é encontrado em 

diferentes organismos vivos. Este radical é biossintetizado a partir da hidrólise da L-

arginina realizada pela NOS, numa reação que compreende duas etapas de oxidação, 

sendo formados os produtos L-citrulina e o NO, este último com uma vida 

extremamente curta (em torno de 10 segundos), sendo rapidamente oxidado em 

nitrato e nitrito (Stamler et al. 1992; Flora-Filho & Zilberstein 2000).  

Numerosos trabalhos demonstraram que a citotoxicidade in vitro para 

Leishmania spp. intracelulares está associada à produção de NO (Green et al. 1990a; 

Mauel 1996). Em L. major, foi demonstrado que um glicoinositolfosfolipídeo (GIPL) 

inibe marcadamente a produção de NO do macrófago e aumenta a sobrevivência 

intracelular do parasito (Proudfoot et al. 1995).  

A primeira demonstração da existência da via do NO em um eucariota 

unicelular, foi feita em 1995 por Paveto e colaboradores, em Trypanosoma cruzi. A 

dependência de cofatores assim como a susceptibilidade à ativadores/inibidores, 

demonstraram a semelhança da enzima com aquela que participa na transdução 

neuronal em mamíferos. O sistema de cNOS também foi evidenciado em L. donovani, 

mas o significado biológico, assim como a relação com a via existente no macrófago 

(iNOS - que é potencialmente nociva para Leishmania) (Basu et al. 1997), continua a 

ser investigada. 

Alguns trabalhos do nosso grupo demonstraram a caracterização de uma 

cNOS e a produção de NO em promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e 

L. infantum (Geigel 2000; Geigel & Leon 2003; Genestra et al. 2003a), além do efeito 

de diferentes inibidores e de um agente quelante de Ca2+ na produção deste radical 

em diferentes espécies de Leishmania (Genestra et al. 2003b). Formas amastigotas 

de L. amazonensis produziram quantidade maiores deste radical que promastigotas 
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(Genestra et al. 2006a).  A importância da produção de NO por diferentes espécies de 

Leishmania ainda é pouco conhecida, mas existem evidências da sua participação na 

infectividade e virulência destes parasitos (Genestra et al. 2006b). 

 

 

1.2.2. Arginase 

Arginase faz parte de uma família de metaloenzimas dependentes de Mn2+, 

está presente em diversos organismos biológicos e possui como substrato a L-

arginina. Duas isoformas de arginase (arginase I e II) foram identificadas em células 

de mamífero e possuem alta conservação e homologias estruturais e cinéticas em 

diferentes sistemas biológicos, porém são diferentes na localização subcelular, 

distribuição, regulação da expressão e reatividade imunológica (Jenkinson et al. 1996; 

Ash 2004). A arginase I é uma enzima citosólica que funciona principalmente no ciclo 

da ureia, enquanto que a arginase II é uma proteína mitocondrial, potencialmente 

envolvida na síntese de prolina, glutamato e poliaminas.  

A expressão de arginase em Leishmania foi sugerida pela primeira vez através 

de suas atividades enzimáticas em extratos do parasito (Camargo et al. 1978). O gene 

que codifica a arginase foi identificado em L. major e L. amazonensis (da Silva et al. 

2002) e foi clonado a partir de promastigotas de L. mexicana.  

Parasitos do gênero Leishmania contêm um único gene da arginase (ARG), 

cujas propriedades bioquímicas e expressão têm sido estudadas em L. amazonensis, 

L. mexicana e L. major (da Silva et al. 2002; Roberts et al. 2004; Reguera et al. 2009). 

Estudos em L. mexicana mutante sem expressão de ARG, mostraram que estes 

parasitos eram incapazes de sintetizar poliaminas, fato também observado em estudo 

com L. major (Reguera et al. 2009). A arginase de L. mexicana e L. amazonensis foi 

encontrada compartimentalizada nos glicossomos, embora esta localização não seja 

considerada essencial para o seu papel na síntese de poliaminas (Roberts et al. 2004; 

da Silva et al. 2008). Outros estudos mostraram que a L. mexicana mutante manteve 

a infectividade em camundongos, embora um pouco reduzida. Esta redução foi 

atribuída, em parte, pela maior produção de NO, provavelmente devido ao aumento 

da disponibilidade de L-arginina para a utilização pela NOS (Gaur et al. 2007). 

Há evidências de que parasitos podem escapar da toxicidade do NO, através 

da depleção de L-arginina, fato que é mediado por um aumento da atividade da 

arginase, que por sua vez pode ser modulada pelo parasito. Estudos in vitro com 
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meios de cultura contendo diferentes concentrações de L-arginina, mostraram que a 

sua concentração é crucial para produção do NO e na morte do parasito (Genestra et 

al. 2003b). 

Curiosamente, a expressão de arginase em Leishmania pode ser influenciada 

diretamente por proteínas do hospedeiro. Como sugerido por Vendrame e 

colaboradores (2007), o tratamento de parasitos com insulin-like growth factor-I (IGF-

I) pode aumentar significativamente a expressão da arginase em Leishmania 

sugerindo que esta enzima desempenhe um papel fundamental em sua multiplicação 

in vivo.  

Nω-hidroxi-L-arginina (NOHA), intermediário da síntese de NO, é um potente 

inibidor da arginase, que pode interferir no crescimento do parasito in vitro (Iniesta et 

al. 2001) e in vivo (Kropf et al. 2005).  

Enquanto a inibição da arginase do parasito controla a infecção por Leishmania, 

o estímulo de iNOS pode levar a morte do parasito. A indução da iNOS é considerada 

por alguns autores uma abordagem atraente na busca por alvos terapêuticos, pois 

esta indução é conhecida por estar correlacionada com a eficácia terapêutica de 

alguns compostos anti-Leishmania.  

 

 

1.3. Modelos animais para estudo das leishmanioses 

Em estudos experimentais visando o entendimento de processos patológicos e 

a busca por tratamentos de doenças, a escolha de um bom modelo animal é uma 

questão de grande importância. Estudos desenvolvidos em modelos animais são, em 

parte, responsáveis por boa parte dos conhecimentos a respeito da imunopatologia e 

patogenia, bem como da relação parasito-hospedeiro durante as leishmanioses 

(Porrozzi et al. 2014). 

Um bom modelo animal é aquele que apresenta os fenômenos biológicos mais 

próximos aos observados nos seres humanos (Fagundes & Taha 2004). Existem 

fatores que contribuem para as diferenças vistas em modelos experimentais para LV 

em relação a doença humana, como a cepa do parasito, a quantidade e a via de 

inoculação, o tecido atingido, bem como a linhagem e fatores genéticos do hospedeiro 

(Porrozzi et al. 2014; Dutra & Da Silva 2017). Hamsters têm sido utilizados como 

modelos para LV e para LT e possuem a capacidade de mimetizar as características 

da doença em humanos. No entanto, o uso destes animais ainda se mantém limitado, 
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devido aos altos custos de manutenção e dificuldades no manuseio, assim como os 

escassos reagentes específicos, como marcadores celulares, para ensaios 

imunológicos (Rodrigues 2007; Mears et al. 2015). 

Camundongos são os modelos mais comumente utilizados em pesquisas 

científicas principalmente devido ao fácil manuseio e a sua similaridade com o genoma 

humano, com alinhamento superior a 40% e homologia em torno de 99% (Waterston 

et al. 2002). Possuindo linhagens diferentes, camundongos demonstram 

susceptibilidades variadas que podem ser usadas para imitar as manifestações das 

leishmanioses observadas em seres humanos (Yardley & Croft 1999). Essas 

linhagens podem ser divididas em dois antecedentes genéticos: isogênicos (inbred – 

99% de similaridade genética) e heterogênicos (outbred – geneticamente diferente). 

Animais inbred são homogeneamente homozigóticos obtidos após endocruzamentos 

(cruzamento de camundongos da mesma geração) realizados por no mínimo 20 

gerações (98,6% de consanguinidade). Já os animais outbred possuem ampla 

variedade genética e são obtidos de cruzamentos ao acaso, evitando o cruzamento 

com parentes de gerações próximas (Chorolli et al. 2007; Pinto 2014).  

Camundongos BALB/c (inbred) são animais altamente susceptíveis à infecção 

por Leishmania spp., tornando-se um modelo não ideal para pesquisas 

quimioterápicas, uma vez que apresentam resposta imune do tipo de Th2 e 

desenvolvem doença crônica algumas semanas após a infecção. Contudo, durante a 

infecção por L. braziliensis, estes camundongos mostram-se altamente resistentes, 

desenvolvendo lesões auto resolutivas poucas semanas pós-infecção. Devido à 

variação genética das populações humanas, as infecções são bastante heterogêneas, 

o que torna difícil traçar semelhanças com as infecções em camundongos isogênicos 

(Natale et al. 2016).  
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Para o estudo das leishmanioses, conhecer as particularidades das diversas 

espécies de Leishmania mostra-se extremamente importante. Poucos trabalhos vêm 

demonstrando diferenças biológicas entre parasitos de L. (i.) infantum e L. (i.) chagasi, 

bem como as diferenças de interação destes com a célula hospedeira. Devido às 

informações controvérsias na literatura a respeito dos agentes etiológicos da LV no 

Velho e no Novo Mundo, estudos comparativos entre ambos os parasitos são 

importantes e amplamente necessários. 

Outra questão considerável para a pesquisa destas doenças é a relação 

parasito-hospedeiro. Uma via metabólica que fornece respostas sobre a interação da 

Leishmania e seu hospedeiro é o metabolismo da L-arginina. Esta pode ter um papel 

versátil durante a infecção, pelo fato de que células do sistema imunológico 

tipicamente podem sintetizar NOS ou arginase, mas, geralmente, não ambas ao 

mesmo tempo, podendo assim participar na defesa do hospedeiro ou no 

desenvolvimento da patologia (Wanasen & Soong 2008). Sobreposta a esta dinâmica 

metabólica, está o fato de que muitos patógenos podem adquirir L-arginina da célula 

hospedeira e a partir da atividade da arginase obter L-ornitina. Enquanto o papel da 

arginase de células hospedeiras tem recebido um número considerável de estudos, 

na leishmaniose (Iniesta et al. 2001; Wanasen & Soong 2008), pouca atenção tem 

sido dada aos papéis desta enzima no parasito. Estudos com L. amazonensis e L. 

mexicana têm indicado que a atividade da arginase parece estar associada a muitas 

atividades metabólicas além da via das poliaminas (da Silva et al. 2008) com funções 

que podem interferir ou não na atividade da NOS dependendo da espécie do parasito 

(Kropf et al. 2005; Reguera et al. 2009). 
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3. OBJETIVOS  

 

 

a. Objetivo Geral 
 

Buscar diferenças biológicas e moleculares entre L. (i.) infantum (LII) e 

L. (i.) chagasi (LIC), bem como compreender o papel da arginase/NOS na relação 

parasito-hospedeiro, investigando o metabolismo da L-arginina nestes 

tripanosomatídeos. 

 

b. Objetivos Específicos 
 

1. Avaliar a capacidade infectiva in vivo e in vitro da L. (i.) infantum e 

L. (i.) chagasi; 

 

2. Avaliar susceptibilidade de camundongos com diferentes backgrounds 

genéticos (inbred e outbred) à infecção por estes parasitos; 

 

3. Analisar, de forma indireta, a atividade da arginase e da NOS em culturas de 

células de baço e fígado de camundongos infectados; 

 

4. Analisar, de forma indireta, a atividade da arginase em promastigotas de LII e 

LIC isoladas de diferentes camundongos (BALB/c e Swiss Webster) durante o 

crescimento parasitário; 

  

5. Analisar, de forma indireta, a atividade de NOS através da produção de NO 

intracelular e extracelular de promastigotas de L. infantum; 

 

6. Buscar diferenças no sequenciamento genético do gene da arginase em ambas 

os parasitos; 

 

7. Analisar a expressão da arginase dos parasitos de L. infantum através de qRT-

PCR; 

 

8. Realizar a clonagem e expressão da arginase dos parasitos de L. infantum. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Manutenção dos parasitos 

Neste estudo foram utilizados parasitos de L. (i.) infantum 

(MHOM/MA/67/ITMAP263) provenientes do Marrocos, agora chamados de LII, e 

parasitos de L. (i.) chagasi (MCAN/BR/97/P142) provenientes do Brasil, agora 

chamados de LIC. Nos protocolos in vivo, foram utilizadas amostras infectantes, 

recém-isoladas de animais infectados (camundongos BALB/c). Nos protocolos in vitro, 

foram utilizadas amostras recém-isoladas de camundongos BALB/c e Swiss Webster. 

As formas promastigotas foram cultivadas a 26C, em meio Schneider (Schneider’s 

Insect Medium – Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), suplementados com 20% soro 

fetal bovino (SFB), 100 U/mL penicilina G potássica e 100 µg/mL estreptomicina. 

 

 

4.2. Animais 

 Em todos os ensaios foram utilizados camundongos fêmeas com 6 a 8 

semanas de idade, com diferentes backgrounds genéticos, sendo camundongos 

BALB/c e Swiss Webster. Estes animais foram fornecidos pelo Instituto de Ciência e 

Tecnologia em Biomodelos da Fundação Oswaldo Cruz (ICTB/FIOCRUZ) e sua 

utilização seguiu as normas previstas no estatuto da Comissão de Ética da FIOCRUZ 

(CEUA L-026/2015). 

 

 

4.3. Infecção dos camundongos 

Os camundongos BALB/c e Swiss Webster foram divididos em grupos de 5 

animais. Estes grupos foram ou não infectados com 2x107 promastigotas de 

L. infantum por via intraperitoneal (i.p.), em volume final de 100 μL PBS estéril. Foram 

mantidos os seguintes grupos experimentais: 

Grupo 1: camundongos BALB/c sem infecção (controle); 

Grupo 2: camundongos BALB/c infectados com LII; 

Grupo 3: camundongos BALB/c infectados com LIC; 

Grupo 4: camundongos Swiss Webster sem infecção (controle); 

Grupo 5: camundongos Swiss Webster infectados com LII; 

Grupo 6: camundongos Swiss Webster infectados com LIC. 



21 

 

Estes grupos foram mantidos por 30 e 60 dias após a infecção, quando foram 

submetidos à eutanásia e os órgãos (baço e fígado) removidos para testes 

posteriores. 

 

 

4.4. Carga parasitária 

 A quantificação parasitária foi realizada a partir de células do baço e do fígado 

através do ensaio de diluição limitante (LDA). Os animais foram submetidos à 

eutanásia em câmara de CO2 após 30 e 60 dias de infecção e os órgãos foram 

assepticamente removidos e pesados em balança digital. Estes órgãos foram 

macerados e homogeneizados em meio Schneider contendo 20% SFB e as células 

foram centrifugadas a 1.500 rpm/10 min em centrífuga refrigerada para a retirada do 

tecido ainda íntegro. A seguir, as células foram adicionadas a placas de 96 poços em 

um volume final de 200 μL de meio e realizadas 8 diluições seriadas de 1:10 do 

material. Durante 7 dias, as placas foram mantidas em estufa a 26 ºC e os poços 

examinados diariamente em microscópio invertido para determinar a positividade de 

cada poço e assim estimar a carga parasitária. O número de parasitos/g de tecido foi 

estimado baseado no peso total do tecido removido e a carga parasitária nas diluições 

seriadas, segundo método descrito por Taswell (1981, 1984). 

 

 

4.5. Curva de crescimento dos parasitos 

 Promastigotas de L. infantum foram isoladas de camundongos BALB/c e Swiss 

Webster e cultivadas em meio de cultura a fim de avaliar-se o perfil de proliferação in 

vitro. A curva foi iniciada com um inóculo de 5x105 parasitos/mL em volume final de 

10 mL meio Schneider contendo 20% SFB. Os parasitos foram mantidos a 26ºC e 

contados em câmara de Neubauer diariamente por até 7 dias. A cada dia, as células 

e o sobrenadante eram coletados para posterior utilização em outros experimentos. 

 

 

4.6. Análise da metaciclogênese dos parasitos 

 Para determinar a porcentagem de parasitos metacíclicos durante a curva de 

crescimento parasitário realizou-se teste de lise pelo complemento. Durante a curva 

de proliferação (48, 72 e 96 h) os parasitos (até a quinta passagem) foram coletados 
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e lavados com PBS por centrifugação a 5.000 rpm/10 min. As células foram 

ressuspensas, ajustadas a 3x106 parasitos em 1 mL PBS e incubadas com 20% de 

complemento humano (Sigma-Aldrich) por 30 min a 26ºC. Após esse tempo, foi 

realizada a contagem em câmara de Neubauer para avaliação da porcentagem de 

parasitos resistentes à lise. 

 

 

4.7. Obtenção e infecção de macrófagos peritoneais murinos 

Macrófagos peritoneais (MØ) foram obtidos de camundongos BALB/c e Swiss 

Webster para avaliar a infectividade in vitro dos parasitos de L. infantum. Em um 

ambiente estéril, foi realizada a lavagem da cavidade peritoneal utilizando meio RPMI 

1640 (Sigma-Aldrich) estéril, suplementado com 2 mM L-glutamina, 15 mM HEPES 

(Sigma-Aldrich), penicilina e estreptomicina e 10% SFB. As células foram contadas, 

ajustadas a 2x105 células/poço e incubadas em placas Lab-Tek em um volume final 

de 200 μL/poço. Após o período de 1 hora para aderência dos macrófagos, foi feita a 

lavagem da placa para remoção de células não aderentes e a cultura foi ou não 

estimulada por IFN-γ (10 ng/mL) e LPS (100 µg/mL) por 24 h, até o momento em que 

os parasitos foram adicionados à cultura numa proporção de 5:1 parasitos/macrófago. 

A infecção foi mantida overnight e a seguir, a cultura foi lavada por 5 vezes para 

remoção máxima dos parasitos que estavam no sobrenadante. A cultura foi mantida 

em RPMI com 10% SFB por 24 e 72 h a 37°C e 5% de CO2. Foram coletados os 

sobrenadantes das culturas e as lâminas com as células foram coradas pelo Kit 

Panótico Rápido (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil). Os resultados foram expressos como 

o índice de infecção, obtidos pela seguinte fórmula: 

IF= % de MØ infectados x Nº amastigotas 

   Nº MØ totais 

 

 

4.8. Avaliação da produção de NO extracelular  

Sendo a meia-vida do NO muito curta, é difícil quantificar diretamente a 

molécula, uma vez que ela reage rapidamente com água e oxigênio, formando nitrito 

(NO-
2) e nitrato (NO-

3), sendo estes estáveis e quantificáveis. Assim, a concentração 

de NO-
2 em solução aquosa ou meio de cultura pode ser tomado como uma medida 

da produção de NO. Com isso, os sobrenadantes coletados nos ensaios (itens 3.4, 
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3.5 e 3.7) foram utilizados para a dosagem de nitrito pelo método de Green (1982). 

Em resumo: 100 µL sobrenadante foram misturados com igual volume do reagente de 

Griess (0,1 % N-1-naftil-dihidrocloridrato de etilenodiamina em 5% de ácido fosfórico 

e 1 % de sulfanilamida). Após 10 min, à temperatura ambiente, a reação foi monitorada 

por leitura em espectrofotômetro a 540 nm. Foi utilizado nitrito de sódio (NaNO2) em 

meio de cultura para o preparo de uma curva padrão com faixa de concentração 

variando de 0,78 a 200 µM.  

 

 

4.9. Dosagem de NO intracelular 

Para avaliar a produção de NO gerado dentro dos parasitos, foi utilizado o 

indicador diacetato de 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2DA) (Kit Fluorimetric System for 

NOS Detection, Sigma-Aldrich). Este indicador tem sido empregado como um 

marcador específico e sensível ao NO em cultura de células (Chatton & Broillet 2002; 

Zhou & He 2011). O DAF-2DA é permeável à membrana plasmática e uma vez no 

interior das células, é clivado em 3,4-diaminofluoresceína (DAF-2) por meio da ação 

de esterases plasmáticas. Como o DAF-2 é uma molécula não-permeável à 

membrana, esta fica retido na célula e reage com o NO na presença de oxigênio. Esta 

reação produz o triazolo diaminofluoresceína (DAF-2T), um produto altamente 

fluorescente, que quando excitado, emite uma fluorescência que permite quantificar a 

formação de NO em tempo real (Fig.  3.1). Para este ensaio, os parasitos em terceiro 

dia de crescimento (2x106) foram incubados com 200 µL de uma solução de L-arginina 

contendo 5 µM DAF-2DA por 2 h à temperatura ambiente, seguindo as instruções do 

fabricante. A fluorescência foi medida utilizando um fluorímetro com emissão a 485 

nm e excitação a 530 nm. Como controle positivo para o teste, foram utilizados 

macrófagos de linhagem RAW 264.7. 
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Figura 4.1. Representação da ação do indicador DAF-2DA na detecção de NO no 

interior de células vivas. Adaptado de Maciel 2013. 

 

 

4.10. Determinação da atividade de arginase  

A atividade de arginase foi avaliada como previamente descrito por Corraliza e 

colaboradores (1994), com algumas modificações. Resumidamente, 1x107 células (do 

baço, do fígado e/ou parasitos) foram previamente lavadas em solução de sacarose 

(0,25 M) e KCl (5 mM), e adicionadas a 500 µL Triton X-100 a 0,1% em tampão 

antiproteolítico constituído de 0,1 mM fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF); 0,01% 

(p/v) leupeptina; 0,2 mg/mL inibidor de tripsina e 1 mM solução de benzamidina em 

sacarose (0,25 M) e KCl (5 mM). A mistura foi agitada por 30 min à temperatura 

ambiente. Depois da lise das células, 500 µL Tris-HCl (25 mM) contendo MnCl2 (5 mM) 

em pH 7,4 foi adicionado e a enzima foi ativada por 10 min a 56°C. Para iniciar a 

hidrólise da L-arginina, 50 μL do lisado previamente ativado foi incubado com 50 μL 

L-arginina (0,5 M) em pH 9,7. As amostras foram incubadas a 37°C por 60 min e a 

reação foi interrompida pela adição de 500 μL de uma mistura ácida contendo H2SO4, 

H3PO4 e H2O (1:3:7). A quantidade de ureia produzida foi avaliada através da adição 

de 25 μL solução etanólica a 9% de α-isonitrosopropiofenona e aquecimento 

subsequente a 100°C por 45 min. Após 10 min no escuro à temperatura ambiente, as 

amostras foram plaqueadas num volume final de 200 µL e a ureia produzida foi 

determinada a 540 nm em espectrofotômetro. Uma curva padrão foi preparada com 

quantidades crescentes de ureia em concentrações variando entre 1,5 a 30 μg/mL.  
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4.11. Extração de DNA 

A extração de DNA total das promastigotas de L. infantum foi realizada usando 

o kit PureLink® Genomic DNA (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 

EUA). Os parasitos em meio de cultura foram centrifugados a 1.200 g a 4ºC por 10 

min e o pellet formado foi tratado conforme as instruções do fabricante. O DNA obtido 

foi eluído em H2O livre de RNAse e estocado a -20°C. A pureza e a concentração do 

DNA extraído foram determinadas através de leitura em aparelho Nanodrop 2000c 

(Thermo Fisher Scientific). 

 

 

4.12. Reação de Polimerase em Cadeia (PCR) convencional 

A PCR foi realizada com o kit Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) e os oligonucleotídeos iniciadores (Tabela 4.1) foram desenhados manualmente 

a partir das sequências obtidas na plataforma online TriTrypdb (TriTrypdb.org.br). 

Foram adicionados a estas sequências, sítios de restrição para as enzimas NdeI e 

BamHI nas respectivas extremidades 5’ e 3’.  A amplificação foi realizada em um 

termociclador (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA) com o seguinte protocolo de 

amplificação: 1 ciclo de 95ºC (5 min); 30 ciclos de: 25 s a 95ºC, 30 s a 50°C, 45 s a 

72ºC; e um ciclo de 5 min a 72ºC em tampão TBE (Tris-EDTA). Os produtos da PCR 

foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% em tampão TBE e a coloração 

foi feita com GelRed (Biotium, Hayward, CA, USA) na proporção de 1:1000 em cuba 

horizontal a 100 V por 90 min. O resultante foi visualizado através do transiluminador 

UV e fotografado digitalmente. 

 

 

4.13. Sequenciamento do gene da arginase 

Com o intuito de buscar diferenças moleculares no gene da arginase, foi 

realizada uma comparação das sequências de DNA dos parasitos de L. infantum. O 

gene da arginase foi amplificado por PCR convencional. O resultante da amplificação 

foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%. A banda correspondente foi 

extraída e purificada pelo kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, 

Fitchburg, Wisconsin, EUA) e enviado para a Plataforma de Sequenciamento de DNA 

do Instituto Oswaldo Cruz (RPT01A/IOC – FIOCRUZ/RJ). A análise foi realizada pelo 

software BioEdit (Ibis Biosciences, Carlsbad, CA, EUA) e pela plataforma online 
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Clustal Omega (EMBL-EBI, Cambridge, CAM, RU - 

www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2), onde foi realizado um BLAST DNA para 

comparar a identidade das sequências das cepas aqui estudadas e da sequência 

depositada no banco de dados TriTrypdb (http://tritrypdb.org). 

 

 

4.14. Avaliação da expressão da arginase por qRT-PCR 

O RNA total de promastigotas no terceiro dia de crescimento (1x107) foi 

extraído dos parasitos com o reagente Trizol (Thermo Fisher Scientific), 

ressuspendido em água tratada com 2% dietilpirocarbonato (DEPC), quantificado em 

aparelho Nanodrop 2000c e avaliado quanto a sua integridade em eletroforese de gel 

de agarose 1,4%. Posteriormente, 2 μg RNA foram submetidos a reação de 

transcrição reversa (RT-PCR) com o uso do kit GoScript™ Reverse Transcription 

System (Promega) utilizando oligos (dT) e seguindo as recomendações do fabricante. 

O cDNA resultante foi então amplificado por PCR convencional e o produto da reação 

foi submetido a uma eletroforese em gel de agarose 1% acrescido de 2 µL corante 

não mutagênico Safer (Laborchemiker, Curitiba, PR, Brasil) a 90 V por 1 h. A PCR em 

tempo real (qPCR) foi realizada usando o kit GoTaq® qPCR Master Mix com BRYT 

Green® dye (Promega) com os oligonucleotídeos iniciadores (Tabela 4.1) para o gene 

da arginase de L. infantum e de α-tubulina como controle endógeno, seguindo as 

condições da PCR conforme relatado por Gobert e colaboradores (2002). Os produtos 

da qPCR foram detectados com o aparelho ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Thermo 

Fisher Scientific). Um ciclo da qPCR se constitui de: 94°C por 30 s, 60°C por 30 s e 

72°C por 45 s. A expressão relativa do mRNA foi calculada pelo QuantStudio™ 

Software V1.2 (Applied Biosystems). 

 

 

4.15. Construção do plasmídeo com inserto 

Para realizar a clonagem do gene da arginase, o produto da amplificação por 

PCR e o plasmídeo de interesse (pET28a – GenScript Inc, Piscataway, NJ, EUA) 

foram digeridos overnight à 37ºC com as enzimas de restrição (NdeI, BamHI) 

correspondentes aos sítios de clonagem. O material foi purificado e quantificado como 

descrito anteriormente. O inserto (ARG) e o plasmídeo digeridos foram submetidos a 

uma reação de ligação com 1 μL T4 ligase e 5 μL do seu respectivo tampão 2x, numa 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2
http://tritrypdb.org/


27 

 

proporção de 3:1 overnight à 16ºC, formando o plasmídeo pET28-ARG contendo gene 

de resistência para canamicina. O plasmídeo contento o gene foi inserido em bactérias 

quimiocompetentes DH5α e a seleção das bactérias DH5α-pET28-ARG se deu pelo 

uso de antibiótico (canamicina) e foi realizado o sequenciamento pela plataforma do 

IOC (Sanger et al. 1974). 

 

 

4.16. Obtenção e seleção dos clones recombinantes  

O plasmídeo pET28-ARG foi purificado e inserido em bactérias 

quimiocompetentes BL21 através de transformação por choque térmico (40 min a 0ºC, 

seguido de incubação por 2 min a 42ºC). O material foi transferido para placas de Petri 

contendo meio agar LB e mantido a 37ºC por 24 h. As colônias foram isoladas das 

placas de forma aleatória em meio LB líquido contendo canamicina e submetidas à 

análise por PCR. Nos cultivos de clones que mostraram amplificação do produto com 

tamanho esperado para o gene da arginase (clones recombinantes BL21-pET28-

ARG), foram adicionados 5% de DMSO, então aliquotados e mantidos a -80ºC até o 

momento do uso. 

 

 

4.17. Análise da expressão da proteína recombinante através de eletroforese 

em gel de poliacrilamida na presença de SDS (SDS-PAGE) 

As bactérias com o gene recombinante foram crescidas em meio LB a 37ºC até 

atingirem a densidade de óptica de 0,6 (leitura a 600 nm em espectrofotômetro). 

Posteriormente, as bactérias foram induzidas com isopropil β-D-1-

tiogalactopiranosideo (IPTG) e mantidas por 2 h a 28ºC. As amostras foram então 

submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% sob condições 

desnaturantes aplicando-se uma corrente de 80 V para o gel de empilhamento e 120V 

para o gel de fracionamento. Após a corrida, o gel foi corado com 0,2% Coomassie 

blue R-250, 50% metanol e 10% ácido acético.  
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Tabela 4.1. Sequências dos primers 

  

Técnica Gene Sequências dos primers 

PCR 

convencional/ 

sequenciamento 

ARG 

*PF – 5’ CGCATATGATGGAGCACGTGCA 3’ 

*PR – 5’ CGGGATCCCTACAGTTTGGCG 3’ 

RT-qPCR/ 

sequenciamento 

ARG 
PF – 5’ GTGTGGTACGGTCTCCGGTA 3' 

PR – 5’ GTGTGGTACGGTCTCCGGTA 3’ 

Alfa 

tubulina 

PF – 5’ CAGGTGGTGTCGTCTCTGAC 3’ 

PR – 5’ TAGCTCGTCAGCACGAAGTG 3’ 

 

*Sítios de restrição: NdeI, BamHI 

 

 

4.18. Análise estatística 

Os resultados foram analisados, quando apropriado, com estudos estatísticos 

através do teste ANOVA (GraphPad Prism; GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). 

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Infecção in vivo 

 

5.1.1. Peso dos órgãos 

Inicialmente, camundongos BALB/c e Swiss Webster foram infectados (i.p.) 

com 2x107 promastigotas de L. infantum (LII e LIC). Após a eutanásia, o peso total do 

baço dos camundongos controles e infectados foi avaliado. No caso de camundongos 

BALB/c, o peso do órgão não foi significativamente alterado pela infecção, 

independentemente do tempo e do parasito utilizado. No entanto, para camundongos 

Swiss Webster foi observado um aumento significativo no peso do baço 60 dias pós-

infecção (dpi) por ambas os parasitos de L. infantum quando comparados com o 

respectivo controle não infectado (Fig.  5.1).  

Em relação ao fígado, não foram observadas diferenças significativas no peso 

em relação ao grupo controle sem infecção em ambas as linhagens de camundongo 

e cepas do parasito (dados não mostrados). 
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Figura 5.1. Peso total do baço de camundongos infectados por diferentes 

parasitos de L. infantum. Em 30 e 60 dpi, o baço de camundongos BALB/c e Swiss 

Webster foram retirados e pesados em balança digital. (*p ≤ 0,05) 
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5.1.2. Avaliação da carga parasitária 

 Para analisar a capacidade infectiva in vivo dos parasitos de L. infantum foi 

realizado o ensaio de diluição limitante. A análise da LDA do baço e fígado dos 

camundongos infectados mostrou uma diferença significativa entre as cargas 

parasitárias nos diferentes grupos experimentais.  

No baço, a carga parasitária aumentou significativamente em 60 dpi em relação 

a 30 dpi, com exceção dos camundongos Swiss Webster infectados por LIC. De um 

modo geral, a LII mostrou-se mais infectiva que a LIC, especialmente em 

camundongos BALB/c, demonstrando as maiores cargas parasitárias tanto em 30 

quanto em 60 dpi (Fig.  5.2a).  

No fígado, a LII novamente mostrou-se mais infectiva em camundongos 

BALB/c, uma vez que as cargas parasitárias foram maiores em 30 e 60 dpi (Fig.  5.2b). 
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(b) 
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Figura 5.2. (a) Carga parasitária no baço. (b) Carga parasitária no fígado. A 

quantificação dos parasitos foi determinada através do ensaio de diluição limitante. O 

número de parasitos/grama de tecido foi estimado baseado no peso total do tecido 

removido e carga parasitária na diluição seriada (*p ≤ 0,01; **p ≤ 0,001; ***p ≤ 0,0001). 

 

Em geral, esses dados indicam que a L. (i.) infantum é mais infectiva que a 

L. (i.) chagasi para ambas as linhagens de camundongo avaliadas. Considerando a 

infecção entre as diferentes linhagens de camundongos, estes dados sugerem que 

estes modelos murinos apresentam diferenças de susceptibilidade, confirmando 

assim que os camundongos BALB/c são mais sensíveis à infecção que Swiss 

Webster. 

 

 

5.1.3. Avaliação da atividade das enzimas NOS e arginase 

 Uma vez que NOS e arginase são reguladas por citocinas do perfil de resposta 

imunológica do tipo Th1 e Th2, respectivamente, a atividade destas enzimas pode ser 

usada como indicador de susceptibilidade ou resistência à infecção em modelos 

murinos. Sendo assim, foram avaliadas de forma indireta a atividade da NOS pela 

produção de nitrito, assim como a atividade da arginase pela produção de ureia. 
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5.1.3.1. Avaliação da produção total da NO em células infectadas 

 Para a avaliação da produção de NO, as células do baço e do fígado dos 

animais infectados foram mantidas em cultura durante 48h e o sobrenadante foi 

utilizado para a dosagem de nitrito pelo método de Green (1982).  

A cultura de células do baço de  camundongos das duas linhagens infectados 

pelos parasitos de L. infantum mostrou um aumento significativo nos níveis de NO em 

30 e 60 dpi quando comparados com os respectivos controles não infectados. Em 

camungongos BALB/c, as células do baço de animais infectados com LIC 

apresentaram níveis de NO mais elevados do que no caso de LII nos tempos de 

infecção, sendo a diferença significativa apenas em 60 dpi (Fig.  5.3a). 

Em relação à cultura de células do fígado, os níveis de NO foram menores do 

que os observados nas células do baço. No entanto, células obtidas de camundongos 

BALB/c infectados com LIC apresentaram níveis de NO significativamente elevados 

em 30 e 60 dpi em relação as culturas provenientes de animais infectados com LII 

(Fig.  5.3b). Em camundongos Swiss Webster, não houve aumento significativo nos 

níveis de NO nas células do fígado em 30 dpi, porém, em 60 dpi as células infectadas 

por LIC mostraram maior produção de NO. 
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Figura 5.3. (a) Produção de NO extracelular nas células do baço. (b) Produção de NO 

extracelular nas células do fígado. O nitrito presente no sobrenadante das culturas foi 

avaliado através do método de Green e quantificado por espectrofotometria a 540 nm. 

(*p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,0001) 

 

 

5.1.3.2. Avaliação da produção total de ureia em células infectadas 

Além do NO, também foi avaliada indiretamente a atividade da arginase pela 

produção de ureia das mesmas culturas de baço e fígado, sendo observada redução 

na atividade enzimática em todos os grupos infectados. Em 30 dpi, em células de baço 

de camundongos BALB/c infectados com LIC houve uma diminuição significativa da 

atividade de arginase em relação ao grupo infectado por LII, que apresentou níveis 

semelhantes ao grupo controle não infectado (Fig.  5.4a). No entanto, em 60  dpi, 

ambos os grupos BALB/c infectados apresentaram produção de ureia reduzida em 

relação ao controle não infectado, havendo ainda uma redução significativa nas 

células infectadas por LIC quando comparado com a infecção por LII. Em 

camundongos Swiss Webster, tanto em 30 quanto em 60 dpi, a atividade da arginase 

em células baço de animais infectados foi significativamente menor que a do controle 

não infectado, e não foram observadas diferenças entre os grupos infectados por LII 

e LIC. 

A análise das culturas de células fígado de animais BALB/c e Swiss Webster 

infectados com LII e LIC mostrou uma diminuição significativa da atividade de arginase 
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em relação aos respectivos controles não infectados em 30 e 60 dpi. A comparação 

entre os quatro grupos infectados não mostrou diferenças na produção de ureia nestes 

dois tempos de análise (Fig.  5.4b). 
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Figura 5.4. (a) Produção de ureia nas células do baço. (b) Produção de ureia nas 

células do fígado. A quantificação foi por espectrofotometria a 540 nm. (*p ≤ 0,05; 

**p ≤ 0,0001) 
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5.2. Avaliações in vitro 

 

5.2.1. Perfil de proliferação dos parasitos de L. infantum isoladas das diferentes 

linhagens de camundongos 

Tendo em vista que os parasitos de L. infantum apresentaram diferenças de 

infectividade in vivo, a etapa seguinte foi avaliar o seu comportamento biológico in 

vitro, bem como a possível influência que o hospedeiro pode exercer sobre o mesmo. 

Para isso, promastigotas de LII e LIC foram isoladas dos camundongos BALB/c e 

Swiss Webster. De modo a facilitar o entendimento, foram utilizadas as seguintes 

denominações: LII.B e LIC.B quando isoladas de BALB/c e LII.S e LIC.S, isoladas de 

Swiss Webster. 

Primeiramente, uma curva de proliferação foi realizada para avaliar o perfil dos 

parasitos de L. infantum (LII e LIC) (Fig.  5.5). De forma geral, o crescimento da LII foi 

maior que o crescimento da LIC com diferenças significativas a partir do segundo até 

o quinto dia de cultivo, porém ambas apresentam a fase estacionária entre o terceiro 

e quarto dia, demonstrando o mesmo perfil da curva de proliferação. 
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Figura 5.5. Curva de proliferação dos isolados de L. infantum: A curva foi iniciada 

com um inóculo de 5x105 parasitos/mL num volume total de 10 mL de meio e os 

parasitos foram contados durante 7 dias em câmara de Neubauer. (*p ≤ 0,01; 

**p ≤ 0,0001). 
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5.2.2. Análise do percentual de formas metacíclicas nas culturas de L. infantum 

Visto que, apesar das cepas de L. infantum apresentarem o mesmo perfil 

(Fig. 5.5), as taxas de proliferação são diferentes. Para avaliar se estes parasitos 

apresentam diferenças na infectividade, a porcentagem de formas metacíclicas na 

cultura foi determinada pelo ensaio de lise pelo complemento. 

Como observado na Figura 5.6, o percentual de células resistentes à lise pelo 

complemento foi significantemente maior nos isolados de LII em todos os tempos 

avaliados. Essa maior porcentagem de formas metacíclicas foi observada nos 

mesmos dias em que as culturas de LII apresentavam mais parasitos do que as 

culturas de LIC. Além disso, no terceiro de cultivo, observou-se a maior quantidade de 

parasitos metacíclicos, sendo este o dia em que as culturas estavam chegando na 

fase de crescimento estacionário. Estes dados sugerem que LII é mais infectiva que 

LIC.  
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Figura 5.6. Avaliação da metaciclogênese dos isolados de L. infantum:  O 

percentual de células resistentes à lise pela atividade do complemento humano foi 

avaliado após 48, 72 e 96 h de proliferação. (*p ≤ 0,001; **p ≤ 0,0001). 

 

 

5.2.3. Infecção in vitro 

Para confirmar a hipótese de que parasitos de L. (i.) infantum são mais 

infectivos que os de L. (i.) chagasi e com base nas avaliações da curva de proliferação 

e da metaciclogênese, o terceiro dia foi escolhido para realizar a infecção de 

macrófagos peritoneais (MØ) in vitro para determinar o índice de infecção pelos 
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parasitos de L. infantum. Além disso, neste ensaio foi avaliado ainda a 

susceptibilidade das células dos hospedeiros à infecção. Para isso, foram utilizados 

macrófagos peritoneais provenientes dos camundongos BALB/c e Swiss Webster. 

Como pode-se observar na Tabela 5.1, LII e LIC infectaram macrófagos das 

duas linhagens de camundongos, com valores de percentagem de infecção após 24 

h na faixa de 55-75% para MØ obtidos de BALB/c (Tabela 5.1a) e 35-53%, para Swiss 

Webster (Tabela 5.1b).  Pela análise do índice de infecção podemos observar em 24 

e 72 h, valores sempre superiores no caso da utilização de parasitos de LII 

(principalmente isolados de BALB/c – LII.B), mostrando que estes são mais infectivos 

que os parasitos de LIC. A comparação em relação às linhagens murinas, mostrou 

que macrófagos de camundongos BALB/c foram mais susceptíveis à infecção por 

ambos os parasitos, sendo a porcentagem de macrófagos infectados, em média, 

quase 1,4x superior à observada em camundongos Swiss Webster. Estes dados 

corroboram com os vistos na metaciclogênese, onde os isolados de L. (i.) infantum 

apresentaram a maior porcentagem de parasitos metacíclicos, bem como aos 

resultados vistos na infecção in vivo, onde os camundongos BALB/c mostraram-se 

mais susceptíveis à infecção.  

 

Tabela 5.1. Índice de infecção dos isolados de L. infantum em macrófagos 

murinos: a) Macrófagos de camundongos BALB/c; b) Macrófagos de camundongos 

Swiss Webster. O índice de infecção foi avaliado através do cálculo: % MØ infectados 

x nº de amastigotas/MØ totais. (*p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01) 

 

a) 

MØ BALB/c  % MØ 
infectadosinfecção 

Nº de amastigotas/ 
MØ totais 

Índice de 
infecção 

24 horas 

LII.B 75 ± 6,1** 5 ± 2,3 375 

LIC.B 60 ± 5,5 3 ± 1,5 180 

LII.S 70 ± 4,2* 5 ± 1,7 350 

LIC.S 55 ± 3,5 4 ± 1,5 220 
     

72 horas 

LII.B 90 ± 4,1** 9 ± 2,3 810 

LIC.B 75 ± 6,5 6 ± 1,2 450 

LII.S 82 ± 7,2* 6 ± 2,1 492 

LIC.S 70 ± 5,5 7 ± 1,4 490 
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b) 

MØ Swiss 
Webster 

 % MØ 
infectadosinfecção 

Nº de amastigotas/ 
MØ totais 

Índice de 
infecção 

24 horas 

LII.B 53 ± 4,4* 3 ± 2,3 159* 

LIC.B 42 ± 6,3 2 ± 1,5 84 

LII.S 52 ± 4,1* 3 ± 2,7 156 

LIC.S 35 ± 6,5 3 ± 2,5 105 
     

72 horas 

LII.B 62 ± 7,2 6 ± 4,6 372* 

LIC.B 52 ± 4,5 5 ± 6,2 260 

LII.S 56 ± 8,2 6 ± 5,4 336* 

LIC.S 50 ± 10,2 4 ± 3,2 200 

 

 

5.2.4. Avaliação indireta da atividade da NOS em promastigotas de L. infantum 

A fim de se avaliar a atividade da NOS de formas promastigota de ambos os 

parasitos de L. infantum, alíquotas do sobrenadante foram coletadas em diferentes 

dias de cultivo (48-120 h) e o NO extracelular foi determinado pela quantidade de 

nitrito presente no meio de cultura. No entanto, não foram observadas diferenças entre 

os diferentes grupos experimentais e os níveis de NO mostraram-se muito baixos (Fig.  

5.7), em especial no caso de parasitos provenientes de camundongos Swiss Webster, 

onde não foi possível detectar a produção de NO. 
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Figura 5.7. Avaliação da produção de NO extracelular em culturas de 

promastigotas: O sobrenadante das culturas de Leishmania foi coletado diariamente 

e a quantidade de nitrito foi avaliada pelo método de Green a 540 nm em 

espectrofotômetro. Os níveis de NO em promastigotas provenientes de camundongos 

Swiss Webster foram indetectáveis, por essa razão, esses pontos foram excluídos do 

gráfico. 

 

Devido à baixa produção de NO pelas promastigotas de L. infantum, foi dosada 

a quantidade total desta molécula durante a infecção de macrófagos de camundongos 

BALB/c estimulados com LPS e INF-γ. Como observado na Figura 5.8, sem 

estimulação, macrófagos infectados ou não, mostraram níveis de NO muito baixos; 

níveis significantemente mais altos só foram observados após estímulo com LPS e 

INF-γ, inclusive no caso de macrófagos infectados. Estes dados sugerem que 

macrófagos sozinhos produzem quantidades muito baixas de NO, e que a infecção 

por si só não foi capaz de estimular macrófagos a produzirem altos níveis de NO. 

Somando os dados de produção de NO in vitro, constatou-se que o método de Green 

não foi sensível o suficiente para esta avaliação, então a padronização de uma outra 

metodologia para quantificação de NO fez-se necessária. 
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Figura 5.8. Avaliação da produção de NO durante a infecção de macrófagos 

estimulados: Macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c foram estimulados 

por LPS e INF-γ e infectados pelos parasitos de L. infantum. O sobrenadante das 

culturas foi coletado e a quantidade de nitrito foi avaliada pelo método de Green a 540 

nm em espectrofotômetro. (*p ≤ 0,0001) 

 

Diante disso, para avaliar a produção de NO gerado dentro de formas 

promastigotas de L. infantum, foi utilizado o indicador diacetato de 4,5-

diaminofluoresceina (DAF-2DA), que possui a capacidade de entrar nas células e, 

após sofrer modificações, fluoresce quando em contado com o NO. Devido à pouca 

diferença nas produções de NO durante a curva de proliferação do parasito, o terceiro 

dia foi escolhido para a dosagem de NO, visto que este é o dia em que as culturas 

apresentam as maiores porcentagem de formas metacíclicas. Como resultado, pode-

se observar que através do uso de marcador DAF-2DA, foi possível quantificar o NO 

(em níveis basais) produzido pelos parasitos, demonstrando assim que este método 

é válido e adequado. Interessantemente, não foram observadas diferenças 

significativas entre as promastigotas de L. infantum aqui estudados (Fig.  5.9), 

sugerindo que estes parasitos possivelmente produzem níveis basais de NO de forma 

semelhante. 
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Figura 5.9.  Dosagem de NO intracelular em promastigotas de L. infantum: A 

produção de NO intracelular em promastigotas foi avaliada por marcação com DAF-

2DA através do kit Fluorimetric System for NOS Detection. Macrófagos de linhagem 

RAW 264.7 foram utilizados como controle positivo. 

 

 

5.2.5. Avaliação da produção de ureia em promastigotas de L. infantum 

A atividade da arginase foi avaliada através da dosagem de ureia também 

durante a curva de proliferação dos parasitos. Níveis de ureia mais elevados foram 

encontrados em 72h tanto em LII quanto em LIC, isoladas de BALB/c ou de Swiss 

Webster. Após 48-96h de cultura, LII isolada de ambos os camundongos, apresentou 

níveis mais elevados de ureia em relação a LIC. Interessantemente, isto ocorreu ao 

mesmo tempo em que os parasitos de LII apresentaram maior percentual de formas 

metacíclicas (Fig. 5.10). 
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Figura 5.10. Avaliação da produção de ureia em promastigotas de L. infantum: 

A quantidade de ureia produzida foi avaliada durante a curva de proliferação por 

espectrofotometria a 540 nm. (*p ≤ 0,001; **p ≤ 0,0001) 

 

 

5.3. Análises moleculares 

 

5.3.1. Avaliação da expressão da arginase 

Uma vez que parasitos de ambos os isolados de L. infantum demonstraram 

diferenças na atividade da arginase, foi avaliado a expressão desta enzima através 

de qRT-PCR em promastigotas no terceiro dia de cultivo isoladas das duas linhagens 

de animais. Como visto na Fig 5.11, LII isolada de Swiss Webster demonstrou uma 

maior expressão da arginase quando comparada com os outros isolados, com 

diferenças significativas quando comparada a LII.B (*p ≤ 0,05) e LIC.S (**p ≤ 0,01). 
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Figura 5.11. Expressão relativa da arginase dos isolados de L. infantum: O RNA 

total das promastigotas em 3º dia de cultivo foi extraído e transcrito de forma reversa. 

O cDNA resultante foi quantificado por PCR em tempo real. O gene da proteína α-

tubulina foi utilizada como referência. (*p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01) 

 

 

5.3.2. Sequenciamento do gene da arginase 

A fim de entender se a diferença de expressão observada no resultado anterior 

poderia estar relacionada diferenças genéticas, foi realizada uma comparação das 

sequências de DNA dos parasitos de L. infantum. Inicialmente, o DNA total de 

promastigotas foi extraído e o gene da arginase foi amplificado por PCR convencional. 

A confirmação da amplificação foi feita em gel de agarose a 1% onde observou-se 

uma banda de aproximadamente 990 pares de base (bps) correspondente ao gene da 

arginase (Fig.  5.12).  
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Figura 5.12. Resultado da amplificação do gene da arginase: O DNA total das 

promastigotas de L. infantum foi extraído e o gene da arginase foi amplificado por 

PCR. Os produtos da amplificação foram confirmados em gel de agarose a 1%. 

 

Em seguida, as sequências obtidas foram enviadas para a plataforma de 

sequenciamento da FIOCRUZ. Após as análises, não foram encontradas diferenças 

entre as sequências gênicas de LII e LIC, sendo idênticas à sequência depositada no 

banco de dados (Fig. 5.13). Com isso, é possível afirmar que os parasitos são 

molecularmente iguais entre si (em relação ao gene da arginase) e idênticos a 

sequência de L. infantum depositada no banco de dados TriTrypDB.  

 

 

 

Figura 5.13. Comparação das sequências do gene da arginase: Imagem 

representativa das sequências do gene da arginase dos parasitos de L. infantum e da 

sequência depositada no banco de dados TriTrypDB.org. 

1000 bps 

LII      LIC 
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Tomados em conjunto, estes dados sugerem que, apesar dos parasitos de 

L. infantum apresentarem sequência do gene da arginase idênticas, a expressão 

deste gene é diferente, podendo indicar que as diferenças vistas na atividade da 

arginase podem estar relacionadas à expressão genética. 

 

 

5.3.3. Clonagem do gene da arginase 

Na intenção de determinar a importância da arginase dos parasitos, foi iniciado 

um processo de clonagem deste gene. O gene ARG foi amplificado e inserido no vetor 

pET28a, gerando o plasmídeo pET28-ARG. Para aumentar a estabilidade e o número 

de cópias do vetor, este foi mantido em bactérias DH5α. A inserção foi confirmada por 

digestão com enzimas restrição, onde o inserto com o tamanho esperado foi liberado 

(Fig.  5.14). 

 

 

 

 

Figura 5.14. Resultado da digestão dos clones DH5α-pET28-ARG em gel de 

agarose 1%: Digestão dos clones 1 e 2 com as enzimas de restrição NdeI e BamHI. 

 

 Uma vez obtido o plasmídeo pET28-ARG, este foi transfectado em células 

quimiocompetentes BL21, gerando diversos clones recombinantes (Fig.  5.15a), que 

foram selecionados por pressão de antibiótico e a transfecção confirmada por PCR 

(Fig.  5.15b). 

 

 

 



46 

 

(a) 

 

 

 

(b) 

 

 

Figura 5.15. Transfecção do gene arginase de L. infantum em bactérias 

quimiocompetentes. (a) Colônias de bactérias BL21-pET28-ARG. (b) Confirmação 

da transfecção por eletroforese. Clones BL21-pET28-ARG selecionados em meio agar 

LB com canamicina. Foi realizado PCR para confirmar a transfecção que foi analisado 

em gel de agarose 1%. M: marcador de peso molecular; C1: clone BL21-pET28-ARG. 

 

Por fim, após a confirmação da transfecção, foram realizados testes de indução 

da expressão do gene com IPTG e a análise dessa expressão foi realizada por gel de 

poliacrilamida. Como apresentado na Figura 5.16, nas bactérias que foram induzidas 

foi observada uma banda, de aproximadamente 40 kDa, correspondente a expressão 

do gene ARG, mostrando que a clonagem foi bem-sucedida. 
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Figura 5.16. Expressão do gene ARG em bactérias transfectadas. Bactérias BL21-

pET28-ARG foram incubadas com IPTG e induzidas à expressão. M: marcador de 

peso molecular. 
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6. DISCUSSÃO 

 

Sendo a leishmaniose visceral (LV) uma grave doença que acomete milhões 

de pessoas todos os anos e que pode levar à morte parte das pessoas atingidas (WHO 

2010), estudar sua patologia, bem como entender as características de seus agentes 

etiológicos, são de suma importância. Como relatado anteriormente, a classificação 

do parasito responsável pela leishmaniose visceral americana (LVA) ainda é muito 

controversa na literatura. Seja L. (i.) chagasi uma espécie diferente, ou sinonímia da 

espécie L. (i.) infantum, é necessário considerar que ambos os parasitos apresentam 

diferenças entre si, como comportamento biológico, bioquímico e patogênico (Silveira 

& Corbett 2010). 

Na literatura existem diversos trabalhos demonstrando as variedades genéticas 

e moleculares entre diferentes isolados de L. infantum oriundos de diversas regiões 

geográficas (Baptista-Fernandes et al. 2007; Kuhls et al. 2011; Alvarenga et al. 2012), 

no entanto, são poucos os trabalhos relatando as diferenças de infectividade e 

capacidade de sobrevivência de diferentes cepas no hospedeiro vertebrado (Marques 

et al. 2015). 

Um método que tem sido utilizado nos últimos anos para identificação e 

caracterização de diferentes isolados de Leishmania é a eletroforese de enzima 

multilocus (MLEE), que possibilita a determinação de similaridades e diferenças de 

enzimas (isoenzimas) entre diferentes parasitos (Lima 2010). As isoenzimas são 

enzimas que apresentam diferentes formas moleculares (derivadas de diferenças 

genéticas) mas que catalisam basicamente a mesma reação (Market & Moller 1959). 

Neste tipo de eletroforese, cepas de Leishmania são agrupadas em grupos com 

padrões enzimáticos idênticos (perfis eletroforéticos) denominados zimodemas. O 

método de Montpellier (MON) é bastante utilizado e caracteriza-se na análise de 15 

sistemas enzimáticos (Rioux et al. 1990). Isolados de L. infantum são comumente 

agrupados no zimodema MON-1 (Kuhls et al. 2011). Esta e outras técnicas similares 

são eficazes para demonstrar variações intraespecíficas de diferentes parasitos e são 

muito utilizados por autores em discussões acerca de classificação taxonômica e 

quanto a origem da L. (i.) chagasi no Novo Mundo (Silveira & Corbett 2010). Contudo, 

apesar do importante avanço na área de biologia molecular para caracterizações 

genéticas de Leishmania spp., caracterizações relacionadas a biologia dos parasitos 

são igualmente necessárias. 
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Os dados apresentados neste trabalho demonstraram que parasitos de 

L. (i.) infantum e de L. (i.) chagasi possuem diferenças entre si com relação aos 

aspectos biológicos e patogênicos. Como visto inicialmente, parasitos de L. infantum 

apresentaram diferentes graus de infectividade durante a infecção experimental in vivo 

em diferentes modelos murinos. LII demonstrou-se mais infectiva tanto em 30 quanto 

em 60 dpi. Outro ponto importante que deve ser ressaltado dentre os resultados 

obtidos é que animais com diferentes backgrounds genéticos apresentaram diferentes 

sensibilidades à infecção, sendo camundongos BALB/c mais susceptíveis. Com isso, 

demonstra-se que a escolha racional de um modelo animal para ensaios in vivo ou in 

vitro é de grande relevância por interferir diretamente nos resultados de testes com 

agentes quimioterápicos, nas respostas imunológicas e farmacológicas. 

Uma questão de grande importância durante uma infecção por Leishmania spp. 

é o tropismo de cada espécie deste parasito no hospedeiro vertebrado, pois além dos 

fatores parasitários também participam fatores do próprio hospedeiro. Já é bem 

descrito na literatura científica que a participação de células e moléculas da resposta 

imunológica do hospedeiro influenciam diretamente no curso e no desenvolvimento 

da doença. Neste sentido, o estudo da interação parasito-hospedeiro é extremamente 

importante, uma vez que são os elementos provenientes desta interação que vão 

determinar o sucesso ou a falha terapêutica (Basselin et al. 1997; Nieto et al. 1999; 

Chrusciak-Talhari et al. 2009).  

É sabido que a resposta imune mediada por células T-helper desempenha um 

papel fundamental no controle da infecção por parasitos do gênero Leishmania. Este 

tipo de resposta é claramente polarizado em infecções experimentais em modelo 

murino, uma vez que animais resistentes à infecção apresentam produção mais 

acentuada de INF-γ, enquanto que animais susceptíveis apresentam maior produção 

de IL-4 (Heinzel et al. 1989). Segundo Romagnami (2000), a polarização Th1 e Th2 é 

determinada por fatores ambientais e genéticos, o que explica as diferentes 

susceptibilidades à infecção observadas em camundongos com diferentes 

backgrounds genéticos. 

Contudo, parasitos do gênero Leishmania possuem a capacidade de modular 

a resposta imune do hospedeiro infectado para aumentar suas chances de 

sobrevivência no interior das células (Cecilio et al. 2014). Dentre os mecanismos 

utilizados por estes parasitos está a captação de L-arginina, substrato utilizado pela 

enzima iNOS, suprimindo a produção de NO do hospedeiro e inibindo a liberação de 
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citocinas pró-inflamatórias (Liew et al. 1991; Moll et al. 1995; Wanasen & Soong 2008). 

Este processo leva a um aumento da atividade da arginase, que por sua vez pode ser 

modulada pelo parasito. Estudos in vitro com meios de cultura contendo diferentes 

concentrações de L-arginina, mostraram que a concentração deste aminoácido é 

crucial no efeito do NO e assim na morte do parasito (Genestra et al. 2003b). 

Os dados aqui obtidos demonstraram que células do baço e fígado infectadas 

pelos parasitos de L. infantum produziram diferentes níveis de NO, sendo os maiores 

níveis vistos nas células de BALB/c infectadas por LIC. Curiosamente, apesar das 

células de baço infectadas terem produzido mais NO do que as células não infectadas, 

os parasitos de ambas as cepas ainda foram capazes de sobreviver e até multiplicar 

no interior dos hospedeiros, visto que as cargas parasitárias aumentaram após 60 dpi, 

principalmente em células infectadas pela LII. No trabalho publicado por Marques e 

colaboradores (2015), parasitos da L. (i.) infantum aqui utilizada, foram capazes de 

sobreviver a altas quantidades de NO presente em meio de cultura, demonstrando 

uma maior resistência a toxicidade causada pelo NO, podendo explicar o fato da LII 

ter resistido bem à infecção. 

Em relação à atividade da arginase, observou-se uma baixa produção geral de 

ureia tanto no baço como no fígado dos animais infectados em comparação com os 

animais controle. Contudo, células do baço de camundongos BALB/c infectadas pela 

LII mostraram maiores produções de ureia em relação as outras células infectadas. 

Esta maior produção pode estar relacionada com as maiores cargas parasitárias 

observadas nestas células. Tomados em conjunto, os resultados das atividades da 

NOS e da arginase indicam que parasitos de L. infantum podem influenciar no 

metabolismo da L-arginina do hospodeiro infectado. No entanto, outros ensaios 

avaliando a atividade destas enzimas nos parasitos e nas células hospedeiras, de 

forma diferencial, durante a infecção são necessários, como por exemplo, ensaios de 

inibição ou das enzimas do parasito ou da célula hospedeira infectada. 

De modo geral, observou-se que camundongos BALB/c foram mais 

susceptíveis à infecção por Leishmania do que camundongos Swiss Webster, 

principalmente quando o parasito era mais infectivo, como no caso da LII. Como 

descrito por Pereira & Alves (2008), fatores genéticos dependentes da linhagem 

murina interferem no sucesso da infecção experimental, levando a diferenças na 

progressão e desenvolvimento da doença. No entanto, além da capacidade do 

hospedeiro em responder à infecção, deve-se considerar ainda as diferenças 
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biológicas da cepa e da espécie do parasito, uma vez que trabalhos publicados já 

demonstraram que isolados de L. infantum pertencentes ao mesmo zimodema ou até 

mesmo parasitos de um mesmo isolado podem apresentar diferentes sensibilidades 

à resposta imune do hospedeiro, o que pode estar relacionado com fatores de 

virulência (Garin et al. 2001; Baptista-Fernandes et al. 2007). 

Alguns autores buscaram identificar diferenças de infectividade em macrófagos 

e outros marcadores de virulência entre isolados de L. infantum, porém sem sucesso 

(Campos-Ponce et al. 2005; Meddeb-Garnaoui et al. 2009). Entretanto, há trabalhos 

indicando diferenças de infectividade entre cepas de L. infantum e modulação, por 

parte dos parasitos, da expressão das enzimas do metabolismo da L-arginina durante 

a infecção de camundongos (Marques et al. 2015). Apesar disso, ainda existe a 

necessidade de se produzir estudos relatando estas diferenças entre parasitos 

provenientes de regiões geográficas distintas. 

Diante disso, no presente estudo buscou-se avaliar as características 

biológicas e moleculares de diferentes parasitos de L. infantum e o comportamento 

deles quando isolados de diferentes hospedeiros (camundongos BALB/c e Swiss 

Webster). Com isso, observou-se que a L. (i.) infantum, seja isolada de camundongos 

BALB/c ou Swiss Webster, apresenta uma maior taxa de crescimento que a 

L. (i.) chagasi, no entanto, ambas possuem o mesmo perfil de crescimento. Foi 

avaliada ainda a capacidade infectiva e o comportamento dos diferentes parasitos 

durante a infecção de macrófagos dos mesmos hospedeiros de onde foram isoladas. 

Assim como os resultados in vivo, a L. (i.) infantum mostrou-se mais infectiva tanto 

pela quantidade de formas metacíclicas, em cultura, resistentes ao complemento 

presente no soro, bem como pelo índice de infecção nos macrófagos murinos. Além 

disso, macrófagos de camundongos com diferentes backgrounds genéticos também 

apresentaram diferentes susceptibilidades à infecção in vitro, reforçando a importância 

da busca por melhores modelos murinos para a infecção experimental. Os dados de 

metaciclogênese e infectividade in vitro aqui apresentados confrontam com os 

resultados vistos por Campo-Ponce e colaboradores (2005), onde isolados de 

L. infantum e L. major não demonstraram diferenças tanto na sensibilidade a soro 

(resistência a lise pelo complemento) quanto na infectividade sobre macrófagos de 

camundongos BALB/c. 

Parasitos do gênero Leishmania quando se estabelecem dentro dos 

macrófagos, demonstram uma habilidade em sobreviver num ambiente considerado 
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“hostil” e precisam modular as funções da resposta imunológica da célula hospedeira. 

O metabolismo da L-arginina está intimamente associado ao sucesso ou a falha do 

estabelecimento da infecção Leishmania spp., pois é esta via que pode determinar 

tanto a morte quanto a sobrevivência dos parasitos (Wanassen & Soong 2008). 

  Neste sentido, já foi demonstrada a diminuição de produção de NO em 

macrófagos infectados por Leishmania pela inibição da enzima iNOS (Balestieri et al. 

2002). Outros estudos com L. donovani tem demonstrado a capacidade destes 

parasitos em modular a atividade de arginase em células do baço de animais 

infectados, favorecendo o estabelecimento da infecção pelo aumento da expressão 

da enzima (Rodrigues et al. 2015). Consequentemente, é de grande interesse 

estabelecer uma relação entre os níveis de indução e inibição das enzimas NOS e 

arginase nos parasitos intracelulares, assim como da própria célula hospedeira 

infectada. Entretanto, poucos são os trabalhos relatando as diferenças de atividade 

das enzimas do metabolismo da L-arginina, muito menos comparando promastigotas 

de diferentes cepas de L. infantum. 

Considerando a relevância do NO na leishmaniose, sua avaliação no parasito 

é de grande importância científica para a compreensão geral do metabolismo da L-

arginina no parasito e sua participação na infectividade/virulência. A detecção deste 

radical livre é um desafio, que pode ser atribuído à sua curta meia-vida e à sua baixa 

concentração. Os métodos diretos ou indiretos de detecção de NO, como 

quimioluminescência, dosagem de nitrito ou a expressão de mRNA de NOS e outros, 

são ainda métodos considerados limitados pela incapacidade de definir populações 

de interesse e detectar eventos intracelulares a nível unicelular (Chatton & Broillet 

2002; Failli et al. 2002). 

Para demonstrar a produção de NO, através da formação de nitrito em 

promastigotas de L. infantum, utilizou-se o método de Green (1892). Contudo, devido 

as baixas quantidades de nitrito presente nos sobrenadantes das culturas, esta 

técnica mostrou-se insensível para estes testes. Não foi possível detectar a produção 

de NO nem mesmo quando macrófagos foram infectados pelas mesmas 

promastigotas. A produção de NO só pode ser observada quando foram utilizados 

estímulos para ativar a iNOS de macrófagos murinos. Diante da baixa sensibilidade 

do reagente de Griess, a padronização e aplicação de uma outra técnica altamente 

sensível de detecção de NO com um indicador fluorescente intracelular foi realizada. 

O marcador utilizado neste trabalho foi o diacetato de 4,5-diaminofluoresceina (DAF-
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2DA) que tem sido amplamente utilizado em modelos biológicos variados. Contudo, o 

uso deste marcador na avaliação de NO em Leishmania é mais recente e algumas 

pesquisas já demonstraram a eficácia do uso deste marcador em cultura de 

macrófagos infectados (Sarkar et al. 2011). Nesse sentido, ao utilizar este indicador 

fluorescente foi possível detectar a produção basal de NO no interior das 

promastigotas de L. infantum que, no entanto, não apresentaram alterações 

significativas entre os diferentes isolados. 

Como demonstrado por Balestieri e colaboradores (2002), em macrófagos 

infectados por Leishmania ocorreu inibição da atividade da iNOS, seguida da redução 

da produção de NO, indicando a habilidade da Leishmania em evadir dos mecanismos 

de defesa da célula hospedeira. Apesar do NO ser uma importante molécula 

responsável por diversos processos de sinalização celular e ser considerada por 

alguns autores como uma das peças chave na resposta imune do hospedeiro (Green 

et al. 1990a; 1990b; Evans et al. 1993; Murray & Nathan 1999; Awasthi et al. 2004), a 

arginase mostra-se igualmente importante, uma vez que ela é uma enzima essencial 

na via de geração de poliaminas. Contudo, poucos trabalhos na literatura relatam a 

importância da inibição da arginase dos parasitos e a produção de NO pelos 

macrófagos infectados (Rodrigues et al., 2015), muito menos a atividade e expressão 

destas enzimas em diferentes cepas de Leishmania. 

Já foram descritas a existência de uma NOS em Leishmania spp. (Genestra et 

al. 2003a), bem como em Trypanosoma cruzi (Paveto et al.,1995). Porém, são 

escassos na literatura e em bancos de dados genômicos, a identificação do gene 

responsável pela codificação desta enzima em tripanosomatídeos (Silva 2010), 

dificultando assim a busca por diferenças moleculares da NOS entre cepas de 

Leishmania. Contudo, o gene da arginase já é bem descrito, permitindo assim a 

realização de diversas análises.  

Observou-se neste trabalho que diferentes isolados de L. infantum apresentam 

atividade da arginase diferente entre si durante sua proliferação. No entanto, ambos 

isolados demonstraram maior atividade da enzima no terceiro dia de cultivo, quando 

os parasitos estão chegando na fase estacionária. Para buscar as possíveis causas 

dessas diferenças de atividade, realizou-se o sequenciamento do gene ARG e a 

expressão relativa da enzima. Como resultado, constatou-se que este gene é idêntico 

entre os isolados de L. infantum e idêntico à sequência depositada no banco de dados 

online TriTryp. Apesar disso, os isolados apresentaram expressão relativa do mRNA 
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diferenciada entre si, o que pode explicar os resultados vistos no ensaio de atividade. 

Para confirmar estes dados, mais estudos sobre expressão da enzima (como ensaios 

de Western blot) são necessários. 

Devido aos poucos estudos demonstrando a importância da arginase dos 

parasitos sobre sua capacidade infectiva, iniciou-se um processo de clonagem desta 

enzima para posteriores ensaios de super-expressão nos diferentes parasitos de 

L. infantum, bem como análises do comportamento destes frente a esta situação. 

Foram realizados com sucesso a subclonagem em vetores de expressão (pET28-

ARG) e a clonagem em bactérias quimiocompetentes BL21 (BL21-pET28-ARG). 

Dando continuidade a estes ensaios, estão sendo realizadas a expressão e 

purificação da arginase em sistema heterólogo como parte do subprojeto desenvolvido 

por outros membros do nosso grupo de pesquisa. Como isso será possível realizar 

outros testes para melhor entendimento do papel da arginase no metabolismo da L-

arginina de parasitos do gênero Leishmania. 
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7. CONCLUSÕES 

 

Os dados apresentados neste trabalho indicam que a L. (i.) infantum e a 

L. (i.) chagasi apresentam comportamento biológico e molecular diferentes, apesar de 

serem consideradas idênticas entre si. A L. (i.) infantum mostrou-se mais infectiva que 

a L. (i.) chagasi tanto in vivo quanto in vitro, demonstrando as maiores cargas 

parasitárias e índices de infecção, maiores taxas crescimento biológico e de formas 

metacíclicas em cultura, o que reflete no seu grau de virulência. 

Observou-se também que durante a infecção in vivo por estes parasitos houve 

diferenças na atividade das enzimas NOS e arginase, enzimas que podem determinar 

a morte ou a sobrevivência de Leishmania spp., indicando que estes parasitos podem 

influenciar no metabolismo da L-arginina do hospedeiro infectado. Contudo, mais 

estudos são necessários para confirmar este dado. 

In vitro, não foram observadas diferenças significativas na produção de NO 

intracelular entre promastigotas de L. infantum isoladas de animais com diferentes 

backgrounds genéticos. Entretanto, em relação a enzima arginase, apesar dos 

parasitos apresentarem o gene ARG idêntico entre si, a L. (i.) infantum demonstra 

maior atividade e expressão relativa desta enzima, que é de extrema importância para 

a manutenção destes protozoários no interior da célula hospedeira.  

Por fim, concluiu-se também que camundongos com diferentes backgrounds 

genéticos apresentam diferentes susceptibilidades à infecção quando infectados por 

diferentes parasitos de Leishmania, tanto in vivo quanto in vitro, reforçando a 

importância da busca por melhores modelos animais para o estudo da fisiopatologia 

das leishmanioses.  
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