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No Brasil, a Leishmaniose Visceral (LV), que tem como agente etiológico a Leishmania 

chagasi (sinonímia Leishmania infantum), vem sendo amplamente distribuída. O cão se 

destaca como reservatório doméstico deste parasito, favorecendo sua transmissão no 

ambiente urbano. Considerando que a transmissão da L. chagasi ocorre necessariamente 

com a participação dos cães no ambiente urbano, e que muitos deles podem ter sido 

tratados ou estar em tratamento contra esta infecção, sem induzir cura parasitológica, é 

possível especular que em ambientes domésticos possam estar circulando cepas com 

características de resistência ao tratamento, bem como alta infectividade e 

patogenicidade. Neste contexto, torna-se fundamental a caracterização de isolados de L. 

chagasi, oriundos de cães naturalmente infectados, bem como o estudo do 

comportamento in vitro e in vivo destes isolados para identificação de padrões de 

infectividade e patogenicidade. Dentre os resultados obtidos neste estudo, foi possível 

confirmar, pela PCR-RFLP, que todos os isolados são da espécie L. chagasi. De forma 

interessante, o cultivo dos diferentes isolados em linhagem de macrófago canino 

(DH82) evidenciou perfis distintos de infectividade e carga parasitária. Esta abordagem 

permitiu identificar os isolados com comportamentos polares in vitro, representados por 

infectividade e carga parasitária elevada (isolado 616) ou reduzida (isolado 614). Após 

este estudo inicial in vitro, foi realizado uma análise do perfil de infecção em hamsters, 

utilizando estes isolados, bem como a cepa padrão PP75 e a cepa selvagem OP46. Em 

um segundo experimento com estes isolados e com as cepas padrão (PP75 e OP46), os 

animais de cada um dos grupos foram submetidos a uma intervenção com a 

administração de Glucantime® em dose subterapêutica. De forma interessante, a taxa de 

sobrevida nos animais infectados com o isolado 616 foi de 100%, enquanto que para os 

animais infectados com o isolado 614 (com ou sem intervenção medicamentosa), bem 

como com o isolado 616 (nos animais que receberam Glucantime®) foi em torno de 

50%. De um modo em geral, o isolado 614 induziu: (i) maiores alterações 

clinicopatológicas, (ii) indicativo de alteração hepática pelas análises bioquímicas, (iii) 

intenso infiltrado inflamatório no fígado, (iv) elevação da carga parasitária avaliada por 

qPCR no baço e no fígado. Estes resultados mostraram que o isolado que foi menos 

infectivo (614) nos ensaios in vitro foi o mais infectivo e patogênico em hamsters. Por 

outro lado, na presença de infecção com o isolado 616 e com administração de 

Glucantime®, o perfil da infecção mostrou maior gravidade, alterando, portanto, a 

evolução da infecção. Em conjunto, os dados obtidos pela análise in vitro em 

macrófagos caninos da linhagem DH82, a partir de isolados de L. chagasi apresentando 

perfis polares de infectividade, não refletiram o mesmo padrão nos ensaios in vivo 

utilizando hamsters. Além disto, foi observado que o tratamento não efetivo da 

leishmaniose visceral experimental pode induzir alteração no curso da infecção, 

tornando-a mais agressiva.  
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In Brazil, Visceral Leishmaniasis (VL) is caused by Leishmania chagasi (synonymy 

Leishmania infantum), has been widely distributed. The dog is considered the domestic 

reservoir of the parasite, favoring its transmission in the urban environment. Whereas 

the transmission of L. chagasi necessarily occurs with dog´s participation in the urban 

area, and that many of them may be in treatment for this infection without inducing 

parasitological cure. Considering this scenario, is possible to speculate that parasite 

transmission would include strains with characteristics as high infectivity, pathogenicity 

and resistance to treatment. In this context, it is fundamental to identify L. chagasi 

strains, derived from L. chagasi-naturally infected dogs including in vitro and in vivo 

analysis for identification of infectivity and pathogenicity patterns. The data considering 

all analyzed strains were confirmed by PCR-RFLP as L. chagasi specie. Interestingly, 

the in vitro approach using canine macrophage lineage (DH82) showed distinct 

infectivity and parasite burden profiles. This analysis allowed us to identify strains with 

in vitro polar patterns, represented by high (strain 616) or low (strain 614) infectivity 

and parasite load. After this initial in vitro study, it was carried out an in vivo analysis of 

the infection profile using hamsters and the strains 614, 616, in addition to PP75 and 

wild type OP46 (standard strains). In a second experiment with these strains, the 

hamsters of each group were subjected to an intervention by the administration of 

Glucantime®. Interestingly, the survival rate of the infected animals using 616 strains 

was 100%, whereas for strain 614 (with or without Glucantime® treatment), as well as 

to 616 strains (after Glucantime® treatment) was around 50%. The major results using 

614 strain in hamsters demonstrated: (i) higher clinicopathological changes, (ii) 

indicative of liver disorders according to biochemical analysis, (iii) intense liver 

inflammation, (iv) increased parasite burden assessed by qPCR in both spleen and liver. 

These results showed that the less infective strain (614) in the in vitro assays was the 

most pathogenic and infective in hamsters. Moreover, the infection with 616 strain 

following by Glucantime® treatment, the infection profile showed greater severity by 

changing the infection outcome. Taken together, the in vitro data analysis using canine 

macrophages (DH82 lineage) from L. chagasi strains presenting polar infectivity 

profiles did not reflect the same outcome by in vivo analysis using hamsters. 

Furthermore, it was observed that the non-effective treatment of experimental visceral 

leishmaniasis might induce changes in the infection outcome making it more 

pathogenic. 
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1. Introdução 

 

As leishmanioses representam um complexo de doenças com uma grande 

diversidade clínico-epidemiológica, constituindo um sério problema de saúde pública 

(Desjeux, 2004; WHO, 2015). Entre as diferentes formas clínicas [leishmaniose visceral 

(LV), leishmaniose cutânea (LC) e leishmaniose mucosa (LM)], a forma visceral, 

causada por Leishmania donovani ou por ou Leishmania infantum/Leishmania chagasi, 

tem maior impacto, sendo a mais grave e letal (Chappuis et al., 2007). Os primeiros 

casos de LV foram notificados em 1903, quando William Leishman encontrou o 

parasito por ocasião da necrópsia de um soldado vindo da estação de Dum-Dum e 

Charles Donovan confirmou a descrição de Leishman em outro estudo independente, 

onde amastigotas foram observadas no interior de macrófagos obtidos de pessoas 

infectadas. Nesta época, o gênero Leishmania foi descrito por Ross (Ross, 1903). Em 

1908, Charles Nicolle demonstrou o papel do cão como hospedeiro e em 1924 foi 

confirmada a transmissão ao homem através da picada de Phlebotomus argentipes, 

dados importantes para a compreensão do ciclo biológico (Badaró e Duarte, 1986).  

No Velho Mundo, o agente etiológico da LV é Leishmania donovani (em regiões 

da Índia, Paquistão, China e África) e Leishmania infantum (na região do 

Mediterrâneo). No Novo Mundo, a LV é causada por L. chagasi (sinonímia Leishmania 

infantum; Maurício et al., 2000; Lukes et al., 2007), que é encontrada principalmente no 

Brasil (McGwire e Satoskar, 2013). O parasito possui um ciclo de vida heteroxênico, 

alternando estádios de vida entre hospedeiros mamíferos (edentados, marsupiais, 

canídeos e primatas) e invertebrados (gêneros Phlebotomus no Velho Mundo e 

Lutzomyia no Novo Mundo) (Lainson e Shaw, 1988).  Com o processo de urbanização e 

periurbanização do calazar revelado em vários estudos epidemiológicos, o cão destaca-

se como principal reservatório doméstico (Deane, 1956; Deane, 1961; Ashford, 2000; 

Desjeux, 2004). 

Do ponto de vista epidemiológico, cerca de 0,2 a 0,4 milhões de casos de LV e 

0,7 a 1,2 milhões de casos de LC ocorrem a cada ano. Mais de 90% dos casos de LV 

globais ocorrem em seis países: Índia, Bangladesh, Sudão, Etiópia e Brasil (Alvar et al., 

2012). A prevalência abrange cerca de 12 milhões de pessoas e as estimativas 

demonstram que existem 350 milhões de habitantes com risco de contrair a doença, 

onde a taxa de mortalidade por LV global aproxima-se de 40 mil (Desjeux, 2004; Alvar 
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et al., 2012). No Brasil, a incidência anual é de 3.481 casos de LV (Alvar et al., 2012), 

sendo que o controle da doença tem sido baseado em providências que tem resultado, 

em médio prazo, na redução dos casos de LV e da leishmaniose visceral canina (LVC) 

(Palatnik-de-Sousa et al., 2001). Estas ações consistem no tratamento de casos 

humanos, combate ao vetor e eutanásia de cães infectados (Ministério da Saúde, 2011). 

Para que o controle seja realmente eficaz, estas medidas devem ser mantidas durante 

longo período e, mesmo assim, é frequente a reativação dos focos.  

As pesquisas sobre infecção por L. chagasi em cães sugerem que o controle da 

LV depende de um controle efetivo da LVC (Alvar et al., 2004). Porém, em função dos 

laços muitas vezes estabelecidos entre as pessoas e seus cães, a eutanásia de animais 

soropositivos não é uma alternativa fácil (Palatnik-de-Sousa et al., 2001). Além disso, 

muitos cães de área endêmica apresentam-se assintomáticos, embora possuam elevado 

parasitismo cutâneo, o que, somado à elevada prevalência, torna a LVC mais importante 

que a LV humana do ponto de vista epidemiológico (Giunchetti et al., 2006, Reis et al., 

2006a). Diante dessa situação, a manutenção do tripé de ações para o controle da LV 

fica bastante comprometida. 

Outro grande problema no programa de controle da LV está no uso de fármacos 

destinados ao tratamento de casos humanos em cães com LV, já que independentemente 

do protocolo de tratamento, o sucesso terapêutico nestes animais é praticamente nulo, 

permanecendo o parasito após o tratamento com grandes chances de recidivas (Noli e 

Auxilia, 2005; MS, 2006; Roatt et al., 2014). Além disso, independentemente do tipo de 

estratégia terapêutica utilizada no tratamento da LVC, há possibilidade do surgimento 

de cepas resistentes, especialmente resistência cruzada aos fármacos utilizados no 

tratamento LV humana. Por isto, o emprego da terapêutica anti-LVC, 

independentemente da forma de administração e do tipo de fármaco, não tem sido 

indicado, conforme parecer n 0299/2004 da Advocacia Geral da União e de acordo 

com a portaria interministerial do Ministério da Saúde (n 1.426, de 11 de julho de 

2008). Deste modo, este parecer proíbe o tratamento da LVC no Brasil com produtos de 

uso humanos ou não registrados no Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA).  

Vale destacar ainda que a quantidade de fármacos disponíveis para o tratamento 

da LV humana e LVC (na Europa) é limitada, o que tem contribuido para o surgimento 

de resistência do parasito ao tratamento (Sundar et al., 2001; Singh, et al., 2006; Sundar 
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e Chatterjee, 2006; Ministério da Saúde, 2006; Croft et al., 2006; Chappuis et al., 2007; 

Griesven et al., 2010; Maltezou, 2010). A resistência aos antimoniais tem sido relatada 

em muitas áreas endêmicas em todo o mundo, atingindo proporções epidêmicas no 

estado de Bihar, na Índia onde 70% da população com LV possui algum grau de 

resistência aos antimoniais pentavalentes (Thakur et al., 1991; Jha et al., 1998). 

Diante do exposto, torna-se clara a necessidade de se realizarem estudos 

buscando a caracterização de isolados de L. chagasi provenientes de cães residentes em 

área endêmica para a LV. Deste modo, seria possível compreender o perfil diferencial 

de aspectos relacionados a infectividade e patogenicidade destes diferentes isolados.   

 

1.1. Aspectos clínicos, histopatológicos e imunológicos da leishmaniose visceral 

humana e canina 

A LV (também conhecida como calazar) representa a forma mais grave das 

leishmanioses e resulta da infecção de fagócitos a partir do local inicial da infecção 

(Van Griensven e Diro, 2012). Alguns estudos apontam os neutrófilos como veículo de 

disseminação dos parasitos no organismo hospedeiro (Laskay et al., 2008). Trata-se de 

uma doença que pode apresentar formas clínicas diversas, variando de uma forma 

assintomática às formas oligossintomáticas e sintomática (Badaró et al., 1986). Na 

forma assintomática, o indivíduo não apresenta história clínica aparente, mas apresenta 

teste sorológico positivo. A forma oligossintomática é caracterizada por alguns 

sintomas, tais como febre baixa, prostração, tosse seca e diarréia, sendo encontradas 

formas amastigotas no baço, fígado e órgãos hematopoiéticos. A forma sintomática é 

uma forma de evolução prolongada da doença, onde o paciente apresenta desnutrição, 

caquexia, edema generalizado. A multiplicação de parasitos nos macrófagos do fígado, 

baço e medula óssea de pacientes com LV dá origem a hepatoesplenomegalia 

progressiva e supressão da medula óssea com ocorrência de febre irregular de longa 

duração, perda de peso, linfadenopatia, anemia, leucopenia, edema, epistaxe, 

hipergamaglobulinemia, hematêmese, e debilidade progressiva. Em consequência do 

estado clínico do paciente, geralmente evolui ao óbito, quando não tratada a tempo 

(Alencar e Neves, 1982).  

Na LVC, o animal pode apresentar uma série de sinais clínicos como a 

onicogrifose (crescimento exagerado das unhas), lesões de pele (dermatite e ulcerações), 

opacificação do pêlo, linfoadenopatia local ou generalizada, perda de peso, anemia, 
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conjuntivites, diarréia, apatia, caquexia, paresia dos membros posteriores e lesão renal, 

que culminam com a morte do cão (Mancianti et al.,1988; Pumarola et al.,1991; 

Solano-Gallego et al., 2001; Giunchetti et al., 2006; Reis et al., 2006; Baneth et al., 

2008; Reis et al., 2009). De forma semelhante ao que ocorre em humanos, os sinais 

clínicos podem aparecer progressivamente, de maneira que a doença no cão evolui de 

uma forma clínica assintomática, relacionada ao controle do parasitismo, passando por 

uma forma intermediária oligossintomática, que evolui até uma forma clínica 

debilitante, sintomática, relacionada ao comprometimento do controle do parasitismo 

ocasionado pela imunossupressão (Mancianti et al., 1988; Pinelli et al., 1994b; Pinelli et 

al., 1995; Reis, 2001; Giunchetti et al., 2006; Reis et al., 2006a; Reis et al., 2006b; Reis 

et al., 2006c; Giunchetti et al., 2008a; Giunchetti et al., 2008b). As formas clínicas mais 

graves da LVC estão associadas a um quadro hematológico com marcada leucopenia 

caracterizada por linfopenia, monocitopenia e eosinopenia. Aumento nos níveis de uréia 

e creatinina pode estar relacionado a insuficiência renal, com deposição de 

imunocomplexos em tecidos renais, constituindo uma manifestação patológica da LVC 

(Zatelli et al. 2003), assim também como alterações nas concentrações de enzimas 

aminotranferases séricas (TGO e TGP) podem indicar lesões de células hepáticas 

(Kaneko, 1997). Já entre os biomarcadores associados a resistência à infecção na LVC 

se destacam, principalmente, o aumento nos níveis de células T CD5+, T CD4+, T CD8+ 

e de células B CD21+ circulantes, presentes na forma clínica assintomática ou em cães 

com baixa carga parasitária na medula óssea (Reis et al., 2006). Em se tratando de 

resposta imune compartimentalizada, cães naturalmente infectados apresentam, na pele, 

uma produção balanceada de citocinas do tipo 1 (proteção) e tipo 2 (progressão da 

doença), tendendo para uma maior produção de citocinas do tipo 2, principalmente IL-4, 

em cães com sinais clínicos e alto parasitismo (Brachelente et al., 2005). Cães 

sintomáticos e com elevado parasitismo apresentam, em linfonodos, aumento da 

expressão de IL-10 e TGF-β, enquanto que cães assintomáticos e com baixa carga 

parasitária, apresentaram altos níveis de IFN-γ e TNF-α (Alves et al., 2009). Estes 

resultados sugerem que o aumento da expressão de citocinas do tipo 1 (IFN-γ e TNF-α) 

ou citocinas do tipo 2 (IL-10 e TGF-β) em linfonodos, determinam a carga parasitária e 

a forma clínica em que o animal se encontra na LVC (Alves et al., 2009). Lage et al. 

(2007) observaram que no baço existe um equilíbrio na produção de citocinas do tipo 1 

e 2 em animais naturalmente infectados, com predomínio na produção de IL-10, 
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concomitantemente ao aumento do parasitismo e progressão clínica da LVC. Ainda no 

compartimento esplênico, Strauss-Ayali et al. (2007), demonstraram que a infecção por 

L. infantum estimula a expressão de um padrão misto de citocinas do tipo 1 e 2 e que o 

aumento da expressão de IL-4 está relacionada com a manutenção do parasitismo. De 

fato, durante a progressão clínica da LVC, o fígado e o baço de cães assintomáticos e 

sintomáticos apresentaram altos níveis de TGF-β1, IL-10 e de IFN-γ (Corrêa et al., 

2007). Desta maneira, parece haver um consenso na literatura de que a resposta imune 

na LVC é o resultado de um padrão misto de citocinas tipo 1 e tipo 2, com predomínio 

de IL-4 ou IL-10 associadas a evolução do quadro clínico e aumento da carga parasitária 

em diversos órgãos. 

Considerando a resposta imune humoral na LVC, diversos trabalhos foram 

realizados associando a progressão da doença com os níveis de imunoglobulinas. 

Bourdoiseau et al. (1997) e Vercammen et al. (2002) relataram que as formas clínicas 

assintomática e sintomática apresentam um aumento dos níveis de IgG total e de IgG2. 

Da mesma forma, Reis et al. (2006a) e Reis et al. (2006b) observaram que cães 

sintomáticos ou com alto parasitismo apresentaram níveis elevados de IgG total, IgG2, 

IgM, IgA e IgE, enquanto que cães assintomáticos ou com baixo parasitismo 

apresentaram níveis de IgG1 aumentados. Leandro et al. (2001) e Cordeiro-da-Silva et 

al. (2003) também documentaram que ocorre um aumento de IgG2 em cães 

sintomáticos. Porém, alguns autores mostraram que cães sintomáticos apresentam altas 

concentrações de anticorpos IgG1 anti-Leishmania em relação a cães assintomáticos 

(Nieto et al., 1999). Desta forma, atualmente não há um consenso na literatura sobre 

qual isototipo de IgG estaria relacionado a resistência ou susceptibilidade a LVC (Day, 

2007). 

Já do ponto de vista parasitológico, é importante ressaltar que os níveis de  carga 

parasitária em diferentes tecidos podem constituir também em um importante 

biomarcador de resistência e susceptibilidade na LVC. De acordo com Reis et al. 

(2006a) e Reis et al. (2006b), a pele, o baço e a medula óssea seriam os tecidos que 

melhor correlacionam a carga parasitária com o estado clínico da doença, sendo órgãos 

importantes para o diagnóstico parasitológico no cão.  

1.2. Fatores que interferem na patogenia da infecção por Leishmania 

A patogenia das leishmanioses resulta de fatores inerentes ao hospedeiro, ao 

vetor e ao parasito. Vários fatores relacionados ao hospedeiro interferem na patogenia 
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da infecção por Leishmania. Dentre eles podemos citar o sistema do complemento, o 

qual possui capacidade lítica de parasitos extracelulares, entretanto pode favorecer a 

infecção facilitando a sobrevivência de parasitos intracelulares pelo auxílio da 

fagocitose por macrófagos, via receptores de complemento (Mosser et al., 1986). Os 

elementos celulares, tais como leucócitos polimorfonuclares e mononucleares e também 

células “Natural Killer” (NK) tem papel importante na modulação da infecção por 

Leishmania. Os leucócitos polimorfonucleares são importantes na fagocitose dos 

parasitos, com o auxílio de imunoglobulinas e sistema do complemento (Pearson, 

Steigbigel, 1981), embora novos estudos apontem os neutrófilos como importantes para 

favorecer a infecção, por manter parasitos fagocitados viáveis, permitindo a entrada dos 

mesmos de forma silenciosa em macrófagos que interagem com neutrófilos apoptóticos 

(Van Zandbergen et al., 2004; Rogers et al., 2009). A interação da Leishmania com o 

macrófago, sua célula hospedeira, envolve uma interação ligante-receptor que 

desencadeia uma série de reações bioquímicas, resultando na ativação ou inibição das 

funções microbicidas (Liew et al. 1990). 

Os vetores hematófagos também tem função importante na infecção. No 

momento do repasto sanguíneo, a saliva depositada no local contribui para o 

estabelecimento do patógeno, pela ação de compostos farmacologicamente ativos, tais 

como, anticoagulantes, fatores antiplaquetários, vasodilatadores, imunomoduladores e 

moléculas anti-inflamatórias (Charlab et al., 1999; Ribeiro et al., 1999; Kamhawi et al., 

2000; Lerner et al., 1991). Titus & Ribeiro (1988) demonstraram que a saliva de L. 

longipalpis favorece a infecção por L. major em camundongos, aumentando tanto a 

carga parasitária, quanto o tamanho da lesão. Este estudo sustentou a hipótese de que a 

resposta imune induzida pela saliva de flebotomíneos facilitaria a proteção contra a 

infecção por L. major em camundongos. Theodos et al. (1991), também observaram que 

o extrato de glândula salivar (SGE) de L. longipalpis favorece a infecção de L. 

mexicana amazonensis e que o SGE de P. papatasi aumenta a infecção por L. major. 

Resultados semelhantes foram obtidos por Samuelson et al. (1991), onde houve 

exacerbação das lesões cutâneas e da carga parasitária em camundongos BALB/c 

desafiados com L. braziliensis associadas ao SGE de L. longipalpis. Entre os principais 

componentes da saliva de L. longipalpis se destaca o maxadilan, que foi descrito como 

responsável pela modulação do sistema imune e tem sido relatado que na presença de 

antígeno de Leishmania, inibe tanto a proliferação de linfócitos T, como o 
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estabelecimento de reação de hipersensibilidade tardia (Qureshi et al., 1996), além de 

inibir a expressão de TNF-α em macrófagos e aumentar a produção de IL-6 (Soares et 

al., 1998).  

Em relação ao parasito, a espécie e a cepa, a carga parasitária infectante, a forma 

biológica e a via de inóculo empregadas (em caso de infecção experimental) tem papel 

importante no sucesso da infecção (Moreira et al., 2012). Em um estudo de infecção 

experimental intraperitoneal em hamster com duas espécies de Leishmania (L. chagasi e 

L. major-like), foi observado maior carga parasitária no fígado e baço dos animais 

infectados com L. chagasi. Por outro lado, os animais infectados com L. major-like 

apresentaram nódulos de macrófagos discretamente parasitados nestes órgãos. Estes 

resultados mostraram comportamentos biológicos distintos de cepas isoladas da doença 

visceral (Laurenti et al., 1988). Moreira et al. 2012, observaram melhor sucesso da 

infecção por via intracardíaca em hamsters, quando comparado a infecção por via 

intraperitoneal e intradérmica. 

Além das diferenças de comportamento biológico entre diferentes espécies de 

Leishmania, é importante que sejam também consideradas as diferenças entre isolados 

distintos, que é o foco do presente estudo. 

 

1.3. Aspectos epidemiológicos e ações de combate à leishmaniose visceral humana e 

canina 

Do ponto de vista epidemiológico, na transmissão da L. infantum o homem não 

representa uma fonte de infecção aos flebotomíneos e a transmissão depende 

principalmente de cães infectados, que funcionam como reservatório do parasito 

(Lainson e Shaw, 1987). A importância epidemiológica do cão na transmissão da LV foi 

documentada inicialmente por Deane (1956) e Deane e Deane (1962), onde foi 

observada a participação do cão como reservatório doméstico e da raposa como 

reservatório silvestre (Deane 1956; Deane e Deane 1962). Estes estudos subsidiaram o 

estabelecimento de parte das medidas preconizadas pelo tripé de ações relacionados ao 

controle da LV, no que diz respeito sobre a importância do cão como reservatório e 

mantenedor do parasito no ambiente urbano. Deste modo, este tripé de ações considera 

como medidas fundamentais ao controle da LV, o tratamento de pacientes humanos, a 

aspersão de inseticidas piretróides no domicílio e peridomicílio onde houver casos da 

doença, além da eutanásia de cães sorologicamente reativos. Apesar destas medidas de 
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controle serem claras, o Ministério da Saúde não tem conseguido reduzir os casos 

humanos da LV a níveis aceitáveis (Lemos et al., 2008; Harhay et al., 2011), o que 

aponta para a necessidade de reavaliar a política de controle desta doença no Brasil 

(Costa e Vieira, 2001). A complexidade e diversidade dos cenários de transmissão do 

parasito, a falta de intervenções adequadas e devidamente validadas, bem como a falta 

de apoio político para o controle da doença em muitos países limitam o impacto das 

medidas de controle e prevenção existentes (Romero e Boelaert, 2010).   

Perante as dificuldades na tentativa de combater a LV (Desjeux, 2004), entre as 

quais a identificação e eliminação de reservatórios (cães) no ambiente urbano, é cada 

vez mais comum o tratamento da LVC nas diferentes áreas endêmicas do Brasil. 

Entretanto, a questão envolvendo o tratamento canino é bastante controversa, uma vez 

que a intervenção terapêutica não elimina completamente os parasitos (Neogy et al., 

1994; Moreno et al., 1999; Rhalem et al., 1999; Baneth e Shaw, 2002; Nieto et al., 

2003; Noli e Auxilia, 2005; Saridomichelakis et al., 2005; Pasa et al., 2005; Vouldoukis 

et al., 2006). Sendo assim, estes animais na maioria das vezes continuam a ser fonte de 

infecção para o vetor, contribuindo para a manutenção da LV (Alvar et al., 1994; 

Ferreira et al., 2012; Laurentti et al., 2013). Vale destacar que a proibição do tratamento 

da LVC (Portaria Interministerial - Ministérios da Saúde e Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA) - Nº 1.426, de 11 de julho de 2008) tem sido 

amplamente contestada. Em janeiro de 2013 o Tribunal Regional Federal da 3ª Região 

(TRF 3), em São Paulo, declarou ilegal a portaria interministerial que proíbe o 

tratamento de cães com LVC utilizando medicamentos de uso humano ou produtos não 

registrados pelo MAPA (Diário da Justiça Federal da 3ª Região, 2013). Porém, a 

liberação é contrária à posição do Conselho Federal de Medicina Veterinária (CFMV), 

que manteve a orientação aos veterinários de não tratar animais que forem 

diagnosticados com a doença, ficando sujeitos a medidas repressivas. Mais 

recentemente, o MAPA aceitou o registro do medicamento Milteforan® 2% solução oral 

para cães (Virbac) no Brasil, que já era comercializado na Europa para tratamento da 

LVC, sendo o primeiro fármaco licenciado para esta finalidade em nosso país (Sistema 

Integrado de Produtos e Estabelecimentos Agropecuários – SIPEAGRO,  

http://sistemasweb.agricultura.gov.br/segaut - setembro de 2016). Esta iniciativa 

permitirá o tratamento em todo o território nacional da LVC, embora não seja capaz de 

eliminar o parasito do organismo do animal infectado (Woerly et al., 2009; Andrade et 

http://sistemasweb.agricultura.gov.br/segaut
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al., 2011; Noli & Saridomichelakis et al., 2014). Deste modo, é razoável imaginar que a 

impossibilidade de cura parasitológica na LVC, associada a pressão farmacológica, 

possa facilitar o surgimento de cepas de L. chagasi que apresentem resistência cruzada 

aos medicamentos destinados ao tratamento da doença humana.  

De forma contrária, o tratamento da LVC é permitido na região do 

Mediterrâneo, onde a LV também é zoonótica, com os cães desempenhando importante 

papel como reservatório. Na Europa, medidas para proteger o cão contra a picada do 

inseto vetor são comuns, porém não há capanhas de controle desta doença, como ocorre 

no Brasil, visto que a leishmaniose visceral humana não é considerada problema de 

saúde pública (Dujardin et al., 2008). Vale salientar que dentre alguns aspectos que 

diferenciam a situação social e epidemiológica de transmissão da LV na Europa em 

relação ao Brasil, se destacam particularidades encontradas Velho Mundo, como: (i) 

consciência da posse responsável por proprietários de cães; (ii) características 

epidemiológicas apresentando interrupção da transmissão da doença no inverno, e; (iii) 

pequeno número de casos humanos de LV, que estão restritos a paciente 

imunossuprimidos, como aqueles HIV positivos (Moreno, 2012 - comunicação pessoal). 

Uma alternativa na tentativa de controlar a transmissão da doença consiste na 

vacinação dos cães. Vacinas contra LVC podem ser um importante instrumento a ser 

considerado para controlar a infecção canina e impedir a infecção humana, levando a 

OMS a estimular o desenvolvimento de pesquisas que busquem vacinas contra LVC 

(O'Hagan & Valiante, 2003; Reis et al., 2010). Neste sentido nosso grupo de pesquisa 

vem trabalhando no desenvolvimento de duas vacinas de primeira geração, (LBSap: 

composta por antígenos de L. braziliensis associado ao adjuvante saponina; e 

LBSapSal: mesma composição da vacina LBSap acrescida de extrato de glândula 

salivar de flebotomíneos) que revelaram grande potencial imunogênico por induzirem 

aumento dos níveis de linfócitos T (CD5+, CD4+ e CD8+) e B (CD21+) circulantes,  

elevada produção de óxido nítrico (NO) in vitro, redução significativa da carga 

parasitária do baço, altos níveis de IFN- e IL-12 e reduzidos níveis de TGF- 

(Giunchetti et al., 2007; Giunchetti et al., 2008c; Roatt et al., 2012; Resende et al.; 

2013;  Aguiar-Soares et al., 2014; Resende et al., 2016). 

Diante do exposto, considerando que o tratamento da LVC ainda não é capaz de 

induzir cura parasitológica em cães, e ao considerarmos a ocorrência da transmissão do 

parasito durante todo o ano em nosso país, é possível especular sobre a possibilidade de 
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ocorrer seleção de cepas mais resistentes nas áreas endêmicas para LV no Brasil. 

Considerando os relatos frequentes da resistência ao tratamento da LV humana aos 

medicamentos de escolha, é necessário o estudo de parasitos isolados em áreas 

endêmicas do Brasil, de modo que seja possível verificar a validade desta hipótese. 

1.4. A resistência farmacológica relatada no tratamento da leishmaniose visceral e 

alternativas ao antimônio pentavalente 

Uma das mais graves questões relacionadas ao tratamento da LV refere-se à 

aquisição de resistência aos fármacos empregados. Um dos fatores que provavelmente 

contribuem para esta situação, além do tratamento não esterilizante em cães, é a 

limitada variedade de medicamentos disponíveis para o tratamento da LV humana 

(Croft et al., 2006; Sundar et al., 2001; Singh, et al., 2006; Sundar e Chatterjee, 2006; 

Ministério da Saúde, 2006; Chappuis et al., 2007; Griesven et al., 2010; Maltezou, 

2010; Seblova et al., 2014; Roatt et al., 2014). Neste sentido, o surgimento de cepas 

resistentes enfatiza a importância da identificação de mecanismos diretamente 

envolvidos na resistência, assim como as mudanças fisiológicas que podem ocorrer 

nestes parasitos. 

Por mais de seis décadas, o tratamento das leishmanioses vem sendo realizado 

com antimoniais pentavalentes (antimoniato de N-metil glucamina-Glucantime® e 

estibogluconato de sódio-Pentostan®) que são os medicamentos de primeira e segunda 

escolhas para o tratamento da LV (Murray, 2001; Croft et al., 2006; Jha, 2006; Singh et 

al., 2006; Sundar e Chatterjee, 2006; Ministério da Saúde, 2006; Croft e Olliaro, 2011). 

Entretanto, estas drogas são tóxicas, nem sempre são efetivas e são usadas em esquemas 

prolongados. Entre os efeitos colaterais podem ser citados pancreatite, nefrite, distúrbios 

gastrintestinais, hepáticos, cardiovasculares e respiratórios (Delgado et al., 1999, Rath 

et al., 2003, Jha, 2006, Ministério da Saúde, 2006).  

Já a anfotericina B encapsulada em lipossomas (AmBisome®) tem mostrado 

bons resultados, com alta eficácia e toxicidade mínima para o hospedeiro sendo 

atualmente usada como droga de primeira linha no tratamento da LV na Europa e nos 

Estados Unidos, onde o custo das medicações não é fator limitante (Gradoni et al., 

2008; Roatt et al., 2014). Mais recentemente, o Ministério da Saúde do Brasil ampliou o 

uso da Anfotericina B lipossomal (Roatt et al., 2014). 

O miltefosine®, uma droga desenvolvida como um agente antitumoral, mostrou 

95% de cura efetiva em estudo no calazar indiano. Esta droga apresenta a vantagem de 
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ser de uso oral e bem tolerada, embora seja potencialmente teratogênica, o que limita a 

sua utilização por grávidas e nutrizes (Sundar et al., 1998; Jha et al., 1999; Sindermann 

et al., 2004; Sundar et al., 2006; Croft et al., 2006; Bhattacharya et al., 2007; Sundar et 

al., 2008).  

As novas drogas, principalmente AmBisome® e Miltefosine®, têm mudado o 

perfil do tratamento da LV, mas o custo das novas terapias leva a diferentes práticas de 

tratamento, de acordo com a condição socioeconômica e cultural de cada região (WHO, 

2010). 

A resistência aos antimoniais tem sido relatada em muitas áreas endêmicas em 

todo o mundo, atingindo proporções epidêmicas no estado de Bihar, na Índia (Thakur et 

al., 1991; Jha et al., 1998). Esta situação alarmante intensificou a investigação sobre os 

mecanismos relacionados à aquisição de resistência a drogas por Leishmania, bem 

como a pesquisa de novos fármacos menos tóxicos e mais eficazes (Thakur et al., 1991; 

Jha et al., 1998; Sundar et al., 2001; Murray, 2001; Seifert, 2011; Tempone et al., 2011; 

Tiuman et al., 2011; Fortin et al., 2012; Seblova et al., 2014). Um dos possíveis 

mecanismos de aquisição de resistência ao tratamento da doença está associado a um 

fenótipo multirresistente caracterizado pela superexpressão da P-glicoproteína, Pgp 170 

(130 a 200 kDa) (Thakur et al., 1991; Jha et al., 1998; Sundar et al., 2001; Messaritakis 

et al., 2013). Esta proteína atua como uma bomba de efluxo trasmembranar, inclusive 

para muitos fármacos, facilitando a sobrevivência dos parasitos (Riordan et al., 1985; 

Coelho et al., 2007; Mookerjee et al., 2008). 

Dentre os novos compostos que tem sido testados, pode ser citado o 

oleylphosphocholine (OLPC), um análogo estrutural da miltefosine, que apresentou 

resultados semelhantes aos encontrados para miltefosina in vitro e maior eficácia in 

vivo, em modelo hamster (Fortin et al., 2012). Outro análogo da miltefosina que tem 

sido testado é o Edelfosine, que apresentou resultados promissores (Varela et al., 2012). 

Em outro estudo, o composto de telúrio RF07 demonstrou capacidade de destruir a L. 

infantum in vitro e in vivo, com concentrações que não são tóxicas para o hospedeiro 

(Salerno Pimentel et al., 2012). Buparvaquone (BPQ), um medicamento utilizado para o 

tratamento veterinário de teileriose, mostrou atividades promissoras contra parasitos 

protozoários, incluindo Leishmania spp. (Croft et al., 1992). Entretanto, a baixa 

biodisponibilidade contribui para a eficácia limitada em modelos in vivo de LV (Croft et 

al., 1992). A imunoquimioterapia (Convit et al., 1987; Badaro et al., 1990; Squires et 



Resende, LA                                                                                                     Introdução 

 

12 

 

al., 1993; Sundar et al., 1995; Santos et al., 2003; Jha, 2006; Mayrink et al. 2006; El-

On, 2009) e o uso de terapias combinadas (Alvar et al., 2006; Sing et al., 2006; 

Chappuis et al., 2007; Van Griensven e Boelaret, 2011; Roatt et al., 2014)  são 

alternativas que também tem sido testadas.  

Apesar da crescente quantidade de estudos que avaliam novas opções de 

tratamento das leishmanioses, o conhecimento científico na área de imunofarmacologia 

viabilizando alternativas terapêuticas contra LV e LVC ainda é limitado, tendo em vista 

a reduzida quantidade de medicamentos disponíveis para o tratamento. De qualquer 

forma, é preciso que, nos países onde a doença é endêmica, as decisões relacionadas às 

alternativas terapêuticas levem em consideração a relação risco-benefício ao paciente, 

bem como a realidade dos serviços de saúde e preocupações relacionadas à aspectos 

epidemiológicos.  

Neste sentido, é de fundamental importância que sejam feitos estudos que 

contribuam para elucidar mecanismos de resistência dos parasitos às drogas e que 

possam servir como instrumento na busca de métodos eficientes para o tratamento e 

prevenção da leishmaniose. 

 

1.5. Importância da caracterização de isolados de Leishmania 

Os primeiros estudos de caracterização de parasitos do gênero Leishmania 

tinham como objetivo central relacionar a espécie do parasito com a manifestação 

clínica em seu hospedeiro. Neste contexto, os métodos ainda eram limitados, 

principalmente no que diz respeito à identificação e caracterização das espécies dentro 

do gênero, uma vez que podem ocorrer variações de acordo com diversos fatores, assim 

como espécie ou sistema imune do hospedeiro e comportamento do vetor. 

Consequentemente, esses critérios não são confiáveis para o estabelecimento de status 

taxonômico (Grimaldi e Tesh, 1993). 

Recentemente, vários estudos envolvendo técnicas bioquímicas e de biologia 

molecular foram introduzidos e ampliaram nosso conhecimento quando passaram a ser 

empregados novos marcadores que geraram caracterização taxonômicas mais acuradas, 

por meio de diagnósticos mais sensíveis e específicos (Lachaud et al., 2002; Gomes et 

al., 2007; Locatelli et al., 2014), que permitiram a distinção entre diferentes espécies e 

cepas do parasito (Martinez et al., 2003; Volpini et al., 2004; Botilde et al., 2006; 
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Montalvo et al., 2008; Quaresma et al., 2009; Alimohammadian et al., 2010; Cercarelli 

et al., 2014).  

Uma importante ferramenta para estudos taxonômicos e evolutivos destes 

parasitos refere-se à análise de isoenzimas. Os microrganismos que apresentam um 

mesmo perfil de isoenzimas formam um zimodema (Godfrey et al., 1976). A distinção 

entre zimodemas é utilizada para classificação do gênero (Lanotte et al.; 1981; Rioux et 

al., 1990). O primeiro estudo em Leishmania empregando-se esta técnica foi realizado 

por Gardener et al. (1974), onde foram observados diferentes tipos de perfis enzimáticos 

da malato desidrogenase. Estes estudos foram estendidos, posteriormente para as 

enzimas glicose fosfato isomerase, glicose 6-fosfato desidrogenase e 6-fosfo-

glicodesidrogenase (Chance et al., 1978). Atualmente, este método é amplamente 

utilizado na identificação e classificação do gênero Leishmania, permitindo a 

discriminação entre espécies, devido ao considerável grau de diversidade enzimática 

entre espécies distintas (Miles et al., 1981; Momen et al., 1987; Grimaldi et al., 1991). 

Hatam et al. (2012) observaram alta eficiência do sistema de isoenzimas na 

caracterização de amastigotas e promastigotas de Leishmania tropica. A variabilidade 

enzimática entre membros de um mesmo complexo é menor, ou até mesmo indetectável 

(Kreutzer e Christensen, 1980; Grimaldi et al., 1991; Tibayrenc, 2009).  

Outra importante ferramenta empregada para estudos taxonômicos e 

filogenéticos consiste no emprego da PCR, onde o grande volume de material genético 

amplificado, favorece a detecção do parasito, facilitando estudos de caracterização entre 

diferentes espécies (Degrave et al., 1994). Neste sentido, variações da técnica, tais como 

PCR com iniciadores aleatórios (AP-PCR – Arbitrarily Primed Polymerase Chain 

Reaction), na qual os produtos obtidos são conhecidos como RAPD (Randomly 

Amplified Polymorphic DNA) e Polimorfismo dos Fragmentos de Restrição (RFLP) 

possibilitam a distinção entre diferentes espécies e cepas do parasito (Martinez et al., 

2003; Volpini et al., 2004; Andrade et al., 2006; Botilde et al., 2006; Carvalho et al., 

2006; Montalvo et al., 2008; Quaresma et al., 2009; Alimohammadian et al., 2010). 

Outra variação da técnica de PCR refere-se à Repetições de Sequências Simples (Simple 

Sequence Repeats - SSR-PCR), caracterizada pela amplificação de repetições curtas 

(microssatélites) distribuídas em tandem no genoma (Estoup et al., 1993; Tautz, 1989), 

com aplicação em estudos de variabilidade genética intra-específica (Zietkiewicz et al., 

1994; Oliveira et al., 1997; Volpini et al., 2001).  
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Além disso, estudos genéticos revelaram aspectos interessantes da biologia 

molecular de parasitos do gênero Leishmania, culminando com a identificação e 

clonagem de genes que podem estar relacionados à capacidade da infecção gerar 

sintomas e sinais da doença (patogenicidade) bem como efeitos graves no hospedeiro. 

Tais genes podem ser potenciais alvos na busca do desenvolvimento de vacinas e novas 

alternativas para o tratamento (Lohman et al., 1990; Murray et al., 1990). Segundo 

Chang e McGwire (2002), o fenótipo virulento é um espectro de manifestações desde a 

infecção assintomática até a fatalidade. Neste sentido, estudos relacionados a fatores de 

virulência e patogenicidade, tais como a habilidade do parasito em sobreviver a 

mudanças drásticas de ambiente na célula hospedeira, bem como as moléculas 

envolvidas, são de fundamental importância (Joshi et al., 2005; Zufferey e Bem 

Mamoun, 2006). Entre os mecanismos utilizados para a sobrevivência de parasitos do 

gênero Leishmania nos hospedeiros, está expressão de gliconconjugados regulados, 

relativos ao seu desenvolvimento biológico (Turco et al., 2001). Em promastigotas, o 

mais abundante glicoconjugado de superfície celular é o lipofosfoglicano (LPG), que 

tem sido implicado em importantes passos do ciclo de vida de Leishmania (Handman, 

1999). Estudos com Leishmania major mostraram que a forma mutante LPG(-) tem 

virulência atenuada em infecções em flebotomíneos, camundongos e em macrófagos in 

vitro (Sacks et al., 2000; Spath et al., 2000).  É importante mencionar que o estudo da 

expressão gênica permite obter um perfil molecular e fornece oportunidades para 

identificação de importantes alterações que ocorrem no nível de RNA.  

Considerando que a resistência às drogas é um grande problema na 

quimioterapia da leishmaniose, estudos que empregam técnicas de biologia molecular 

também podem ser utilizados para este tipo de investigação (Duncan et al., 2011). Em 

um estudo onde foram selecionadas populações de promastigotas de L. amazonensis 

resistentes ao antimonial, a expressão gênica dos mutantes foi estudada usando 

microarranjos de DNA. A expressão de RNA dos parasitos resistentes ao antimônio 

revelou superexpressão de genes envolvidos na resistência à droga (Do Monte-Neto et 

al., 2011). Entretanto, a falta de concordância entre a concentração dos transcritos e de 

proteínas, bem como as alterações pós traducionais com consequentes alterações de 

funções proteicas (Paape e Aebischer, 2011), podem ser fatores limitantes em alguns 

estudos.  
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Como a regulação da expressão de proteínas, em tripanossomatídeos, ocorre, 

principalmente através de modificações pós-transcricionais (Paape e Aebischer, 2011), 

uma importante ferramenta para complementar os estudos genômicos consiste no 

emprego da proteômica. O termo proteômica foi inicialmente usado em 1995 e definido 

como sendo a caracterização em larga escala do conjunto de proteínas (proteoma) em 

uma célula ou tecido (Wilkins et al., 1997). Esta metodologia possibila elucidar 

componentes de proteínas totais de uma determinada população celular através do uso 

de tecnologias de separação de proteínas, combinadas com espectrometria de massas e 

sequenciamento do genoma (Serruto e Rappuoli, 2006; Da Fonseca Pires et al., 2014). 

Neste sentido, a proteômica pode gerar informações tais como: quais e em que níveis 

determinadas proteínas são expressas, momento de expressão destas proteínas, 

modificações pós-traducionais, respostas expressas pelas células em diferentes situações 

ou tratamentos, diferenças moleculares entre linhagens de células e interação gênica 

(Paape et al., 2010).  

Várias pesquisas levaram à gradual melhoria da metodologia para estudar o 

proteoma de parasitos. Como exemplos, podem ser citados trabalhos que possibilitaram 

a identificação de proteínas provenientes de parasitos lisados do gênero Leishmania 

(Acestor et al., 2002), bem como a obtenção de mapas detalhados do proteoma com a 

utilização de géis bidimensionais (2D) (Gongora et al., 2003; Brobey et al., 2006). A 

separação de proteínas pela eletroforese em gel 2D ocorre pela utilização de dois 

parâmetros independentes: ponto isoelétrico (PI) na primeira dimensão e massa 

molecular na segunda dimensão. Sendo assim, os diferentes spots de proteínas obtidos 

podem ser removidos do gel, digeridos a peptídeos e identificados usando 

espectrometria de massas após análise dos espectros em bancos de dados (Steen e 

Mann, 2004). 

As análises proteômicas em Leishmania podem ser utilizadas para estudos de 

expressão diferencial de proteínas com distintas abordagens e objetivos. Em um estudo 

do exoproteoma de L. infantum, onde soros de cães naturalmente infectados e 

portadores de diferentes formas clínicas foram utilizados para testes de 

imunogenicidade, foi observada a possibilidade de discriminar animais sintomáticos 

daqueles que possuem outras formas clínicas da doença (Braga et al., 2014).  Outra 

aplicação consiste no rastreamento de proteínas para uso em diagnóstico e 

desenvolvimento de vacinas (Costa et al., 2010; Paape e Aebischer, 2010), bem como 
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alvo terapêutico (Paape e Aebischer, 2010). Em um estudo de identificação de fatores 

de virulência em cepas de L. infantum através de abordagem proteômica, foi verificado 

que a virulência pode ser um resultado do aumento da expressão de KMP-11 e 

metalopeptidase, associadas com uma melhor interação parasito-hospedeiro e com a 

degradação de proteínas e peptídeos do hospedeiro, respectivamente (Pires da Fonseca 

et al., 2014). Neste sentido, diversos estudos tem sido utilizados na tentativa de elucidar 

mecanismos de resistência à drogas, com o uso da proteômica comparativa entre 

parasitos susceptíveis e resistentes.  

Entretanto, embora as técnicas citadas forneçam meios para classificar e 

caracterizar organismos, é importante uma abordagem mais ampla, agrupando dados 

bioquímicos e moleculares a outras características das espécies de Leishmania, tais 

como o perfil de infectividade e manifestação clínica. Neste sentido, o presente estudo 

busca contribuir com informações que poderão ampliar o conhecimento relacionado 

com diferenças entre isolados distintos, com potencial para aplicação em estratégias 

profiláticas e terapêuticas. Além disso, este trabalho serve como ponto de partida para 

futuras investigações, inclusive análises proteômicas, que visem comparar a expressão 

diferencial de proteínas entre isolados. 
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2. Justificativa  

 

A leishmaniose visceral é endêmica em muitas regiões do Brasil. A necessidade 

da erradicação de cães infectados é indicada pelo Ministério da Saúde pelo fato destes 

animais serem os reservatórios domésticos do parasito, ameaçando as populações 

humanas. Entretanto, até recentemente, mesmo sendo proibido, o tratamento de cães 

com LV vinha sendo amplamente praticado em nosso país de forma ilegal. 

Concomitantemente, tem sido observado um crescente número de casos de pacientes 

humanos refratários ao tratamento da LV com os antimoniais pentavalentes que 

consistem no medicamento de escolha. Tendo em vista essa situação, torna-se 

importante realizar um estudo sobre a caracterização de isolados de L. chagasi oriundos 

de cães, buscando identificar aspectos relacionados à infectividade e patogenicidade, 

bem como  investigar a possível resistência destes parasitos às drogas utilizadas no 

tratamento humano da LV. Neste contexto, o presente trabalho busca contribuir com a 

identificação de perfis distintos de infectividade e patogenicidade dos diferentes 

isolados, possibilitando futuros estudos que possam revelar proteínas importantes 

associadas à progressão da infecção que, além de revelarem a presença de um perfil 

diferencial da interação parasito-hospedeiro, poderão compor alvos de testes 

diagnósticos e vacinais. 
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3. Objetivos 

 

3.1. Objetivo Geral 

Caracterizar a infectividade e patogenicidade de diferentes isolados de Leishmania 

(Leishmania) chagasi obtidos de cães naturalmente infectados. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

• Realizar a identificação em nível molecular de amostras de Leishmania obtidas a 

partir da medula de cães com leishmaniose visceral provenientes de área 

endêmica (Belo Horizonte);  

 

• Selecionar isolados de L. chagasi in vitro com características de alta e baixa 

infectividade em macrófagos imortalizados de cães; 

 

• Avaliar em hamsters o perfil da infecção com os diferentes isolados previamente 

selecionados in vitro, considerando as seguintes análises:  

✓ Taxa de sobrevida; 

✓ Presença de sinais clínicos; 

✓ Hemograma; 

✓ Quadro bioquímico; 

✓ Infiltrado inflamatório no fígado; 

✓ Carga parasitária no fígado e baço; 

 

• Avaliar em hamsters o perfil da infecção com os diferentes isolados previamente 

selecionados in vitro, na presença da intervenção com Glucantime®, 

considerando as mesmas análises avaliadas no ítem anterior. 
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4. Material e métodos 

 

Este trabalho foi aprovado pelo comitê de ética em Experimentação Animal da 

UFOP, cujo protocolo refere-se ao número 2012/37, em anexo. Além disto, todos os 

isolados utilizados neste estudo fazem parte do criobanco do Laboratório de 

Imunopatologia, da Universidade Federal de Ouro Preto, e foram obtidos por ocasião de 

um estudo de área endêmica (Belo Horizonte) realizado pela equipe deste laboratório 

(Coura-Vital et al., 2011; Coura-Vital et al., 2013a; Coura-Vital et al., 2013b). 

 

4.1. Delineamento experimental 

As atividades relacionadas aos experimentos deste estudo estão representadas, 

de forma sucinta, no Fluxograma 1. Desta forma, foram utilizados parasitos isolados a 

partir da medula óssea de cães residentes em área endêmica. Após caracterização 

molecular para confirmação da espécie L. chagasi como agente etiológico, estes 

isolados passaram por uma seleção para escolha do mais e menos infectivo in vitro. Os 

isolados selecionados prosseguiram para os estudos das fases seguintes, onde foi feita a 

avaliação do curso da infecção (inclusive na presença de tratamento com Glucantime®) 

em hamster. Cada etapa está descrita de forma detalhada nos tópicos seguintes. 
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Fluxograma 1: Delineamento experimental esquemático das principais atividades realizadas 

neste estudo.  

 

4.2. Isolamento dos parasitos 

O isolamento dos parasitos foi realizado a partir da punção de medula óssea 

conforme metodologia descrita por Penny et al. (1970). Os animais foram sedados com 

cloridrato de xilazina 2%, (Anasedan®,Vetbrands, Brasil), na dosagem de 0,1 mL/Kg 

(equivalente a 2mg/Kg) por via intravenosa. Após cerca de 2 minutos, foi administrado 

o anestésico geral Tiopental Sódico diluído a 2,5% (Thiopentax®, Cristália Produtos 

Químicos Farmacêuticos Ltda, Brasil) em solução salina estéril (NaCl 0,85%), e 

aplicado na dose de 0,3 mL/Kg (equivalente a 7,5mg/Kg), por via endovenosa, sendo o 

cão monitorado por médico veterinário até a indução da anestesia geral. Constatado o 

estado de anestesia geral, o cão foi posicionado em decúbito lateral, para a coleta da 

medula óssea na crista da tíbia. Imediatamente antes da coleta foi realizada a 

tricotomina no local da punção, seguido de anti-sepsia com cerca de 5mL de Polivinil 

Pirrolidona Iodo 10% (PVPI Tópico), seguido de remoção deste degermante com cerca 

de 10mL de álcool 70%. Posteriormente, com auxílio de agulha 18G (40x12) acoplada 
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em uma seringa descartável (BD Plastipak®, Becton Dickinson Ltda, Brasil) de 20 mL, 

foi posicionada verticalmente na na crista da tíbia e, por meio de movimentos rotatórios, 

foi exercida uma pressão até atingir a cavidade medular. Posteriormente, procedeu-se à 

aspiração do material medular, em um volume máximo de 1 mL de medula óssea por 

animal. Imediatamente, após a retirada da agulha, uma a duas gotas do aspirado medular 

foi transferido para tubos de vidro contendo 3 mL do meio de cultura NNN/LIT 

próximo ao bico de Bunsen, para evitar contaminação. Para cada animal foram feitos 

três tubos previamente identificados. Os tubos foram armazenados em estufa biológica 

refrigerada BOD (FANEM® modelo 347), à temperatura de 23ºC ± 1ºC por 7 dias. 

Após este período as culturas foram examinadas, através da confecção de duas lâminas, 

por microscopia óptica a fim de se identificar a presença de formas promastigotas do 

parasito. Após análise das lâminas, foi retirado 1 mL do meio de cada tubo e repassado 

para um novo tubo contendo 3 mL do meio de cultura NNN/LIT e após 7 dias foi feita 

uma nova avaliação, através de observação em microscópio. Nos casos em que houve a 

observação do parasito, estas culturas foram expandidas em meio de cultura NNN/LIT, 

e posteriormente foram criopreservadas.  

Os isolados obtidos a partir dos cães 614 e 616 foram escolhidos a partir dos 

resultados obtidos nos estudos in vitro e utilizados também nos estudos in vivo, 

conforme detalhado adiante. O cão 614 encontrava-se bastante debilitado e apresentava 

muitos sinais clínicos típicos de LVC. Já o cão 616 apresentava poucos sinais, sendo 

considerado oligossintomático (Figura 1).  
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Figura1: Cães dos quais foi feito o isolamento das cepas 614 (painel superior) e 616 (painel 

inferior). O cão 614 apresentou emagrecimento moderado, lesões dermatológicas generalizadas 

com hipotricose, e, em muitas regiões a presença de alopecia, como próximo às orelhas e região 

orbital. O cão 616 apresentou emagrecimento leve e alopecia restrita a região das orelhas. 

 

4.3. Caracterização moleculalar dos isolados obtidos 

4.3.1. Preparação das massas de Leishmania  

Os isolados obtidos de cães naturalmente infectados, bem como a cepa de 

referência da Organização Mundial de Saúde (OMS) PP75 (MHOM/BR/1974/PP75) e a 

cepa OP46 (MCAN/BR/2008/OP46), foram expandidos em meio LIT e cultivados em 

estufa biológica BOD (FANEM® modelo 347), à temperatura de 23°C ± 1°C. Os 

isolados foram utilizados sem que houvesse passagem por outro animal antes da 

realização dos experimentos. Os parasitos foram cultivados por 7 dias, sendo 

homogeneizados diariamente. A quantidade de parasitos foi expandida, na proporção 

cultura por meio de cultura de 1:3, através de repiques sucessivos, na fase logarítmica 

de crescimento, em tubos de vidro de 3 mL, e posteriormente em Erlenmeyers de 25 
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mL, 50 mL e 500 mL, respectivamente, para a obtenção final de 1 x 1010 

células/isolado. Após o sétimo dia do último repique, uma alíquota de aproximadamente 

20 μL de cada parasito foi removida em capela de fluxo laminar para realização da 

contagem em Câmara de Neubauer. Após a contagem e verificação do número de 

parasitos desejado, as culturas foram transferidas para tubos de 50 mL (Falcon®, 

Becton Dickinson, EUA), que foram submetidos à centrifugação em 3.800g, durante 10 

minutos a 4ºC. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento suspenso em solução PBS 

estéril pH 7,2. As células foram lavadas e centrifugados por 3 vezes (3.800g, durante 10 

minutos a 4ºC) em solução de PBS. A massa úmida obtida foi estocada em freezer sob 

temperatura -80ºC, até o momento da caracterização molecular.  

 

4.3.2. Extração de DNA 

Para obtenção do DNA das amostras, foi utilizado o kit de extração WizardTM 

Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA), seguindo as 

recomendações do fabricante. Dessa forma, as massas de parasitos armazenadas a -80°C 

foram descongeladas para a retirada de uma alíquota de 200 μL. A este volume foi 

adicionado 700 μL de solução de lise celular, e, em seguida, a amostra foi 

homogeneizada por 10 minutos e centrifugada a 15.000g por um minuto em 

microcentrífuga (Eppendorff- Modelo 5418, NY, USA). Posteriormente foi descartado 

o sobrenadante e o precipitado agitado com o auxílio de vortex (Vision ScientificÒ, 

Korea) por 15 segundos. Em seguida, foi adicionado 200 μL de solução de lise nuclear e 

75 μL de solução de precipitação proteica. Novamente, com o auxílio do vortex, a 

amostra foi homogeneizada por 30 segundos e centrifugada a 15.000g por três minutos. 

O sobrenadante foi transferido para outro tubo, onde foi adicionado 200 μL de 

isopropanol (MerckÒ, Darmstad, Alemanha). Em seguida, a amostra foi homogeneizada 

por aproximadamente 30 segundos. Após este procedimento, a amostra foi centrifugada 

a 15.000g por um minuto, o sobrenadante foi descartado e o precipitado novamente 

levado ao vortex por 15 segundos. Posteriormente foi acrescentado 200 μL de etanol a 

70% (MerckÒ, Darmstad, Alemanha) sendo a amostra homogeneizada e centrifugada a 

15.000g por um minuto. Em seguida, foi desprezado o sobrenadante e a amostra foi 

deixada por 35 a 45 minutos em temperatura ambiente (TA) até total evaporação do 

etanol. Finalmente, foram adicionados 100 μL de solução de hidratação e as amostras 

foram mantidas por 24 horas a temperatura ambiente, sendo periodicamente 
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homogeneizadas. Após este período, as amostras foram armazenadas em geladeira a 

4°C até o momento da análise da qualidade do DNA extraído e início da reação de PCR. 

 

4.3.3. Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

Para a realização da reação de PCR foi empregado o par de inciadores (150) 5’-

GGG (G/T)AG GGG CGT TCT (G/C)CG AA-3’ e (152) 5’-(G/C)(G/C)(G/C) (A/T)CT 

AT(A/T) TTA CAC CAA CCC C-3’, direcionados para amplificação da região 

conservada dos minicírculos de kDNA de Leishmania (Degrave et al., 1994). A mistura 

da reação constituiu-se de: tampão 1x (Invitrogen®, SP, Brazil), 1,5 mM de MgCl2, 2,0 

μM de dNTPs, 1,0 pmol de cada iniciador (150 e 152), 0,76 U Taq DNA polimerase 

(Fermentas - Sinapse®), 2,5 μL DNA e H2O Milli Q totalizando 12,5 μL por poço da 

placa (MicroAmp® Fast Optical 96-Well, Applied Biosystems). As condições utilizadas 

na reação de PCR foram: desnaturação inicial a 94°C por um minuto, seguida por 40 

ciclos a 93ºC por 30 segundos, 64°C por 1minuto, 72°C por um minuto e uma extensão 

final a 72°C por sete minutos. O equipamento utilizado foi o termociclador Verit 

Termal Cycler 96well (Applied Biosystems®, Califórnia, USA). Após amplificação, 

5μL do produto obtido foram ressuspendidos em um volume equivalente de tampão da 

amostra 2X (azul de bromofenol 0,25%, xilenocianol 0,25% e 15% de ficol) e aplicados 

em gel de poliacrilamida. A corrida eletroforética foi realizada em gel de poliacrilamida 

a 8%, a 40mA em TBE (Tris-base a 89mM pH 8,0; ácido bórico a 89mM, EDTA a 

2mM) em um sistema de cubas. Foi utilizado como marcador de tamanho molecular o 

DNA do bacteriófago fX 174 digerido pela enzima Hae III (Pharmacia, San Francisco, 

CA, USA). Em seguida, os géis foram corados por nitrato de prata 0,2% (Santos et al., 

1993). 

 

4.3.4. Polimorfismo por tamanho de fragmento de restrição (RFLP) 

Após a realização da PCR, foi realizada a RFLP mkDNA conforme (Volpini et 

al., 2004). Resumidamente, 5μL do produto da PCR foi digerido, após incubação por 3 

horas a 37°C, por 1 U da enzima Hae III em seu tampão de uso 1x (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA) e H2O Milli Q totalizando 15 μL por poço da placa (MicroAmp® 

Fast Optical 96-Well, Applied Biosystems). Os fragmentos de restrição foram separados 

em gel de poliacrilamida a 10%, onde foi aplicado 4 μL do produto restringido em um 
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volume equivalente de tampão da amostra 2X (azul de bromofenol 0,25%, xilenocianol 

0,25% e 15% de ficol). A corrida eletroforética foi realizada a 40mA em TBE (Tris-base 

a 89 mM pH 8,0; ácido bórico a 89 mM, EDTA a 2 mM). Foi utilizado o marcador de 

peso molecular de 25 pb (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Em seguida, os géis foram 

corados por nitrato de prata 0,2% (Santos et al., 1993). 

 

4.4. Avaliação da infectividade in vitro 

4.4.1. Infecção de macrófagos caninos (DH82) com Leishmania chagasi 

Com a finalidade de avaliar se há perfil diferencial de infectividade e selecionar 

o isolado mais e o menos infectivo in vitro, macrófagos caninos imortalizados da 

linhagem DH82 (ATCC® CRL-10389™, USA) foram infectados com cada um dos 

isolados obtidos. Para isso, macrófagos DH82 foram mantidos em garrafa (Nunc, 

Roskilde, Denmark) com 60% da capacidade de meio de cultura RPMI 1640 (Gibco), 

equivalente a 7 mL de meio, sendo a capacidade do frasco de 70 mL, que foram 

transferidos no momento em que a confluência aproximada era de 90%, para um tubo 

de 15 mL (Falcon®, Becton Dickinson, EUA). Posteriormente, foi realizada a contagem 

em câmara de Neubauer, e o volume contido no tubo foi ajustado com meio RPMI com 

SFB 10% (Vitrocel Embriolife, Campinas, SP) para conter 105  macrófagos/mL, que foi 

a concentração utilizada em cada poço da placa de 24 poços (Nunc, Roskilde, 

Denmark), onde lamínulas foram posicionadas no fundo de cada poço. Após o tempo de 

3h, suficiente para a adesão dos macrófagos à placa, o meio RPMI com SFB 10% foi 

retirado da placa e substituído por 1 mL de RPMI com SFB 10% contendo o parasito na 

proporção determinada (1 macrófago : 4 promastigotas e 1 macrófago : 10 

promastigotas). A contagem do parasito também foi realizada com a utilização de 

câmara de Neubauer. O volume foi ajustado de forma que a quantidade fosse suficiente 

para adicionar 1 mL em cada poço da placa de 24 poços contendo 4 e 10 vezes a mais 

de parasitos em relação à quantidade de macrófagos. Em seguida, foi feita a incubação 

em estufa de CO2 para avaliação da fagocitose dos parasitos nos tempos 3h, 24h e 48h 

após a infecção. Após o tempo de 3h pós-infecção, o sobrenadante de todos os poços foi 

removido, e foi feita uma lavagem com RPMI. Os poços referentes aos demais tempos 

de avaliação foram completados com 1 mL de RPMI com SFB 10% e os poços 

referentes ao tempo de 3h pós-infecção tiveram as lamínulas removidas, com o auxílio 
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de uma agulha. Esse procedimento foi feito com os demais poços em seus respectivos 

tempos de avaliação, após remoção do sobrenadante. Após secagem, as lamínulas foram 

coradas com Panótico Rápido InstantProv (Newprov®) e após nova secagem foram 

aderidas com entelan (Merck, Alemanha) em lâminas. Com o auxílio de um 

microscópio (Olympus Optical, Japan), na objetiva com aumento de 100x, foi realizada 

a contagem do número de amastigotas em um total de 100 macrófagos. Estes 

experimentos foram realizados em triplicata. 

 

4.4.2. Infecção de macrófagos (DH82) com Leishmania chagasi marcada com CFSE 

A preparação dos macrófagos foi realizada da mesma forma descrita no item 

anterior. Após a contagem, estas células foram incubadas em estufa de CO2 juntamente 

com a Leishmania marcada com CFSE nos tempos de 3h e 24h após infecção. 

Para a marcação da Leishmania, foi adicionado CFSE (Vybrant® CFDA SE Cell 

tracer kit, Invitrogen), na concentração de 2,8g/mL, seguido de incubação por 10 

minutos, em banho Maria, a 37⁰C, protegido da luz. Em seguida, ao tubo de 15 mL 

(Falcon®, Becton Dickinson, EUA) contendo Leishmania em fase estacionária de 

cultivo, foi adicionado CFSE, e completado o volume com 15 mL de RPMI 1640 

(Gibco) com 10% SFB. Após incubação em gelo por 10 minutos, foi realizada duas 

etapas de lavagem com 15 mL de RPMI, centrifugando os tubos a 400 x g desprezado o 

sobrenadante, ressuspendendo em seguida o sedimento em 1 mL de RPMI 1640. Em 

seguida, após contagem do parasito em câmara de Neubauer, o volume foi ajustado de 

modo a conter 105 promastigotas de Leishmania/mL. Deste modo, foram utilizadas as 

proporções de 1 macrófago : 4 promastigotas e 1 macrófago : 10 promastigotas. Em 

seguida, foi feita a incubação da Leishmania marcada juntamente com o macrófago em 

estufa de CO2 a 37⁰C, por 3h e 24h em tubos de poliestireno (Becton Dickinson, 

Franklin Lakes, USA) de 12x75mm, com capacidade para 5mL, para que não ocorresse 

adesão dos macrófagos. Após o tempo de incubação, foi adicionado 2 mL de PBS 10% 

(Phosphate-Buffered Saline) para lavar os tubos, centrifugando-os a 400 x g  e 

descartando o sobrenadante. Finalmente, o sedimento foi ressuspendido em 200 L de 

solução fixadora Max Facs Fix – MFF (10,0g/L de paraformaldeído; 10,2g/L de 

cacodilato de sódio; 6,65g/L de cloreto de sódio; pH 7,2) e procedeu-se à leitura em 

citômetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson Mountain View, CA). Os dados 

obtidos foram analisados através do programa FlowJo 7.6.4 (Tree Star Inc., Ashland, 
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OR, USA). Os resultados referentes à infecção de macrófagos DH82 pelas diferentes 

cepas de L.chagasi marcadas com CFSE foram obtidos através da frequência  (%)  de 

macrófagos DH82 CFSE+. A análise da frequência de macrófagos DH82 CFSE+ 

(infectados) foi realizada utilizando-se a estratégia de análise convencional.  Esse tipo 

de análise consistiu na seleção da população celular de interesse, baseada em aspectos 

morfométricos, através de gráficos de distribuição pontual de FSC versus SSC (Figura 

2A). Após a seleção da região de interesse (R1) contendo os macrófagos DH82, o 

percentual de macrófagos DH82 CFSE+(Q3), dentro  da  população  selecionada,  foi 

obtido  em  gráficos  bidimensionais  de  distribuição  pontual  de  fluorescência  F 

L1/CFSE versus FL4 como exemplificado na  Figura 2.  
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Figura 2: Sequência de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de 

macrófagos DH82 infectados com diferentes cepas de L. chagasi marcadas com CFSE in 

vitro.  (A) Gráfico de distribuição pontual FSC versus SSC utilizado para a seleção da 

população celular de interesse - R1 (macrófagos DH82). (B e C) Gráficos de distribuição 

pontual contendo as células (macrófagos DH82) selecionadas na região R1, empregados para 

quantificar o percentual das populações de macrófagos DH82 infectados/CFSE+ (FL1 versus 

FL4). Os gráficos de distribuição pontual estão divididos em quatro quadrantes (Q1, Q2, Q3  

e  Q4),  com  as respectivas freqüências (%) correspondentes a cada quadrante. (B) Controle 

negativo: apenas macrófagos DH82. (C) Percentagem de macrófagos DH82 infectados por 

L.chagasi marcadas com CFSE 

 

 

4.5. Avaliação da infecção por Leishmania in vivo 

 

4.5.1. Grupos experimentais 

Após selecionados os isolados mais e menos infectivos in vitro, foi realizada a 

infecção experimental em hamsters. Os procedimentos foram realizados no CCA 
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(Centro de Ciência Animal) da UFOP. Sendo assim, 50 hamsters (machos) com idade 

aproximada de 30 dias foram inoculados, por via intracardíaca, com 200L de solução 

salina estéril a 0,85% contendo 107 parasitos, ou apenas a solução salina estéril a 0,85%, 

distribuídos nos seguintes grupos:  

Grupo controle (C): 10 hamsters - receberam solução salina estéril a 0,85%;  

Grupo PP75 (PP75): 10 hamsters - receberam uma aplicação da cepa padrão 

PP75 (MHOM/BR/74/PP75); 

Grupo OP46 (OP46): 10 hamsters - receberam uma aplicação da cepa OP46 

(MCAN/BR/2008/OP46); 

Grupo 614 - parasito pouco infectivo (614): 10 hamsters - receberam uma 

aplicação dos parasitos classificados in vitro como menos infectivos nos testes in vitro; 

 Grupo 616 - parasito mais infectivo (616) 10 hamsters - receberam uma 

aplicação dos parasitos classificados in vitro como mais infectivos nos testes in vitro. 

As atividades realizadas estão representadas de forma esquemática no 

Fluxograma 2. 
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Fluxograma 2: Delineamento experimental esquemático das atividades realizadas na etapa de estudo 

in vivo em hamster. 
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4.5.2. Infecção experimental  

Para a realização da infecção experimental, as promastigotas de L. chagasi 

(cepas PP75, OP46, isolados mais e menos infectivos in vitro) foram descongeladas e 

distribuídas, sob condições estéreis, em Erlenmeyers contendo meio de cultura LIT 

(Liver Infusion Triptose). Para obtenção das formas promastigotas, em fase estacionária 

de crescimento, a cultura foi expandida a partir de um inóculo de 10 mL de meio LIT 

contendo entre 107 a 108 promastigotas/mL de L. chagasi em crescimento logarítmico. 

Aos parasitos foram adicionados 40mL de meio de cultura LIT e distribuídos em 

condições estéreis em capela de fluxo laminar (Veco, Campinas, São Paulo, Brasil), 

sendo acondicionados, em seguida, a temperatura de 23°C. Após sete dias do inóculo 

inicial, foi realizado o primeiro repique, depois de constatadas a viabilidade e ausência 

de agentes contaminantes com auxílio do microscópio óptico. Os 50mL de cultura 

foram distribuídos em cinco Erlenmeyers nas mesmas condições do inóculo inicial 

(10mL de cultura em 40mL de meio LIT). Ao término dos sete dias, foram obtidos 

250mL da cultura, na concentração de 107 a 108 promastigotas/mL. A cultura foi 

removida em capela de fluxo laminar e transferida para tubos estéreis de polipropileno 

de 50mL (Falcon, Becton Dickinson, EUA), que foram submetidos à centrifugação a 

900 x g durante 15 minutos em temperatura ambiente. O sedimento de promastigotas foi 

homogeneizado em solução salina estéril (NaCl 0,85%), e, em seguida, foi realizada a 

centrifugação na mesma condição, repetindo o procedimento de lavagem por mais uma 

vez. Após as etapas de lavagem, realizou-se a contagem do número de promastigotas 

em câmara de Neubauer (Boeco, Germany) e o volume foi ajustado para que cada 200 

μL de salina tivesse aproximadamente 107 parasitos. O inóculo foi realizado em 

hamsters (Mesocricetus auratus), por via intracardíaca.  

 

4.5.3. Tratamento com Glucantime® 

Os grupos de animais que foram submetidos a intervenção com Glucantime® 

foram infectados da mesma forma que os animais dos grupos descritos anteriormente. 

Para diferenciar dos grupos anteriores, foi utilizada a letra “T”. Dessa forma, os grupos 

são os seguintes: CT (n=10), PP75T (n=10), C46T (n=10), 614T (n=10) e 616T (n=10). 
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Após cinco meses de infecção, foi iniciado o tratamento com Glucantime®, o 

qual foi feito em doses semanais de 20mg/kg/dia por via intramuscular durante um mês, 

de acordo com Pal et al. (2002). A dose escolhida foi propositalmente baixa, para evitar 

cura parasitológica, porém permitir que os parasitos fossem submetidos a uma pressão 

medicamentosa. Os animais foram necropsiados um mês após o término do tratamento. 

As atividades realizadas estão representadas de forma esquemática no Fluxograma 3. 
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 Fluxograma 3: Delineamento experimental esquemático das atividades realizadas na etapa de estudo 

in vivo em hamster, na presença de pressão medicamentosa com Glucantime®. 

 

4.5.4. Taxa de sobrevida e sinais clínicos 

Para a determinação da taxa de sobrevida, os animais foram acompanhados do 

início até o término do período experimental, totalizando um período de sete meses, 

através de visitas diárias, em que eram realizadas vistorias, contado o número de 

hamsters, para determinação da taxa de sobrevida. A presença de eventuais alterações 

clínicas foi anotada durante todo o período do estudo. 
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4.5.5. Necropsia e obtenção do material biológico 

Para os procedimentos de eutanásia dos hamsters foi realizada a administração 

de anestésico (tiopental sódico 2,5%) na dose de 30 mg/kg, por via intraperitoneal. Uma 

vez constatado o plano anestésico, foi feita a coleta de sangue do coração e, em seguida, 

foi administrada a dose letal de anestésico (80 mg/kg). Imediatamente após a 

comprovação da morte, os animais foram pesados individualmente, identificados por 

grupo, fotografados e, em seguida, iniciados os procedimentos de necropsia e obtenção 

do material biológico. Os hamsters foram colocados em decúbito dorsal e a cavidade 

abdominal aberta com auxílio de uma tesoura cirúrgica. O fígado e baço foram 

removidos de forma asséptica, analisados macroscopicamente e um fragmento com 

aproximadamente 20mg do baço foi removido para isolamento do parasito em 2 mL de 

meio LIT, próximo à chama de fogo proveniente do bico de Bunsen. Baço e fígado 

foram subdivididos em fragmentos de aproximadamente 20mg, sendo estes destinados 

a: preservação em formol tamponado a 10% pH 7,2 para avaliação histopatológica e 

armazenameto de fragmentos em freezer -80⁰C para avaliação por qPCR. Os fragmentos 

para qPCR foram retirados e envoltos em papel alumínio autoclavado, identificados e 

imediatamente imersos em nitrogênio líquido onde permaneceram até o fim da 

necropsia. Após conclusão do procedimento da necropsia os fragmentos foram retirados 

do nitrogênio e armazenados em freezer a temperatura de -80ºC até o momento da 

extração de DNA total utilizado para avaliação da carga parasitária por qPCR. 

 

4.5.6. Re-isolamento dos parasitos a partir de amostras de órgãos dos hamsters 

experimentalmente infectados 

Para possibilitar a obtenção dos isolados selvagens (um isolado com maior e 

outro com menor infectividade in vitro), bem como as cepas padrões OP46 e PP75 após 

infecção em hamster, um fragmento de aproximadamente 20mg do baço foi removido 

assepticamente, próximo à chama de fogo para assegurar a esterilidade, e depositado em 

um tubo (Falcon, Becton Dickinson, EUA) com capacidade para 15mL, contendo 2mL 

de meio LIT. Os tubos foram armazenados em estufa biológica refrigerada BOD 

(FANEM® modelo 347), à temperatura de 23ºC ± 1ºC por 7 dias. Após este período as 

culturas foram avaliadas através da confecção de duas lâminas em microscopia óptica a 

fim de se identificar a presença de formas promastigotas do parasito. Após análise das 

lâminas, foi retirado 1 mL do meio de cada tubo e repassado para um novo tubo 
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contendo 3 mL do meio de cultura LIT e após 7 dias foi feita uma nova avaliação, 

através de observação em microscópio. Nos casos em que houve a observação do 

parasito, estas culturas foram expandidas em meio de cultura LIT, nas mesmas 

condições descritas no tópico 4.2, e posteriormente foram criopreservadas.  

4.5.7. Avaliação dos parâmetros hematológicos 

A avaliação dos parâmetros hematológicos foi feita por ocasião da necropsia. 

Para isso, o sangue foi coletado do coração dos animais e colocado em tubos tipo 

eppendorf de 1,5 mL contendo 20 μL de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). 

Em seguida, as amostras foram analisadas utilizando o aparelho Auto Hematology 

Analyzer (Mindray BC-2800 Vet, Hamburgo, Alemanha) para a determinação do 

hemograma completo (contagem de leucócitos, eritrócitos, hematócrito, hemoglobina, 

plaquetas). A contagem diferencial de leucócitos foi realizada em esfregaços sanguíneos 

corados com Panótico Rápido InstantProv (Newprov®) e avaliada por microscopia 

óptica em objetiva de imersão. Desta forma, foi determinado o número absoluto de 

neutrófilos, eosinófilos, linfócitos e monócitos, por meio da contagem de 100 

leucócitos/lâmina.  

 

4.5.8. Avaliação dos parâmetros bioquímicos 

As avaliações bioquímicas consistiram das seguintes análises: prova de função 

renal a partir da dosagem de uréia e creatinina, e provas de função hepática a partir da 

dosagem das enzimas TGO (transaminase glutâmica oxalacética) e TGP (transaminase 

glutâmica pirúvica). Para a avaliação dos parâmetros foi utilizado o Sistema Bioquímico 

Automático (CELM SBA-200, Barueri, SP, Brasil) e empregado Kits comerciais do 

Labtest (Labtest Diagnóstica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil), seguindo o método 

descrito pelo fabricante. 

 

4.5.9. Processamento e avaliação do infiltrado celular no fígado  

Fragmentos de fígado de hamsters fixados em formol 10% tamponado pH 7,2 

foram processados e embebidos em parafina, sendo assim preservados até o momento 

da confecção das lâminas contendo os cortes histológicos.  
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Sobre lâminas de vidro, previamente desengorduradas com solução álcool-éter, 

foram colocados cortes histológicos com espessura de quatro μm. As lâminas obtidas 

foram coradas pelo método de Hematoxilina e Eosina (HE) para análise do infiltrado 

celular. As imagens de fígado visualizadas pela objetiva de 40x foram digitalizadas 

através da microcâmera Leica DFC340FX associada ao microscópio Leica DM5000B e 

todas as imagens foram analisadas pelo software de análise e processamento de imagem 

Leica Qwin no Laboratório Multiusuários do Núcleo de Pesquisas em Ciências 

Biológicas/NUPEB da UFOP. O processo inflamatório no fígado foi quantificado em 20 

imagens aleatórias (área total percorrida igual a 1,5 x 106m2), conforme descrito por 

Moreira (2012).  

 

4.5.10. Avaliação da densidade parasitária por qPCR 

4.5.10.1. Extração de DNA das amostras de fígado e baço 

Para obtenção do DNA das amostras de fígado e baço foi utilizado o método 

com CTAB (brometo de Cetiltrimetilamônio). Foram utilizadas quantidades de tecidos 

com peso aproximado de 20mg. Aos tubos contendo os fragmentos de fígado foram 

adicionados 500μL de tampão de lise (Tris HCl 20mM; EDTA 5mM; NaCl 400mM, 

SDS 1%, pH = 8,5). A mistura foi homogeneizada e posteriormente incubada em banho 

seco a 37°C por uma hora, sendo a suspensão homogeneizada em vórtex em intervalos 

de 20 minutos. Em seguida, foi adicionado 20μL de Proteinase K (20mg/mL), e, após 

homogeneização foi feita a incubação por 18 horas a 55ºC. Posteriormente, foram 

adicionados 100μL de NaCl 5M, sendo as amostras mantidas a 65ºC por 10 minutos, 

para então se adicionar 50μL de solução CTAB 10% (v/v). As amostras foram mantidas 

por 20 minutos a 65ºC e, em seguida, foram adicionados 400μL de clorofórmio (Sigma, 

St. Louis, MO, USA). As amostras foram centrifugadas a 12000 x g em microcentrífuga 

(Eppendorf Modelo 5418, NY, USA) por 10 minutos. A fase superior foi transferida 

para novo tubo ao qual foram adicionados 400μL de isopropanol (Merck, Darmstad, 

Alemanha). As amostras foram homogeneizadas por inversão e armazenadas por uma 

hora a -20oC. Após precipitação do DNA, foi feita a centrifugação por 5 minutos a 

12000 x g e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, foi feita a lavagem do 

precipitado com 1mL de etanol 70% (Merck, Darmstad, Alemanha) gelado. 

Subsequentemente, as amostras foram homogeneizadas suavemente por inversão do 
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tubo durante um minuto. Em seguida as amostras foram centrifugadas por cinco 

minutos a 12000 x g e o sobrenadante foi descartado e deixado secar em temperatura 

ambiente. Posteriormente, o precipitado foi homogeneizado em 50μL de água livre de 

nucleases. As amostras foram dosadas utilizando-se espectrofotometria sob a razão de 

absorbância 260nm/280nm. As amostras foram armazenadas em geladeira a 4°C até o 

momento de uso na qPCR. 

4.5.10.2. Reação de qPCR em tempo real 

Foi utilizada a quantificação absoluta para a estimativa de cargas parasitárias. 

Para a construção da curva padrão foi utilizado DNA extraído de uma cepa padrão (L. 

chagasi, MHOM/BR/74/PP75). Os parasitos foram crescidos em meio LIT. Uma 

alíquota do meio foi transferida para câmara de Neubauer para estimar o número de 

células por mililitro de solução. A quantidade definida de parasitos teve seu DNA 

extraído utilizando-se o kit Wizard Genomic DNA Extraction (Promega) segundo 

instruções do fabricante. O DNA total purificado foi diluído serialmente na razão 1:10 

de modo a se obter de 106 a 1,0 parasito para as curvas padrão. Cada ponto da curva foi 

utilizado em triplicatas nas reações.  

As reações de qPCR foram realizadas em placas de 96 poços - 

MicroAmp®Optical 96 - Well Reaction Plate with Barcode (Applied Biosystems by 

Life Technologies, EUA), cobertas com adesivos ópticos - Optical Adhesive Covers 

(Applied Biosystems, EUA) e processadas em termociclador ABI Prism 7500 Sequence 

Detection System (Applied Biosystems, EUA).  

Para verificar a integridade do DNA das amostras, foi feita a amplificação do 

gene TNF-α, de acordo com Moreira et al. (2012), utilizando-se os iniciadores direto: 5’ 

GAG TGG CTG AGC CAT CGT 3’ e reverso: 5’ TGG TTG TCT TTG AGA GAC 

ATG 3’, que amplificam um fragmento de 86pb (acesso no GenBank: AF046215). 

Também foi amplificado o gene de cópia única da DNA polimerase alfa de 90pb 

(direto:5’ TGT CGC TTG CAG ACC AGA TG 3’, e reverso: 5’GCA TCG CAG GTG 

TGA GCA C 3’) de L. chagasi (acesso no GenBank: AF009147) descrito por Bretagne 

et al. (2001). Como controle negativo foi usado água livre de nucleases, ao invés de 

DNA. A reação de cada amostra foi realizada em duplicata, com as seguintes condições: 

uma desnaturação inicial a 95ºC por 10 minutos, seguida por 40 ciclos de 95ºC por 15 

segundos e 60ºC por 1 minuto. Finalmente, a temperatura foi elevada gradualmente para 
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dissociação dos produtos amplificados a fim de analisar a especificidade da 

amplificação. 

As reações foram realizadas utilizando-se SYBR Green 2X PCR Master Mix 

(Applied Biosystems, EUA); 20ng de DNA; iniciadores (1,0 pmol/uL final para DNA 

polimerase ou 2,5pmol/uL final para TNF-) e água livre de nucleases em quantidade 

suficiente para um volume final de 10μL por poço. Para a quantificação do número de 

genes de cópia única de Leishmania (número de amastigotas) nas amostras, inicialmente 

foi determinado para cada poço o número de ciclos (Ct) em que a fluorescência cruzou 

uma linha limiar arbitrária, denominada threshold, calculada pelo programa 7500 

Software v.2.0.1 for 7500 and 7500 Fast Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems, 

EUA).  

Para a análise dos resultados foram consideradas as reações com eficiência entre 

97-103% e curva padrão com valores de coeficiente de linearidade (r2 = 0,99). O 

resultado final (RF) foi estimado em número de amastigotas/miligrama de tecido de 

acordo com a expressão: RF = (C x N x 50)/(20ng x M), em que: 

• C = resultado obtido diretamente da qPCR; 

• N x 50 = quantidade total, em ng, de DNA em 50uL obtido na 

espectrofotometria; 

• 20ng = quantidade de DNA acrescentado na reação de qPCR (fator de correção); 

• M = massa em miligramas do fragmento de tecido submetido à extração de 

DNA. 

 

 

4.6. Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas usando o GraphPad Prism 5.0 (Prism 

Software, Irvine, CA, USA).  Após verificação da normalidade dos dados usando o teste 

Kolmogorov-Smirnoff, foi realizada análise de variância (ANOVA one-way) seguida do 

teste de Tukey para determinar as diferenças específicas entre os grupos. Em caso de 

ausência de distribuição normal dos dados, foi usado o teste de Kruskal-Wallis, seguido 

do teste de Dunns para identificação de diferenças entre os grupos. As diferenças foram 

consideradas significativas quando o valor de P foi menor que 0,05. 
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5. Resultados  

5.1. Identificação dos parasitos por PCR-RFLP 

Foram obtidos sete isolados a partir de cães com leishmaniose visceral 

provenientes de Belo Horizonte - MG. A cada isolado foi dada uma nomenclatura: 610, 

571, 592, 593, 591, 614 e 616. 

Os sete isolados obtidos foram submetidos à reação de PCR-RFLP com o intuito 

de confirmar se os mesmos correspondem à espécie L. chagasi. Os isolados selvagens 

obtidos a partir de cães naturalmente infectados apresentaram perfil idêntico ao da cepa 

referência (L. chagasi, MHOM/BR/74/PP75). Este resultado confirma que todos os 

isolados são da espécie L. chagasi, uma vez que foi observado após aplicação da enzima 

HAE III um perfil de bandas com pesos moleculares de 120, 80, 60 e 40 pb. O gel 

representado pela Figura 3 ilustra o perfil eletroforético da cepa padrão (L. chagasi, 

MHOM/BR/74/PP75) e dos diferentes isolados (616, 592, 591, 593, 571, 610, 614), 

sendo os resultados referente à PCR convencional (primeira canaleta da cepa padrão e 

dos diferentes isolados), seguida pelos resultados referentes à PCR-RFLP (segunda 

canaleta da cepa padrão e dos diferentes isolados) para os produtos de amplificação de 

120pb obtidos na reação de PCR para a região conservada do minicírculo do kDNA, 

após digestão com a enzima de restrição Hae III. 
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Figura 3: Produtos de amplificação pela PCR para a região conservada do kDNA do 

mini-círculo de Leishmania antes e após a restrição por Hae III em gel de 

poliacrilamida 10%. MM, Marcador molecular de 25 pb (Invitrogen); cepa de 

referência PP75 (L. chagasi, MHOM/BR/74/PP75); isolados obtidos de cães com 

leishmaniose visceral (616, 592, 591, 593, 571, 610 e 614). 

 

5.2. Análise de infectividade em ensaios in vitro 

Com o intuito de selecionar os isolados com características de alta e baixa 

infectividade, foi realizada, através de contagem em microscópio óptico, uma análise do 

percentual de infecção e carga parasitária em macrófagos imortalizados de cães (DH82) 

em cultivo com os diferentes isolados selvagens (610, 571, 592, 593, 591, 614 e 616), 

com a cepa OP46 (uma vez que trata-se de um isolado já estudado anteriormente e que 

não sofreu passagens em outros modelos experimentais, além do cão) e com a cepa 

padrão (L. chagasi, MHOM/BR/74/PP75). Além disso, também foi realizada a 

marcação dos parasitos com CFSE para verificação da infecção em citômetro de fluxo.  

No estudo empregando-se a microscopia óptica, foram analisados os tempos de 

3, 24 e 48 horas pós-infecção (hpi). Além disso, foram utilizadas duas diferentes 

proporções de macrófago e promastigotas, sendo elas: 1 : 4 (Figura 4 A, C)  e 1 : 10 

(Figura 4 B, D). Foi observado que o isolado 616 proporcionou maior percentual de 

infecção e maior carga parasitária. Por outro lado, o isolado 614 foi o que apresentou 

menor percentual de infecção e menor carga parasitária. Na Figura 5 estão representadas 

imagens referentes ao isolado menos infectivo (614), mais infectivo (616) e cepa padrão 

(PP75), nos tempos de 3 e 24hpi, na proporção de macrófago : parasitos de 1:10.  
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Com o intuito principal de confirmar os resultados obtidos pela avaliação por 

microscopia foi feita também a análise empregando-se a marcação com CFSE. Para isso 

foram escolhidos dois dos pontos avaliados na análise anterior (os tempos de 3 e 24hpi), 

na proporção macrófago : parasitos de 1 : 4 e 1 : 10.  Os resultados obtidos por esta 

metodologia confirmaram que o isolado 616 foi o mais infectivo e que o isolado 614 foi 

o menos infectivo (Figura 4, E, F). 

O isolado 571 mostrou-se menos infectivo em alguns pontos, como mostrado 

por ambas as metodologias. Entretanto o mesmo apresentou muitas variações entre os 

diferentes tempos de infecção, de forma que o 614 foi escolhido para prosseguir para as 

avaliações in vivo. 

De acordo com Croft et al. (2001), o ensaio de infecção em macrófagos com 

amastigotas in vitro é o único capaz de correlacionar resposta clínica a sensibilidade a 

drogas do isolado. Entretanto, tendo em vista os diferentes perfis observados neste 

trabalho, para estudos de diferença de infectividade in vitro, a infecção de macrófagos 

com promastigotas parece ser uma metodologia aplicável para comparações entre 

diferentes isolados, sem fins diretos de investigação de resistência a drogas.  
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Figura 4: Percentual de macrófagos caninos infectados por diferentes isolados de                     

L. chagasi e respectivas cargas parasitárias. Os números 610, 571, 592, 593, 591, 614 e 616 

representam cepas selvagens. Cepa de referência de L. chagasi: PP75, MHOM/BR/74/PP75); 

OP46 (MCAN/BR/2008/OP46). 1:4 (A, C, E) e 1:10 (B, D, F) correspondem às proporções 

entre macrófagos DH82 e parasitos. Os dados foram obtidos por microscopia óptica (A, B, C, 

D; nos tempos 3hpi, 24hpi e 48hpi) e parasitos marcados com CFSE (E, F; nos tempos 3hpi e 

24hpi).  
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Cepas selecionadas: 614 e 616

 Figura 5: Macrófagos imortalizados de cães da linhagem DH82 infectados com os isolados 

616 e 614 obtidos a partir de cães com leishmaniose visceral, e com a cepa PP75 (L. chagasi, 

MHOM/BR/74/PP75) 3 e 24 horas pós-infecção. Barra= 25m. Setas pretas indicam 

promastigotas em 3hpi e setas vermelhas ilustram amastigotas após 24hpi. 

 

5.3. Perfil de infecção em hamsters com os diferentes isolados selecionados na 

etapa anterior 

5.3.1. Taxa de sobrevida 

Os animais não infectados apresentaram taxa de sobrevida de 100% (Figura 6). 

O mesmo ocorreu com os animais infectados com a cepa PP75. Os animais infectados 

com o isolado 616 também apresentaram taxa de sobrevida de 100% (Figura 6). 

Já os animais dos grupos OP46 e 614 apresentaram taxa de sobrevida de 73% e 

50% respectivamente (Figura 6).  
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Figura 6: Taxa de sobrevida de hamsters dos grupos: controle (C) e 

infectados experimentalmente com dois isolados (614 e 616) e com as cepas 

PP75 (L. chagasi, MHOM/BR/74/PP75) e OP46 (L. chagasi, 

MCAN/BR/2008/OP46). 
 

5.3.2. Avaliação clinicopatológica 

A observação do aparecimento de sinais clínicos sugestivos de leishmaniose 

visceral foi feita no decorrer de todo o tempo, desde a infecção experimental até o 

momento da necropsia. Neste momento também foram registradas as características 

macroscópicas observadas no fígado e baço dos animais. 

Sendo assim, foi observado que os animais que vieram a óbito apresentavam um 

acentuado emagrecimento e caquexia, comparáveis a situação dos animais 

representados na Figura 7, que se manteve por um período aproximado de uma semana, 

até morrerem. No momento da necropsia, 60% dos animais do grupo 614 e 11% do 

grupo 616 encontravam-se nessa situação de acentuado emagrecimento e caquexia. 

Além disso, esses animais apresentaram esteatose e esplenomegalia (Tabela 1). 
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Tabela 1: Aspectos clínicos e post-mortem de hamsters dos grupos: controle (C) e 

infectados experimentalmente com os dois isolados (614 e 616) e com as cepas PP75 (L. 

chagasi, MHOM/BR/74/PP75) e OP46 (L. chagasi, MCAN/BR/2008/OP46). 

 

C OP46 PP75 614 616

Emagrecimento - - - 60% 11%

Caquexia - - - 60% 11%

Hepatomegalia - - - - -

Esplenomegalia - 100% 60% 100% 22%
 

- =ausência de alterações 

 

 

 

A B

 

Figura 7: Hamsters experimentalmente infectados com L. chagasi apresentando: (A) 

emagrecimento e caquexia – isolado 614; (B) animal com caquexia e emagrecimento (hamster à 

direita – isolado 614) comparado a um controle (hamster à esquerda). 

 

5.3.3. Hemograma 

A avaliação dos parâmetros hematológicos foi feita através da análise da série 

branca (valores absolutos das populações de neutrófilos, eosinófilos, linfócitos e 

monócitos) e vermelha (eritrócitos, hemoglobina, hematócrito) dos diferentes grupos 

experimentais (Tabela 2). A análise dos dados relacionados à série branca revelou 

redução (P<0,05) da população de linfócitos do grupo OP46 e 614 em relação ao grupo 

PP75. Em relação à série vermelha, foi observado redução (P<0,05) dos níveis de 

eritrócitos, hemoglobina e hematócrito, no grupo 614, em relação aos demais grupos 

(Tabela 2).  
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Tabela 2: Perfil hematológico em hamsters dos grupos: controle (C) e infectados 

experimentalmente com os dois isolados (614 e 616) e com as cepas PP75 (L. chagasi, 

MHOM/BR/74/PP75) e OP46 (L. chagasi, MCAN/BR/2008/OP46). 

 

Parâmetros hematológicos Grupos

C (Valores de 

referência)
PP75 OP46 614 616

Neutrófilos 680.3±397.1 951.6±582.3 601.0±445.7 256.5±144.4 812.2±585.5

Eosinófios 39.7±25.4 67.0±46.2 27.8±16.4 31.2±29.0 50.4±38.1

Linfócitos 2012±659.4 2426±540.4 1524±521.5b 1568±1011b 2142±796.3

Monócitos 61.7±43.6 65.4±35.6 58.1±47.3 32.0±29.3 65.6±76.6

Eritrócitos 6.4±1.1 7.2±0.1 6.6±0.6 3.9±2.1a,b,c,e 6.6±0.8

Hemoglobina 13.1±1.4 14.0±0.5 13.0±1.4 7.9±4.3a,b,c,e 13.1±1.7

Hematócrito 27.7±2.9 29.4±1.5 27.4±3.1 17.1±8.6a,b,c,e 27.4±3.6
 

C: grupo controle; PP75 e OP46: grupos infectados com as respectivas cepas de referência de                

L. chagasi; 614 e 616: grupos infectados com os respectivos isolados de L. chagasi de menor e maior 

infectividade in vitro, respectivamente. Os valores obtidos no grupo controle (não infectado) foram 

adotados como valores de referência. a: diferença estatística com o grupo C; b: diferença estatística com 

o grupo PP75; c: diferença estatística com o grupo OP46; d: diferença estatística com o grupo 614; e: 

diferença estatística com o grupo 616. Todos os dados indicam media ± desvio padrão. 

 

5.3.4. Avaliação dos parâmetros bioquímicos 

Para a avaliação da função hepática foram realizadas dosagens em soro das 

enzimas transaminase glutâmica oxalacética (TGO) e transaminase glutâmica pirúvica 

(TGP) nos diferentes grupos experimentais. Os resultados demonstraram aumento 

(P<0,05) nos níveis de TGO no grupo 614 em relação aos grupos C e PP75 (Tabela 3). 

Já para a avaliação da função renal, foi realizada a dosagem de uréia e creatinina no 

soro de hamsters dos diferentes grupos experimentais, não sendo indentificada qualquer 

diferença significativa (Tabela 3). 
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Tabela 3: Perfil bioquímico em amostras de soro de hamsters dos grupos: controle (C) e 

infectados experimentalmente com os dois isolados (614 e 616) e com as cepas PP75 (L. 

chagasi, MHOM/BR/74/PP75) e OP46 (L. chagasi, MCAN/BR/2008/OP46).  

 

Parâmetros bioquímicos Grupos

C PP75 OP46 614 616

TGO 87.3±73.0 83.8±30.1 127.9±102.9 245.6±112.1a,b 163.6±117.6

TGP 97.1±39.1 78.4±19.2 111.7±66.9 170.8±125.9 134.1±50.1

Uréia 47.6±3.8 39.2±2.5 40.4±5.6 94.3±96.8 50.8±10.7

Creatinina 0.4±0.0 0.3±0.05 0.3±0.1 0.3±0.1 0.3±0.05
 

 

5.3.5. Contagem do infiltrado celular no fígado 

As células inflamatórias do fígado foram quantificadas através de análise 

morfométrica por microscopia óptica e os resultados estão representados na Figura 8. 

Foi observado que o grupo infectado com o isolado 614 foi o que apresentou um 

processo inflamatório hepático mais intenso. O grupo 614 apresentou aumento (P<0,05) 

na quantidade de células inflamatórias em relação a todos os outros grupos 

experimentais (Figuras 8 e 9). 
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Figura 8: Avaliação do infiltrado celular no fígado de hamsters dos grupos: controle (C) e 

infectados experimentalmente com os dois isolados (614 e 616) e com as cepas PP75 (L. 

chagasi, MHOM/BR/74/PP75) e OP46 (L. chagasi, MCAN/BR/2008/OP46). Os resultados 

estão expressos como média ± desvio padrão. * representa diferença em relação aos demais 

grupos (C, PP75, OP46, 614, 616). 

 

 

Figura 9: Fotomicroscopias de fígado de hamster dos grupos: controle (C) e infectados 

experimentalmente com os dois isolados (614 e 616) e com as cepas PP75 (L. chagasi, 

MHOM/BR/74/PP75) e OP46 (L. chagasi, MCAN/BR/2008/OP46). 
 

C PP75 OP46 614 616
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5.3.6. Avaliação da carga parasitária  

A carga parasitária no baço e no fígado dos diferentes grupos experimentais foi 

avaliada através de qPCR em tempo real (Figura 10). Os resultados estão representados 

como número de amastigotas/mg de de tecido. 

No fígado, de forma semelhante ao descrito para o infiltrado inflamatório, o 

grupo 614 apresentou aumento (P<0,05) da carga parasitária em relação ao grupo 616 

(Figura 10).  

Todos os animais do grupo 614 apresentaram resultado positivo, tanto no fígado 

quanto no baço (Tabela 4). No grupo 616 foi observado 55,5% e 66,6% de positividade 

no baço e fígado, respectivamente. O grupo PP75 apresentou 60% e 30% de 

positividade no baço e fígado, respectivamente. Já o grupo OP46 apresentou 66,6% de 

positividade em ambos os órgãos (Tabela 4). 
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Figura 10: Carga parasitária avaliada pela qPCR no fígado (A) e baço (B). No eixo y está 

representado o número de amastigotas por miligrama de tecido. No eixo x estão representados 

os grupos: infectados experimentalmente com os dois isolados (614 e 616) e com as cepas 

PP75 (L. chagasi, MHOM/BR/74/PP75) e OP46 (L. chagasi, MCAN/BR/2008/OP46). As 

linhas conectoras indicam diferenças estatísticas (P<0,05) entre os valores das medianas dos 

grupos. 
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Tabela 4: Frequência de positividade pela qPCR em amostras de baço e fígado de 

hamsters dos grupos: infectados experimentalmente com os dois isolados (614 e 616) e 

com as cepas PP75 (L. chagasi, MHOM/BR/74/PP75) e OP46 (L. chagasi, 

MCAN/BR/2008/OP46). aNúmero de hamsters positivos/número total de hamsters 

avaliados no grupo. 

 

Grupos

Positividade na (%)

Baço Fígado

PP75 6/10 (60.0) 3/10 (30.0)

OP46 6/9 (66.6) 6/9 (66.6)

614 5/5 (100.0) 5/5 (100.0)

616 5/9 (55.5) 6/9 (66.6)
 

 

5.4. Perfil de infecção em hamsters, submetidos ao tratamento com Glucantime®, 

com os dois isolados selecionados na etapa inicial do trabalho (614 e 616) 

5.4.1. Taxa de sobrevida 

Os animais infectados com PP75 e OP 46, bem como o grupo CT, todos 

submetidos à pressão medicamentosa com Glucantime®, apresentaram taxa de 

sobrevida de 100% (Figura 11).  

Já os animais dos grupos 614 (tratado) e 616 (tratado) apresentaram taxa de 

sobrevida de 54,5% e 58%, respectivamente (Figura 11).  
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Figura 11: Taxa de sobrevida de hamsters tratados com Glucantime® 

pertencentes aos grupos: controle tratado (CT) e infectados 

experimentalmente com os dois isolados (614T e 616T) e com as cepas 

PP75T (L. chagasi, MHOM/BR/74/PP75) e OP46T (L. chagasi, 

MCAN/BR/2008/OP46). 

 

5.4.2. Avaliação clinicopatológica 

A observação do aparecimento de sinais clínicos sugestivos de leishmaniose 

visceral foi feita no decorrer de todo o tempo, da mesma forma que nos grupos de 

animais sem a pressão medicamentosa, apresentados anteriormente. Neste momento 

também foram registradas as características macroscópicas observadas no fígado e baço 

dos animais. 

No momento da necropsia, 33% dos animais do grupo 614T e 38% do grupo 

616T encontravam-se em situação de acentuado emagrecimento e caquexia. Além disso, 

todos os grupos infectados e tratados (PP75T, 614T e 616T) apresentaram 

esplenomegalia (Tabela 5). 
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Tabela 5: Aspectos clínicos e post-mortem de hamsters, submetidos ao tratamento com 

Glucantime®, dos grupos: controle tratado (CT) e infectados experimentalmente com os 

dois isolados (614T e 616T) e com as cepas PP75T (L. chagasi, MHOM/BR/74/PP75) e 

OP46T (L. chagasi, MCAN/BR/2008/OP46). 
 

CT PP75T OP46T 614T 616T

Emagrecimento - - - 33% 38%

Caquexia - - - 33% 38%

Hepatomegalia - - - - -

Esplenomegalia - 100% 90% 100% 100%
 

- =ausência de alterações.  

 

5.4.3. Hemograma 

A avaliação dos parâmetros hematológicos foi feita através da análise da série 

branca (valores absolutos das populações de neutrófilos, eosinófilos, linfócitos e 

monócitos) e vermelha (eritrócitos, hemoglobina, hematócrito) dos diferentes grupos 

experimentais (Tabela 6). 

A análise dos dados relacionados à série branca revelou drástica redução 

(P<0,05) da população de eosinófilos do grupo 614T em relação ao grupo PP75T. O 

grupo 614T apresentou ainda redução (P<0,05) da população de linfócitos em relação 

ao grupo PP75T e 616T (Tabela 6).  

Em relação à série vermelha, foi observada intensa anemia no grupo 614T, que 

apresentou redução (P<0,05) dos níveis de eritrócitos, hemoglobina e hematócrito em 

relação a todos os demais grupos avaliados (Tabela 6).  
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Tabela 6: Perfil hematológico dos hamsters submetidos ao tratamento com 

Glucantime®, dos grupos: controle tratado (CT) e infectados experimentalmente com os 

dois isolados (614T e 616T) e com as cepas PP75T (L. chagasi, MHOM/BR/74/PP75) e 

OP46T (L. chagasi MCAN/BR/2008/OP46).  

 

Parâmetros hematológicos Grupos

CT (Valores 

de referência)
PP75T OP46T 614T 616T

Neutrófilos 715.4±409.9 812.7±609.8 341.5±426.7 189.4±175.1 458.1±213.9

Eosinófios 30.8±13.2 42.7±27.9 27.1±28.4 7.6±5.8b 27.6±13.0

Linfócitos 1451±531.5 1604±372.5 1209±725.8 549.0±526.4b,e 1494±448.6

Monócitos 40.0±29.6 40.4±21.8 32.7±36.6 11.2±10,5 33.2±14.4

Eritrócitos 6.4±0.8 6.9±0.3 5.6±1.0 3.1±1.3a,b,c,e 5.2±2.2

Hemoglobina 12.5±1.9 13,7±0,6 10,9±2,1 5,5±2,1a,b,c,e 10.3±4.5

Hematócrito 25.8±3.3 28.8±2.1 22.6±4.2 13.6±6.0a,b,c,e 21.8±8.0
 

CT: controle tratado com Glucantime®; PP75T e OP46T: grupos infectados com as 

respectivas cepas de referência e tratados com Glucantime®; 614T e 616T: grupos 

infectados com os respectivos isolados e tratados com Glucantime®. Os valores obtidos 

no grupo controle tratado com Glucantime® foram adotados como valores de 

referência. a: diferença estatística entre grupo CT e grupo assinalado; b: diferença 

estatística entre grupo PP75T e grupo assinalado; c: diferença estatística entre OP46T e 

grupo assinalado; d: diferença estatística entre 614T e grupo assinalado; e: diferença 

estatística ente 616T e grupo assinalado. Todos os dados estão representados por valores 

de media ± desvio padrão de cada parâmetro avaliado. 

 

5.4.4. Avaliação dos parâmetros bioquímicos 

Para a avaliação da função hepática foram realizadas dosagens em soro das 

enzimas transaminase glutâmica oxalacética (TGO) e transaminase glutâmica pirúvica 

(TGP) nos diferentes grupos experimentais. Já para a avaliação da função renal, foi 

realizada a dosagem de uréia e creatinina no soro de hamsters dos diferentes grupos 

experimentais. Não foram encontradas diferenças significativas entre os grupos (Tabela 

7). 
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Tabela 7: Perfil bioquímico dos hamsters submetidos ao tratamento com Glucantime®, 

dos grupos: controle tratado (CT) e infectados experimentalmente com os dois isolados 

(614T e 616T) e com as cepas PP75T (L. chagasi, MHOM/BR/74/PP75) e OP46T (L. 

chagasi, MCAN/BR/2008/OP46). 

 

Parâmetros bioquímicos Grupos

CT PP75T OP46T 614T 616T

TGO 171,8±132.2 191,3±82.9 183,0±102.3 155,9±119.0 117,6±32.7

TGP 78.0±28.5 126.2±49.6 104.3±65.2 89.1±33.0 76.6±22.9

Uréia 53.3±10.7 42.6±4.2 41.4±9.0 57.2±24.2 46.8±7.0

Creatinina 0.3±0.1 0.3±0.0 0.3±0.0 0.3±0.0 0.3±0.0
 

CT: controle tratado com Glucantime®; PP75T e OP46T: grupos infectados com as 

respectivas cepas de referência e tratados com Glucantime®; 614T e 616T: grupos 

infectados com os respectivos isolados e tratados com Glucantime®. Os valores obtidos 

no grupo controle tratado com Glucantime® foram adotados como valores de 

referência. Todos os dados estão representados por valores de media ± desvio padrão de 

cada parâmetro avaliado.  

 

5.4.5. Análise do infiltrado celular no fígado 

As células inflamatórias do fígado de hamsters submetidos à intervenção com 

Glucantime® foram quantificadas através de análise morfométrica e os resultados estão 

representados na Figura 12. 

Foi observado que o grupo infectado com o isolado 614T apresentou uma 

quantidade de células inflamatórias significativamente maior em relação aos grupos CT 

e PP75T. Ainda no grupo 614T e também no grupo 616T, as células inflamatórias 

estavam organizadas em granulomas, repletos de formas amastigotas do parasito (Figura 

13). 
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 Figura 12: Avaliação do infiltrado celular no fígado de hamsters tratados com Glucantime® 

dos grupos: controle tratado (CT) e infectados experimentalmente com os dois isolados (614T 

e 616T) e com as cepas PP75T (L. chagasi, MHOM/BR/74/PP75) e OP46T (L. chagasi, 

MCAN/BR/2008/OP46). Os resultados estão expressos como média ± desvio padrão. Letras a, 

b representam diferenças significativas em relação aos grupos CT e PP75T, respectivamente. 
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Figura 13: Fotomicroscopias de fígado de hamsters tratados com Glucantime® dos grupos: 

controle tratado (CT) e infectados experimentalmente com os dois isolados (614T e 616T) e 

com as cepas PP75T (L. chagasi, MHOM/BR/74/PP75) e OP46T (L. chagasi, 

MCAN/BR/2008/OP46). No detalhe ampliado das imagens representativas dos isolados 614 e 

616 são ilustradas inúmeras formas amastigotas no interior de macrófagos. 

 

5.4.6. Avaliação da carga parasitária  

A carga parasitária do fígado (Figura 14 A) e baço (Figura 14 B), nos diferentes 

grupos experimentais, foi avaliada através de qPCR. Os resultados estão representados 

como número de amastigotas/mg de de tecido. 

Os grupos 614T e 616T apresentaram aumento (P<0,05) da quantidade de 

parasitos no fígado em relação ao grupo OP46T. No grupo PP75T, apenas um animal 

apresentou carga parasitária detectável, impossibilitando a comparação estatística com 

os demais grupos.  

No baço foi observado aumento (P<0,05) da carga parasitária no grupo 614T em 

relação ao grupo PP75T. O percentual de positividade nos grupos está representado na 

Tabela 8. 
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Figura 14: Carga parasitária avaliada pela qPCR no fígado (A) e baço (B) de hamster tratados 

com Glucantime®. No eixo y está representado o número de amastigotas por miligrama de 

tecido. No eixo x estão representados os grupos: infectados experimentalmente com os 

diferentes isolados (614 e 616) e com as cepas PP75 (L. chagasi, MHOM/BR/74/PP75) e OP46 

(MCAN/BR/2008/OP46). As linhas conectoras indicam diferenças estatísticas (P<0,05) entre os 

valores das medianas dos grupos. 

 

 

 

Tabela 8:. Frequência de positividade pela qPCR em amostras de baço e fígado de 

hamsters tratados com Glucantime® dos grupos: infectados experimentalmente com 

os diferentes isolados (614 e 616) e com as cepas PP75 (L. chagasi, 

MHOM/BR/74/PP75) e OP46 (MCAN/BR/2008/OP46). aNúmero de hamsters 

positivos/número total de hamsters avaliados no grupo. 

 

Grupos 

Positividade na (%) 

Baço Fígado 

PP75T 6/9 (66.6) 1/9 (11.1) 

OP46T 9/10 (90.0) 6/10 (60.0) 

614T 5/6 (83.3) 6/6 (100) 

616T 7/8 (87.5) 7/8 (87.5) 
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6. Discussão 

As leishmanioses, em especial a LV, representam um grave problema de saúde 

pública, que tem passado por uma transição de perfil de distribuição rural para urbano 

nas últimas décadas (Gontijo & Melo, 2004, WHO, 2008; Harhay et al., 2011; Conti et 

al., 2016). A crescente expansão da doença reflete a complexidade do controle do 

parasito, de forma que um dos grandes desafios dos pesquisadores consiste na busca de 

estratégias imunoprofiláticas e terapêuticas capazes de reverter casos graves da doença, 

promovendo melhora clínica e cura parasitológica. A participação do cão como 

reservatório do parasito e mantenedor da doença em ambiente urbano tem fundamental 

importância nesse processo, uma vez que a circulação de parasitos que passaram por 

animais em tratamento pode representar um grande problema, já que esses animais não 

alcançam a cura parasitológica e continuam a transmitir o parasito (Giunchetti et al., 

2006, Reis et al., 2006a, Ferreira et al., 2012; Laurenti et al., 2013; Roatt et al., 2014). 

Ainda assim, apesar de até o momento não existirem evidências científicas de cura 

parasitológica após o tratamento da LVC (Roatt et al., 2014), o Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), autorizou o registro do Milteforan® 

pela empresa Virbac Saúde Animal, como sendo o primeiro fármaco a ser utilizado no 

Brasil (Nota Técnica Nº 11/2016/CPV/DFIP/SDA/GM/MAPA, segundo site do CRMV-

MG). Esta nota técnica foi divulgada após acordo entre o MAPA e o Ministério da 

Sáude sobre o registro deste produto (Nota Técnica Conjunta n° 001/2016 MAPA/MS, 

segundo CRMV-MG). Embora este tratamento não seja considerado como medida de 

saúde pública para controle da doença, é razoável imaginar o grande risco à saúde 

pública caso o parasito proveniente de cães submetidos ao tratamento seja transmitido 

aos flebotomíneos, com risco de infecção por cepas mais virulentas e resistentes ao 

tratamento ao homem e aos cães. Deste modo, seria fundamental desenvolver novas 

estratégias que bloqueiem a transmissão do parasito na LVC aos flebotomíneos.  

Além disto, outros fatores tais como status imune do hospedeiro ou falhas no 

tratamento, por exemplo, podem contribuir para a re-emergência e expansão da doença 

com a circulação de parasitos mais resistentes (Sulahian et al, 1997; Gangneux et al., 

2000; Sacks et al., 2002; Wilson et al., 2005). Neste sentido, a identificação e 

caracterização dos parasitos circulantes é fundamental para se constituir a base para o 

entendimento da doença, quimioterapia, profilaxia e controle das leishmanioses.  
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Considerando que existem diferenças na manifestação clínica na LV humana e 

canina, bem como na resposta aos agentes quimioterápicos, é importante que sejam 

investigados os perfis de virulência interespecífica e também entre diferentes cepas de 

Leishmania de uma mesma espécie (intra-específica), de forma que o conhecimento de 

dados biológicos, bioquímicos e moleculares seja utilizado para o estabelecimento de 

critérios epidemiológicos e clínicos no combate ao parasito e consequentemente à 

doença. Em outras palavras, é importante agrupar os dados bioquímicos com outras 

formas de expressão fenotípica das espécies de Leishmania nos hospedeiros e 

comportamento biológico dos parasitos. 

Neste contexto, o presente estudo destaca a caracterização biológica de 

diferentes isolados da mesma espécie (Leishmania chagasi), através da avaliação da 

infectividade in vitro e in vivo, bem como da patogenicidade. É importante ressaltar que 

em estudos de caracterização, as metodologias utilizadas apresentam vantagens e 

desvantagens, de forma que a escolha de uma determinada técnica deve ser cautelosa e 

levar em consideração os objetivos propostos. Trabalhos anteriores utilizaram a 

metodologia in vitro para caracterizar a virulência (Cunha et al., 2013; Domínguez-

Bernal et al., 2014; Magalhães et al., 2014), resistência a drogas (Maia et al., 2007; Luz 

et al., 2009; Hendrickx et al., 2012) ou comportamento biológico de isolados de 

Leishmania. As avaliações in vitro são essenciais em alguns estudos, porém é preciso 

cautela porque podem não refletir o comportamento do parasito no sistema in vivo.  

No presente estudo, foi feita a avaliação, in vitro, da infectividade de diferentes 

isolados obtidos a partir de cães de área endêmica para LV. O isolados menos e o mais 

infectivos foram escolhidos para a avaliação da patogenicidade em hamster. Este 

modelo de experimentação animal foi escolhido em virtude de vantagens, tais como 

características clínico-patológicas da LV que se assemelham a doença humana ativa e 

tempo de experimentação compatível com as possibilidades deste estudo. 

Surpreendentemente, foi observado que o isolado menos infectivo in vitro foi o mais 

infectivo e patogênico in vivo. Este dado alerta para a necessidade de avaliação com 

cautela em estudos que extrapolem dados de experimentos in vitro para o sistema in 

vivo. Além disso, o cultivo in vitro do parasito está sujeito a variações entre 

laboratórios, que pode dificultar a certeza em relação aos resultados. Essas variações 

podem ser, por exemplo, diferenças entre meios de culturas, número de passagens em 

meio de cultura em que o parasito se encontra, quantidade de formas metacíclicas no 

momento da infecção. Por tudo isso é preciso ponderação quando se pretende extrapolar 
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resultados in vitro para avaliações in vivo. Em contrapartida, Cunha et al. (2013) 

compararam a virulência entre diferentes cepas através de comparação de infectividade 

in vitro e também in vivo em camundongos, sendo observado que a cepa com mais alta 

carga parasitária in vitro também foi a mais infectiva in vivo 6 semanas após a infecção 

experimental de camundongos. O fato é que o conjunto de resultados corroboram com 

outros estudos (Sulahian et al., 1997; Baptista-Fernandes et al., 2007; Maia et al., 2011) 

no sentido de que a leishmaniose é uma doença multifatorial e que o amplo espetro de 

manifestações clínicas depende de características intrínsecas do parasito coordenadas 

com a susceptibilidade do hospedeiro, além dos aspectos nutricionais e ambientais. 

É importante enfatizar que a infecção experimental por Leishmania em hamster 

reproduz muitos aspectos clínicos e da evolução da infecção na LV humana (Badaró et 

al., 1986; Pastorino et al., 2002, Pedrosa, 2004; Oliveira et al., 2010) e canina (Santos-

Gomes et al., 2002; Paranhos-Silva, et al., 2003; Reis et al., 2006; da Costa-Val et al., 

2007; Ikeda-Garcia et al.,2007; Baneth et al., 2008; Alves et al., 2009; Solano-Gallego 

et al., 2009; Solano-Gallego et al., 2011), resultando em aumento na carga parasitária 

tecidual (baço e fígado), caquexia, hepatoesplenomegalia, pancitopenia, 

hipergamaglobulinemia e consequente morte. Por isso, neste estudo utilizamos o 

modelo hamster para estudar o comportamento in vivo dos isolados selecionados na 

etapa de avaliações in vitro (614, 616), sendo incluídas cepas referência de L. chagasi 

como critério de comparação (OP46 e PP75).  

O grupo de animais infectados com o isolado 614, que foi o menos infectivo nas 

avaliações in vitro, apresentou a menor taxa de sobrevida (50%) em 7 meses de 

acompanhamento. O grupo infectado com a cepa OP46 apresentou 73% de sobrevida, e, 

nos demais grupos, houve 100% de sobrevivência. Um estudo prévio realizado em 

nosso grupo de pesquisa mostrou que em 9 meses de infecção, ulilizando-se a mesma 

concentração de parasitos e a mesma via de infecção, houve 90% e 60% de sobrevida 

nos grupos infectados com as cepas PP75 e OP46, respectivamente (Moreira et al., 

2012; Moreira et al., 2016). Estes dados estão de acordo com os encontrados no 

presente estudo (100% e 73% de sobrevida, respectivamente), uma vez que o tempo de 

infecção foi menor, em virtude dos outros grupos nos quais a perda precoce de animais 

em consequência da infecção poderia inviabilizar o trabalho. No presente estudo, a 

observação do aparecimento de sinais clínicos sugestivos de leishmaniose visceral foi 

feita no decorrer de todo o tempo, desde a infecção experimental até o momento da 

necropsia, bem como a observação das características macroscópicas e microscópicas 
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no fígado e baço desses animais. O grupo infectado com o isolado 614 foi o que 

apresentou maior gravidade da doença, com sinais clínicos evidentes e acentuados, o 

que mostra o quão patogênico é este isolado. Vários estudos já demonstraram a presença 

de sinais clínicos semelhantes aos observados neste estudo, no mesmo modelo 

experimental (Melby et al., 2001; Requena et al., 2000; Poot et al., 2006; Riça-Capela 

et al., 2003; Dea-Ayuela et al., 2007, Nieto et al., 2011; Moreira et al., 2012). Assim 

como observado por Moreira et al. (2012), onde a hepatomegalia foi pouco frequente, 

não houve registro de hepatomegalia, enquanto a esplenomegalia foi bastante frequente. 

Sendo assim, o isolado 614 apresenta-se como potencial referência a ser utilizado em 

estudos de infecção experimental, terapêuticos e profiláticos contra o agente etiológico 

da LV. 

A avaliação dos parâmetros hematológicos mostrou que o grupo infectado com o 

isolado 614 apresentou anemia grave, com redução dos níveis de eritrócitos, 

hemoglobina e hematócrito em relação aos demais grupos experimentais. Foi observado 

também que este grupo apresentou redução dos níveis de linfócitos em relação ao grupo 

infectado com a cepa OP46. Os parâmetros hematológicos podem apresentar relevância 

para o acompanhamento do estado clínico e definição de protocolos terapêuticos (Da 

Costa-Val et al., 2007; Reis et al., 2009; Solano-Gallego et al. 2009; Brasil, 2009; 

Oliveira et al., 2010). Neste sentido, na LV humana e canina, é estabelecido um quadro 

hematológico grave, com anemia normocítica, nomocrômica, e valores reduzidos de 

hemoglobina e hematócrito. Com relação à série branca, ocorre imunossupressão com 

uma forte queda nos valores globais de leucócitos (leucopenia), diminuição de 

monócitos (monocitopenia), linfócitos (linfopenia) e eosinófilos (eosinopenia) (Pearson, 

1996; Bourdoiseau et al.,1997; Ciaramella et al., 1997; Pastorino et al., 2002; Feitosa et 

al., 2003; Pedrosa, 2004; Reis et al., 2006a; Costa-Val et al., 2007; Maia et al., 2010; 

Oliveira et al., 2010). Sendo assim, o grupo que apresentou pior prognóstico da doença 

foi o infectado com o isolado 614, com baixos níveis de eritrócitos, hemoglobina, 

hematócrito e linfócitos, o que associado a outros dados pode estar relacionado ao 

grande potencial de patogenicidade deste isolado. 

Em relação aos parâmetros bioquímicos, foi observado aumento nos níveis de 

TGO no grupo de animais infectado com o sisolado 614 em relação ao grupo controle e 

ao grupo infectado com a cepa PP75. Alterações nas concentrações de enzimas 

aminotranferases séricas (TGO e TGP) podem indicar lesões de células hepáticas 

(Kaneko, 1997), sinal clínico típico da LV. 
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As células inflamatórias do fígado foram quantificadas através de análise 

morfométrica. Corroborando com a hipótese de maior patogenicidade induzida pelo 

isolado 614, foi observado que este grupo apresentou um processo inflamatório hepático 

mais intenso. Estes dados, mais uma vez, apontam para um maior compromentimento 

causado pelo isolado 614. O fígado, juntamente com o baço, constitui o principal órgão 

atingido na LV experimental, onde a resolução da infecção aguda está associada ao 

desenvolvimento de granulomas hepáticos intralobulares tipicamente inflamatórios em 

torno das células de Küpffer (Wilson et al., 1987; Vianna et al., 2002; Stanley e 

Engweda, 2007). De acordo com Moreira et al. (2012), o aumento do processo 

inflamatório e a presença de maior número de granulomas podem estar relacionados ao 

intenso parasitismo. Sendo assim, esses dados apontam para um elevado parasitismo 

tecidual do grupo 614. De fato, o grupo experimental infectado com o isolado 614 

apresentou elevado parasitismo hepático.  

Este conjunto de dados decorrentes da avaliação da infecção experimental em 

hamsters comprovam que o isolado 614 é o mais patogênico e infectivo in vivo, embora 

tenha sido o menos infectivo in vitro, como já constatado. Em contrapartida o isolado 

616, mais infectivo in vitro, não teve destaque nas avaliações in vivo. É importante 

ressaltar que nós obtivemos estes isolados a partir de cães naturalmente infectados em 

área endêmica e que o cão do qual foi obtido o isolado 614 apresentava sinais clínicos 

graves indicativos de LV. Já o cão do qual foi obtido o isolado 616 apresentava poucos 

sinais clínicos. Estes dados reforçam nossa hipótese de que o isolado 614 é mais 

patogênico. Entretanto, embora estes dados corroborem nossos resultados, é importante 

observar que os mesmos não podem ser considerados como critério na avaliação destes 

isolados, uma vez que se trata de infecção natural em campo e não há como mensurar o 

tempo de infecção e a quantidade de parasitos inoculados nestas condições.  

Além de comprovar que dados de infectividade in vitro nem sempre podem ser 

extrapolados para o experimentações in vivo, nossos dados também mostraram que 

existe diferença de infectividade, in vitro e in vivo, e de patogenicidade entre os 

isolados. Pereira et al. (2009) mostraram que diferentes isolados de L. braziliensis 

causaram manifestações patológicas distintas em camundongos. Um outro estudo 

conduzido por Teixeira et al. (2005) também comparou a infecção em modelo murino 

com seis diferentes isolados de L. braziliensis e mostrou que existe diferença de 

virulência e patogenicidade e que as diferenças no tamanho das lesões estavam 

relacionadas a cepa do parasito e não a sua quantidade na lesão. Cunha et al. (2013) 
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fizeram a caracterização e avaliação da infectividade de cepas dermatotrópicas e 

viscerotrópicas de L. infantum no modelo murino e também atribuíram as diferenças de 

infectividade encontradas tanto in vitro quanto in vivo as características intrínsecas de 

cada cepa. Dominguéz-Bernal et al. (2014) avaliaram a virulência de cepas de L. 

infantum isoladas de Phlebotomus perniciosus em uma área de Madri, na França, onde 

havia um surto de LV, e observaram que os isolados apresentaram alta virulência em 

termos de índice de infecção, produção de citocinas e atividade enzimática envolvida na 

patogênese da LV.  Todos estes resultados corroboram com nossos dados no sentido de 

que existe diferença de virulência entre cepas da mesma espécie de Leishmania.  

É possível supor que as diferenças que existem entre cepas de Leishmania, 

comprovadas por estudos como os citados anteriormente, signifique a ocorrência de 

diferença na resistência a tratamento entre as mesmas. Neste sentido, um dos graves 

problemas observado na quimioterapia das leishmanioses está relacionado ao tratamento 

de cães. Embora essa prática seja permitida em alguns países, trata-se de uma medida 

ineficaz uma vez que induz a remissão dos sinais clínicos, mas não elimina o parasito, 

de forma que não impede a infectividade dos flebotomíneos (Giunchetti et al., 2006, 

Reis et al., 2006a, Ferreira et al., 2012; Laurenti et al., 2013). Sendo assim, é factível 

considerar a possibilidade de circulação de parasitos que apresentem resistência ao 

tratamento nas áreas endêmicas para LV. Seblova et al. (2014) estudaram o 

desenvolvimento de L. infantum resistentes a antimônio em vetores naturais (Lutzomyia 

longipalpis e Phlebotomus perniciosus) para determinar o risco de transmissão dos 

parasitos e observaram que o fenótipo de resistência foi mantido após passagem pelo 

vetor. Estes resultados destacam o risco de circulação de cepas de Leishmania 

resistentes e questionam a utilização de medicamentos de uso humano para tratamento 

de cães com LVC. O nosso trabalho também alerta para esta questão, uma vez que 

comprova a circulação de cepas com diferentes perfis de infectividade e patogenicidade 

em área endêmica. Futuros estudos com estes isolados poderão responder se também 

existe diferença na aquisição de resistência a drogas entre os mesmos, inclusive quando 

são submetidos a pressão medicamentosa no sistema in vivo. 

Assim, nós utilizamos os isolados selecionados na primeira etapa deste estudo 

para infectar experimentalmente hamsters e submeter estes animais infectados a doses 

de Glucantime®, insuficientes para o sucesso do tratamento, mas que pudesse submeter 

os parasitos a uma pressão medicamentosa. O re-isolamento destes parasitos foi 

realizado, possibilitando inúmeros futuros estudos que poderão investigar com maior 
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profundidade se houve alguma mudança no sentido de aquisição de resistência ao 

tratamento. 

Além disso, esta estratégia possibilitou a avaliação do perfil desta infecção, 

perante pressão medicamentosa, em hamsters. De maneira geral, foi observado um 

perfil semelhante ao ocorrido na infecção experimental na ausência de pressão 

medicamentosa. Algumas particularidades, entretanto, foram observadas no grupo 

616T. De forma curiosa, a presença do quimioterápico parece ter facilitado a progressão 

da infecção. O grupo 616T apresentou uma taxa de sobrevida de 58%, enquanto o grupo 

616, sem pressão medicamentosa tinha 100% de sobrevida. Além disso, os animais 

infectados com o isolado 616 e submetidos a pressão medicamentosa (616T) 

apresentaram um grau de emagrecimento, caquexia e esplenomegalia comparáveis ao 

grupo 614T. De forma intrigante, os resultados dos exames hematológicos e 

bioquímicos do grupo 616T não apresentaram alterações em relação aos demais grupos. 

Já a infecção com o isolado 614, mesmo com a intervenção com Glucantime®, manteve 

as mesmas características de gravidade observadas na etapa anterior, com maior taxa de 

mortalidade, anemia marcante, com baixos níveis de eritrócitos, hemoglobina e 

hematócrito e também baixos níveis de linfócitos. 

A avaliação do infiltrado celular do fígado também revela a maior gravidade do 

isolado 614, também na presença de intervenção com Glucantime®. No grupo 616T foi 

observada uma tendência a aumento da quantidade de células inflamatórias no fígado, 

entretanto este aumento não foi estatisticamente significante. 

As cargas parasitárias no baço e fígado também foram avaliadas. O grupo 614T 

apresentou maior parasitismo, assim como ocorreu na etapa anterior com o grupo 614. 

Já no grupo 616T foi notório o aumento do parasitismo.  

De acordo com estes resultados, podemos supor que a presença do 

quimioterápico, em doses insuficientes indicadas como protocolo de tratamento da LV, 

parece ter induzido alguma alteração que tornou a infecção com o isolado 616 mais 

grave. Diante destes resultados, pode-se especular sobre a possibilidade de ter ocorrido 

uma seleção, na qual sobreviveram a pressão medicamentosa apenas os parasitos mais 

infectivos. Esta alteração merece atenção com futuros estudos que possam explicar o 

mecanismo que levou a estes resultados. Pode ser que estes dados sejam mais um alerta 

do perigo que o tratamento não esterilizante (como o que ocorre no tratamento da LVC) 

possa representar na seleção de parasitos mais virulentos. 
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Dessa forma, vários estudos têm sido feitos no sentido de compreender os 

mecanismos que levam a aquisição de resistência a drogas. Kazeme-Rad et al. (2013) 

fizeram um estudo para identificar genes diferencialmente expressos em isolados de 

campo de Leishmania tropica sensíveis e resistentes ao tratamento com antimonial e 

observaram o envolvimento de biomoléculas distintas na resistência ao antimônio. 

Nosso trabalho possibilita investigações neste sentido, uma vez que o contato dos 

parasitos com Glucantime® no sistema in vivo pode ter, de alguma forma, levado a 

algum mecanismo de aquisição de resistência. Uma das nossas apostas com a qual 

almejamos responder algumas dessas questões é a proteômica.   

As análises proteômicas em Leishmania podem ser utilizadas para estudos de 

expressão diferencial de proteínas com distintas abordagens e objetivos. Sendo assim, 

diversos estudos têm sido utilizados na tentativa de elucidar mecanismos de resistência 

à drogas, com o uso da proteômica comparativa entre parasitos susceptíveis e 

resistentes. Em um trabalho realizado por Drummelsmith e colaboradores, uma 

comparação entre géis 2D que mapearam proteínas de parasitos L. major resistentes e 

susceptíveis ao metotrexato, mostrou a presença de um spot de 30 kDa com um PI 

aproximado de 6,3 apenas na linhagem resistente. Esta proteína foi identificada como 

redutase pteridina, sendo que a super-expressão da mesma está relacionada a um 

mecanismo de resistência (Drummelsmith et al., 2003). Carnielli et al. (2014) utilizaram 

a análise proteômica para elucidar diferenças de expressão entre parasitos L. infantum 

sensíveis e resistentes a miltefosine isolados de pacientes com LV que responderam de 

forma distinta ao tratamento. Neste estudo, foi observada, em parasitos resistentes a 

miltefosina, uma maior expressão de proteínas que desempenham um papel em 

mecanismos de homeostase, resposta ao estresse, proteção à apoptose e translocação da 

droga, consistente com o fenótipo de resistência (Carnielli et al., 2014). Em um estudo 

comparativo entre cepas de L. donovani resistentes e susceptíveis ao antimonial 

pentavalente isoladas de pacientes indianos com LV, a análise proteômica revelou uma 

série de proteínas diferencialmente expressas, as quais sugerem que a morte celular 

programada é modificada no parasito resistente (Vergnes et al., 2007). Outro estudo 

também analisou a resistência ao antimonial pentavalente através da proteômica 

comparativa entre cepas de L. donovani susceptíveis e resistentes isoladas a partir de 

pacientes com LV. Neste trabalho, foi investigada a possibilidade de envolvimento de 

várias proteínas, de membrana e citossólicas, indicando que vários mecanismos são 

responsáveis pela resistência às drogas (Kumar et al., 2010). Estes estudos fornecem 
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valiosas informações na busca de estratégias terapêuticas e profiláticas contra a LV e 

servem como base para nossos futuros estudos a partir dos dados obtidos nesse trabalho. 
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7. Conclusão 

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que os isolados obtidos a partir de 

cães residentes em área endêmica apresentam distintos perfis de infectividade, in vitro e 

in vivo, e patogenicidade em hamster. Além disso, ficou demonstrado que resultados 

obtidos no sistema in vitro podem não corresponder, em intensidade de infecção, ao 

comportamento in vivo. Esta hipótese é sustentada pelos resultados indicando que o 

isolado menos infectivo in vitro foi o mais infectivo e patogênico em hamster. 

Adicionalmente, o isolado 616, quando submetido a pressão medicamentosa com 

Glucantime® in vivo, apresentou mudanças no perfil da infecção que permitem supor a 

ocorrência de seleção de parasitos mais virulentos. 
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8. Perspectivas 

Os resultados deste estudo pemitiram identificar diferença de infectividade in 

vitro e patogenicidade em hamsters, entre diferentes os isolados avaliados. Buscando 

identificar a possível existência de outras diferenças para um melhor entendimento do 

significado das mesmas, este estudo tem como perspectivas: 

• Realizar a comparação do padrão de metilação do DNA entre os diferentes 

isolados, inclusive os que sofreram pressão medicamentosa in vivo; 

• Realizar a análise proteômica comparativa, entre os diferentes isolados de L. 

chagasi obtidos de hamsters, na presença e ausência de pressão medicamentosa, 

a partir de proteínas solúveis e do extrato total destes parasitos. 
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