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RESUMO

As leishmanioses sao relevantes infecgées causadas por protozoarios do género Leishmania
levando a mortalidade e morbidade em 98 paises endémicos, principalmente de popula¢des em
condigdes sociais menos favorecidas, incluindo o Brasil. Esta doenca parasitaria destaca-se por
diversas manifestagbes clinicas com terapéutica limitada. Neste sentido, as infecgbes por
Leishmania spp. constituem um sério problema de saude publica e um desafio para a ciéncia.
Durante a infecgdo, fagécitos mononucleares como os macréfagos sdo reconhecidos como
principal alvo ocupado pelos amastigotas quando parasitam vertebrados. Entretanto, outros
tipos celulares vém sendo caracterizados como potenciais sitios de infecgéo pelas espécies de
Leishmania. Neste contexto, o presente trabalho verificou a capacidade de infectividade das
espécies causadoras de leishmaniose tegumentar americana: Leishmania (Leishmania)
amazonensis e Leishmania (Viannia) braziliensis em culturas de adipécitos diferenciados de
linhagens de fibroblastos 3T3-L1. Como primeira etapa, realizou-se um protocolo de
diferenciacao celular em adipdcitos dentro de 14 dias. Em seguida, as células foram infectadas
com promastigotas e amastigotas axénicos das espécies de Leishmania nos tempos de 1, 24,
48 e 144 h (MOI=20) e caracterizadas por microscopia 6ptica, de fluorescéncia e eletrénica de
transmissdo. Ambos estagios parasitarios foram capazes de infectar e persistir em adipdcitos
por até 144 h, apesar de apresentarem um declinio no nimero de amastigotas a partir das 48 h
de infecgéo inicial. L. (L.) amazonensis foi capaz de levar a formagéo de vacuolos parasitoéforos
de carater acido, evidenciados pela marcacdo com LysoTracker™ Red DND-99. Os resultados
aqui apresentados indicam que os adipocitos constituem um ambiente capaz de sustentar a
infeccdo de Leishmania spp. permitindo ndo somente a sobrevivéncia, mas também a
multiplicacdo e persisténcia do parasito, uma vez que a viabilidade dos parasitos intracelulares
também foi observada em ensaios de diferenciacdo de amastigotas a promastigotas. Este novo
perfil de infecgdo pode ser de grande valia para a compreensao dos quadros de cronicidade, um
sinal decorrente de esquemas de tratamentos ineficazes ou mesmo de quadros naturais de

recaidas em casos clinicos de leishmaniose.

Palavras-chave: adipdcito (3T3-L1), infec¢éo in vitro, Leishmania spp.



ABSTRACT

Leishmaniasis are relevant infections caused by protozoa of the genus Leishmania and
generates mortality and morbidity in 98 endemic countries, mainly from populations in less
favored social conditions, including Brazil. This parasitic disease presents for several clinical
manifestations with limited therapy. In this way, infections with Leishmania spp. prove to be a
serious public health problem and a challenge for science. During infection, mononuclear
phagocytes such as macrophages are recognized as the main target occupied by amastigotes
when parasitizing vertebrates. However, other cell types have been characterized as potential
sites of infection by Leishmania species. In this context, the present work verified the infectivity of
the causative species of American cutaneous Leishmania: Leishmania (Leishmania)
amazonensis and Leishmania (Viannia) braziliensis in differentiated adipocyte cultures of 3T3-L1
fibroblast strains. As a first step, a protocol for cell differentiation into adipocytes was developed
within 14 days. Then, the cells were infected with axenic promastigotes and amastigotes of
Leishmania species at 1, 24, 48 and 144 h (MOI = 20) and characterized by optical microscopy,
fluorescence and transmission electron microscopy. Both parasitic stages were able to infect and
persist in adipocytes for 144 h, although they showed a decline in the number of amastigotes
from 48 h of initial infection. L. (L.) amazonensis occurred with the formation of acid
parasitophorous vacuoles, evidenced by the LysoTracker ™ Red DND-99 labeling. The results
presented here indicate that adipocytes constitute an environment that supports Leishmania spp.
infection. allowing not only survival but also multiplication and persistence of the parasite, as the
viability of intracellular parasites was also observed in amastigote to promastigote differentiation
assays. This new infection profile may be of great importance for understanding chronicity, a sign
that comes from ineffective treatment regimens or even from natural relapse in clinical cases of

leishmaniasis.

Keywords: adipocyte (3T3-L1), in vitro infection, Leishmania spp.
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1. Introducao

1.1.Leishmanioses: aspectos gerais

Mais de vinte espécies de protozoarios flagelados do género Leishmania (ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae) sdo consideradas agentes etiolégicos da
leishmaniose, uma enfermidade negligenciada, complexa e caracterizada por diversas
manifestagdes clinicas '2. Levantamentos epidemioldgicos recentes realizados pela
Organizagdo Mundial de Saude revelam registros de aproximadamente um milhdo de novos
casos e apontam para 26 a 65 mil mortes anuais causadas por esta importante doenca no
mundo. As figuras 1 A e B destacam a prevaléncia dos principais paises afetados pelas
leishmanioses cutdnea e visceral, respectivamente. O Brasil também apresenta uma
estatistica significativamente preocupante, com mais de 17.500 novos casos de
leishmaniose cutanea e mucosa reportados em 2017, para este mesmo ano, cerca de 4.114
casos de leishmaniose visceral, forma potencialmente fatal da doenca. Atualmente, nosso
pais integra um grupo de 7 paises que englobam mais de 90% dos casos reportados de
leishmaniose. Estes dados estdo alinhados com outra estatistica alarmante: o aumento na
expansao das areas de transmissao do Brasil, Paraguai e Argentina revelando os aspectos
de urbanizagao da leishmaniose visceral 3. (Figura 2).
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Figura 1: Status de endemicidade da leishmaniose nho mundo em 2018. (A) Leishmaniose
cutanea. (B) Leishmaniose Visceral [Retirado de World Health Organization].
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Transmissao de LV
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B o.96 - .94 (Médio)

-0,64 - 0,95 [Baixo)

Figura 2: Cenarios de transmissao de leishmaniose visceral por paises e indice composto de
leishmaniose cutéanea triénio por segundo nivel administrativo subnacional, Américas, 2017.
[Retirado de OPAS/OMS, Informe Epidemiol6gico das Américas, 2017 ].

A sintomatologia observada na maioria dos casos esta relacionada ao estado
imunoldégico do hospedeiro, e frequentemente associada a determinadas espécies de
espectro clinico bem distintos 24 (Tabela 1). A leishmaniose tegumentar americana
apresenta diferentes formas clinicas, tais como: leishmaniose cutanea localizada, resultante
de lesdes ulcerosas, Unicas ou multiplas; leishmaniose cutanea difusa, manifestando-se com
lesdes nao ulcerosas do tipo nodulos que se espalham por todo o corpo; leishmaniose
mucocutanea, responsavel por 1 a 10 % dos casos infectados com o subgénero Viannia,
podendo evoluir para a forma mais agressiva da doenga com comprometimento de mucosas
e cartilagens; leishmaniose disseminada, forma na qual o paciente apresenta lesdes

acneiformes disseminadas por todo o corpo. Por fim, a leishmaniose visceral, ou calazar,
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caracterizada por quadros nos quais os individuos desenvolvem hepatoesplenomegalia,

anemia, leucopenia, hipogamaglobulinemia, hipogamaglobulinemia, trombocitopenia e perda

de peso, comumente de carater cronico e alta letalidade se ndo diagnosticada e tratada a

tempo 24,

Tabela 1: Espectro clinico das principais espécies causadoras de leishmanioses. [Adaptado de

Reithinger R. et al, 2007 * e Burza S et al, 20187°].

Espécie

Novo mundo

L. (Leishmania) amazonensis

L. (Viannia) braziliensis
L. (Viannia) panamensis
L. (Viannia) peruviana
L. (Viannia) guyanensis
L. (Viannia) lainsoni

L. (Viannia) colombiensis

L. (Leishmania) mexicana

L. (Leishmania) pifonoi

L. (Leishmania) venezuelensis

L. (Leishmania) garnhami

Forma clinica

LCL, DCL e
DsCL

LCL, MC, DsCL
e LR

CL, MC

LCL

LCL, DsCL e
MCL
LCL

LCL

LCL, DCL e
DsCL

LCL

LCL

LCL

Doenca

Zoonose

Zoonose

Zoonose

Zoonose

Zoonose

Zoonose

Zoonose

Zoonose

Zoonose

Zoonose

Distribuicao geografica

Ameérica do Sul
Ameérica do Sul

Norte da América do Sul e
Sul da América central

Peru

Ameérica do Sul

Ameérica do Sul

Norte da América do Sul

Ameérica central e Sul da
América do Norte

Ameérica do Sul

Norte da América do Sul

América do Sul
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Continuacao tabela 1: Espectro clinico das principais espécies causadoras de leishmanioses.
[Adaptado de Reithinger R. et al, 2007 * e Burza S et al, 20187].

Espécie Forma clinica Doenca Distribuicao
geografica
Velho mundo

L. (Leishmania) aethiopica LCL, DCL, DsCl  Zoonose Ethiopia e Kenia
e oral nasal CL

L. (Leishmania) killicki LCL Zoonose Norte da Africa

L. (Leishmania) major LCL Zoonose Asia Central, norte e leste
da Africa e Oriente Médio

L. (Leishmania) tropica LCL,LR e Antroponose Asia Central, Oriente Médio,

raramente VL partes de_

norte da Africa, sudeste da
Asia

L. (Leishmania) donovani VL, LCL e PKDL Antroponose Africa, Asia Central,

Sudeste Asiatico
Velho e Novo mundo Leishmania spp.

L. (Leishmania) infantum Visceral e LCL Zoonose Europa, norte da Africa,
América Central, América
do Sul

LCL = leishmaniose cutanea localizada; MC = leishmaniose muco cutdnea; LV =

leishmaniose visceral; PKDL = leishmaniose dérmica pods-calazar; LR = leishmaniose

recidiva. DCL = leishmaniose cutanea difusa; DsCL = leishmaniose cutanea disseminada.

Leishmania é um parasito transmitido por insetos dipteros flebotomineos.
Durante seu ciclo de vida (Figura 3), o protozoario é ingerido pelas fémeas durante a
hematofagia de um animal vertebrado infectado. Neste estagio denominado amastigota, o
parasito apresenta forma arredondada e um flagelo reduzido. Ao atingirem o tubo digestivo
do inseto, as formas amastigotas se transformam em promastigotas, as quais se
caracterizam por um corpo celular fusiforme e flagelo alongado e permanecem aderidas ao
epitélio intestinal. Apds alguns dias, periodo que varia de acordo com a espécie de
Leishmania, fatores como alteragdes na morfologia e na superficie celular do parasito
desencadeiam a liberagdo das formas promastigotas que se acumulam no eséfago do
inseto. O processo de diferenciagdo que ocorre no intestino do vetor, denominado
metaciclogénese, é marcado pela transformacao das formas que se dividem (promastigotas
prociclicos) em formas altamente moveis e incapazes de se dividir (promastigotas
metaciclicos) °. Estes Ultimos sdo inoculados no hospedeiro vertebrado, infectando as
células fagociticas mononucleares, com destaque para os macrofagos. Os parasitos
permanecerdao no interior de fagolisossomos — vacuolos parasitéforos — destas células.
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Estabelecida a entrada das formas promastigotas metaciclicas, tanto o aumento da
temperatura como a diminuicdo do pH serdo fatores importantes para a diferenciagdo em
amastigotas. Um estudo recente demostrou que a disponibilidade de ferro parece ser um
fator crucial para o processo de diferenciagdo de formas flageladas a formas amastigotas,
ampliando ainda mais a complexidade deste processo fisioldgico . Apds a diferenciagao
completa, postula-se que os amastigotas se dividem até que a célula hospedeira se rompa
ou, conforme sugerido ha alguns anos, amastigotas podem ser transferidos de uma célula a
outra 7 . Finalmente, células da linhagem macrofagica fagocitardo os parasitos tanto
localmente quanto em tecidos distantes apds a disseminagdo '°. Passados semanas a
meses, a sintomatologia da leishmaniose pode se manifestar em seus hospedeiros

vertebrados.
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Figura 3. Ciclo de vida Leishmania spp. As formas de vida de Leishmania spp. alternam e
multiplicam-se por reproducdo assexuada em dois tipos de hospedeiros (vertebrados e
invertebrados). A fémea do flebotomineo infectada, ao realizar o repasto sanguineo, transmite para o
hospedeiro vertebrado as formas promastigotas. Uma vez no hospedeiro vertebrado, os parasitas
interagem com diversos tipos celulares e podem ser fagocitadas por células competentes como as
do sistema fagocitico-mononuclear e transformar se em formas amastigotas, que se multiplicam e
infectam outras células do hospedeiro. Posteriormente, a fémea, ao se alimentar deste hospedeiro,
ingere células infectadas com amastigotas, que se diferenciam em promastigotas e se multiplicam no
trato digestdrio. [Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention, 2019].
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1.2.Principais desafios encontrados no tratamento das leishmanioses

Esforcos da comunidade cientifica e farmacéutica sado extremamente
necessarios e relevantes para a otimizagao da terapéutica na leishmaniose, que atualmente
€ problematica e pouco efetiva, devido a varios fatores, tais como: elevada toxicidade dos
medicamentos, diversidade de efeitos colaterais, alto custo, resisténcia parasitaria e, na
maioria dos casos, incluem administracdo parenteral e longos periodos de hospitalizacao do
paciente %%, Contudo, ndo existe um nimero elevado e diversificado de drogas disponiveis
para tratamento dessa parasitose.

Globalmente, a quimioterapia utilizada na clinica se baseia principalmente no
uso de antimoniais pentavalentes, anfotericina B lipossomal, pentamidina, paramomicina e
miltefosina. Esta abordagem terapéutica é inespecifica, e também nado considera as
correlagdes estabelecidas entre os agentes etioldgicos e o padréo clinico observado da
doenga ''. Pesquisadores tém se empenhado em desenvolver uma melhor eficacia da
quimioterapia atual, do espectro de atividade, da redu¢do da dose, da minimizacdo dos
efeitos colaterais e do tempo de tratamento, a partir da combinagdo de drogas, ou seja com
base na terapia combinada empregada em alguns paises '2. Entretanto, mais estudos sio
importantes para que sejam driblados os obstaculos que impedem o estabelecimento de
uma terapia mais bem sucedida 3.

Outro aspecto importante no desenvolvimento de novas drogas consiste na
compreensao dos aspectos bioldgicos e bioquimicos da infec¢do provocada pelos parasitos
Leishmania, pois podem revelar novos alvos moleculares e impulsionar a inovagdo nas

intervencgdes clinicas.

1.3.Células hospedeiras: aspectos bioquimicos e fisiolégicos

Os protozoarios do género Leishmania possuem capacidade de infectar diversos
tipos celulares, apesar de macrofagos residentes, células dendriticas e neutréfilos serem
consideradas as principais células hospedeiras durante o ciclo do parasito nos vertebrados.
Como mencionado anteriormente, no inicio da infeccdo, promastigotas metaciclicos
subvertem o sistema imune inato do hospedeiro sendo albergados principalmente nestes
trés tipos celulares. Os corpos celulares dos parasitos sao recobertos por diversas
proteinas, como lipofosfoglicano (LPG) e gp63 (glicoproteina de 63 kDa), os quais auxiliam
na orientagdo e adesdo na célula hospedeira . A fagocitose ocorre mediante complexa e
intrinseca rede de ligacdes entre os receptores presentes na superficie do parasito com a
célula hospedeira. Um conjunto de moléculas de superficie bem descritas na literatura como

a gp63 e o LPG sao essenciais para a interagdo, por exemplo, com receptor do
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complemento 3 (CRS3, third complemente receptor), receptor do complemento 1 (CR1, first
complement receptor) e receptor de fibronectina (FnR, fibronectin receptor) da membrana da
célula hospedeira 415,

Durante o estabelecimento da infeccdo, endossomos iniciais e tardios fundem se
com o fagossomo em transformacéo, que contribuem para o amadurecimento e formacao do
vacuolo parasitéfaro (pH 4.7-5.2). Residindo dentro dos fagolisossomos de macréfagos,
Leishmania spp. obtém seus nutrientes através do citosol da célula hospedeira. Do ponto de
vista bioquimico, amastigotas obtém micro e macronutrientes a partir do trafego vesicular da
célula hospedeira. Diversos combustiveis metabdlicos sdo internalizados como fonte de
energia, por exemplo, monossacarideos, aminodacidos, poliaminas, purinas e ions 6. Os
lipidios sdo transportados por estruturas chamadas juncdes de oclusdo entre membrana
celular do parasita e do macréfago '®'” . Nos glicossomos ocorrem, principalmente, a
glicolise de hexoses e riboses como fonte de energia. Na Unica e longa mitocéndria ocorre o
ciclo dos &cidos tricarboxilicos (TCA), B-oxidacao, transcricao de DNA e parte da sintese
protéica. Na B-oxidacdo sao liberadas 8 moléculas de acetil-Coa que podem ser
incorporadas ao ciclo TCA para geracao de ATP celular. Parte de acetil-Coa gerado nesse
processo poderia ser utilizada para a gliconeogénese, entretanto, amastigotas nao possuem
duas enzimas chaves do ciclo glioxilato sdo elas: isocitratoliase e malato sintase, que
permitem a sintese de glicose a partir de acidos graxos '®. Todavia, Simon e colaboradores
demostraram a presenga de ambas enzimas do ciclo glioxilato em algumas espécies de
Leishmania '°. Certamente, novos estudos sdo necessarios para avaliar se os lipidios sdo
usados como uma das principais fontes de carbono in vivo.

As necessidades metabdlicas do parasita podem ser variaveis conforme as
condicbes em que se encontra; por exemplo, macrofagos - quando ativados por linfocitos
Th2 e citocinas IL-4/IL-13 e IL-10 - levam um aumento na endocitose de substratos
energéticos e upregulation da atividade enzimatica arginase-1, a qual atua na conversao de
poliaminas e aminoacidos, resultando no crescimento e multiplicagdo rapida dos
amastigotas 2%2'. Por outro lado, quando ativados por Th1, ocorre downregulation da
arginase-1, desencadeando desta maneira o aumento da sensibilidade ao estresse oxidativo
e degeneragcdo do parasita 22, A habilidade do parasita em regular
positivamente/negativamente suas vias metabdlicas demostra uma resposta ativa e
dindmica da Leishmania aos estresses encontrados no hospedeiro para obtencdo de
energia e garantir sua sobrevivéncia.

Apesar de se compreender parcialmente os mecanismos de infecgéo de células
do sistema mononuclear fagocitario por Leishmania spp., outras células ndo pertencentes a

esse sistema também foram identificadas albergando este protozodrio 23. Trabalhos tem
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sugerido que diversos tipos celulares podem participar de maneira importante no curso da
infecgdo por permitirem a persisténcia e manutencdo da carga parasitaria, durante um
periodo latente 2425,

Em 1958, Edward Belle demonstrou a presenga do protozoario em preparagdes
de laminulas de tecido epitelial humano a partir de 24 horas da inoculagédo #’. A biologia e
comportamento desta infeccao foi posteriormente descrita no trabalho de Frothingham e
Lehtimaki (1967), que destacou o papel das baixas temperaturas e presenca do soro fetal na
localizacdo e multiplicacdo do parasito 2.

Varios estudos também tem identificado que Leishmania podem desenvolver seu
ciclo de vida em linhagens de fibroblastos humanos e de macacos, sendo consideradas
células hospedeiras importantes durante a fase crénica da infecgao por proporcionarem um
ambiente menos hostil e mais adequado para os protozoarios em comparacdo aos
macréfagos 23! | Os fibroblastos que geralmente se localizam préximo ao sitio de infecgéo,
caracterizam-se por apresentar baixa capacidade de producdo de Oxido nitrico e
consequente reduzida habilidade de matar amastigotas 2* . O mecanismo molecular do
processo infeccioso tem sido pesquisado e resultados tem apontado que glicoproteinas
localizadas na membrana dos fibroblastos, receptores de manose, desempenham um papel
similar ao reportado para macréfagos %' .

Pessotti e colaboradores (2004) também evidenciaram a interagdo entre o
parasito e células de macaco da linhagem Vero, uma linhagem celular modelo
frequentemente utilizada em pesquisas com muitos propdésitos, incluindo o estudo do ciclo
de vida de parasitos eucaribticos 2.

Recentemente, Arango e colaboradores (2016) reportaram as caracteristicas
biol6gicas da infeccdo de células musculares esqueléticas por L. (L) amazonensis. Os
resultados demonstraram que o parasito foi capaz de interagir, reproduzir e permanecer
viavel nas fibras musculares, além de induzir uma resposta imune que provavelmente se
relaciona com o reparo do tecido infectado 3.

Na Tabela 2 sdo mostradas células primarias (derivadas de tecido) e linhagens
celulares de origens ndo monocitica ou magrofagica aplicadas em diferentes estudos do

ciclo de vida ou infecgao por diferentes espécies de Leishmania.
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Tabela 2: Células primarias (derivadas de tecido) ou linhagens celulares de origem nao

monocitica ou magrofagica infectadas por espécies de Leishmania. [Adaptado de M.G. Rittig and
C. Bogdan, 2000 #.

Célula Espécies e tipo  Leishmania Forma Destino dos parasitas Refs

hospedeira  de tecido spp- infectante intracelulares

Epitélio Placenta humana L. donovani AMA/PRO Multiplicacdo apés 2-4 23

amniotico dias

L. donovani PRO
L. braziliensis PRO Liberacao em 29-32 dias

Linhagem de Amnio humano L. donovani AMA N&o reportado

epitélio

amniotico

(WISH)

Fibroblasto = Mdusculo L. donovani AMA Degeneragcdo apds 20-
embrionario de 25 dias, sem
pintinho multiplicacado
Cérebro L. donovani AMA Viaveis por até 17 dias
embrionario de
pintinho
Bago de hamster L. donovani AM Viaveis por até 32 dias
Pele de hamster L. donovani PRO Viaveis apds 3 semanas
Pele humana L. amazonensis AMA Degeneragcdo em 4-5
Pele de dias
camundongo ou L. braziliensis- PRO Transformagéo em AMs,
linfonodo like mas sem multiplicaco;

declinio apés 4-5 dias

L. donovani PRO Transformacdo em AMs,
mas sem multiplicacéo;
vidveis por até 2
semanas

L. major AMA/PRO Sobrevivéncia limitada

HelLa Carcinoma L. tropica AMA Multiplicacao
BariteEl ments L. donovani PRO Declinio ap6s 4 dias

CHO Células de ovario L. amazonensis AMA Multiplicacao
de hamster
chinés

Células Hamster L. braziliensis AMA Multiplicagao

renais

LLC-MK2 Macaco Rhesus L. donovani AMA Multiplicagao

L. donovani PRO Nao reportado

Células Vero Macaco L. amazonensis AMA Multiplicacao
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Continuacao Tabela 2: Células primérias (derivadas de tecido) ou linhagens celulares de origem

nao monocitica ou magrofagica infectadas por espécies de Leishmania. [Adaptado de M.G. Rittig
and C. Bogdan, 2000 #9).

Célula Espécies e tipo  Leishmania Forma Destino dos parasitas Refs
hospedeira  de tecido spp.- infectante intracelulares
BHK21 Filhote de L. donovani PRO N&o reportado 23
Hamster
Varios tipos Coelho, Macaco L. donovani AMA N&o reportado
Rhesus e Macaco
verde africano
Células Pele de L. major AMA Multiplicagdo inexistente
dendriticas e camundongo ou baixa
Células de
Langerhans
Células Linfonodo de L. major AMA Nao reportado
dendriticas  camundongo
de linfonodo
Mastécitos Medula ésseade L. major PRO Transformagédo em AMA;
camundongo : Lise celular tardia
9 L. donovani PRO liberacdo de AMA
Neutréfiloe Humano e rato L. donovani AMA/PRO Morte parasitaria
eosinodfilo L. major PRO
L. mexicana AMA/PRO
Sticker Sarcomade cdo L. donovani PRO Viaveis por até 5 meses
DS503 L. mexicana Transformagéo em AMA,
multiplicacao apos 3 dias
e viaveis apos 1 semana
Células Tartaruga L. mexicana PRO Transformagéo em AMA
cardiacas de
tartaruga
Fibras Camundongo L. amazonensis PRO Viaveis por até 6 33
musculares C57BL/6 semanas
e Balb/C
C2C12 Mioblastos L. amazonensis PRO Transformagédo em AMA,
esquelético de multiplicagdo e viaveis
camundongo por até 3 dias
SkMCs Célula muscular L. amazonensis PRO Transformagéao em AMA,
esquelética multiplicagcdo e viaveis
Humana por até 3 dias
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Continuacao Tabela 2: Células primérias (derivadas de tecido) ou linhagens celulares de origem

nao monocitica ou magrofagica infectadas por espécies de Leishmania. [Adaptado de M.G. Rittig
and C. Bogdan, 2000 #9).

Célula Espécies e tipo  Leishmania Forma Destino dos parasitas Refs
hospedeira  de tecido spp- infectante intracelulares
Adipécitos Células tronco L. tropica PRO Transformagdo em AMA 25
derivadas de L. donovani
tecido adiposo L. major
humano L.infantum
L.braziliensis
Adipécitos Adipdcitos L.amazonensis  AMA/PRO Transformacdo em AMA, Presente
- diferenciados de TS multiplicacao, viaveis por Estudo
L, células LR até % d?as e decll'?]io
embriénicas de apés 2 dias

camundongos

AMA = amastigotas; PRO = promastigotas.

Neste cenario, a caracterizacao biol6gica de infeccées em outros tipos celulares
nao pertencentes ao sistema mononuclear fagocitario € de fundamental importancia para
investigacao e compreensao da complexidade da doenga. Além disso, o entendimento da
diversidade de interacao parasito-hospedeiro é chave para o desenho de intervencoes
terapéuticas para o controle desta enfermidade, para o desenvolvimento de outros estudos
voltados ao estabelecimento de novos modelos celulares e compreensao do progresso da

infeccao, biologia e metabolismo deste protozoario.

1.4. Adipocito como célula hospedeira de tripanossomatideos

Adipdcitos sdo células constituintes do tecido adiposo que sédo classicamente
divididas em dois tipos: 1. tecido adiposo marrom (TAM), predominante em fetos e em
recém-nascidos, praticamente ausentes nos individuos adultos. Trata-se de um tecido
especializado na regulacdo de calor, desempenhando fungbes termogénicas; 2. tecido
adiposo branco (TAB), presente em diversas regides do organismo, envolvendo 6rgaos e
estruturas internas, com fungdes mais complexas e integrantes envolvidas em diversos
sistemas fisioldgicos 345, Ainda pouco estudado, um terceiro tipo de tecido adiposo bege
(TBE) encontra-se distribuido na regido cervical, axilar, incluindo depdsitos interescapulares.
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A morfologia do TBE assemelha como intermediario aos dois primeiros tipos de tecido,
possuindo goticulas lipidicas mais multiloculares, entretanto com caracteristicas fisiol6gicas
totalmente distintas e Unicas . O TAB distribui-se como um 6rgdo dinamico, além de
armazenar e mobilizar energia em forma de triglicerideos, € ativo na produgéo e secregao de
uma variada gama de hormoénios em um conjunto de processos celulares e fisiologicos *’.
Além das funcdes classicamente descritas, este tipo celular também tem sido identificado
como potencial alvo de patégenos, modelos de estudo da biologia de infeccéo e ciclo de
vida de parasitos de importancia médica mundial 389,

Diferentes tripanossomatideos foram reportados associados as células do tecido
adiposo de humanos e camundongos, como Trypanosoma brucei e T. cruzi, agentes
etiolégicos da tripanossomiase africana e americana (doenca de Chagas), respectivamente.
T. brucei € um parasito extracelular encontrado livremente na corrente sanguinea que
apresenta tropismo pelos tecidos do sistema nervoso central, levando ao acometimento das
suas funcdes, incluindo alteragdes no padrao de sono/vigilia. Contudo, formas distintas das
sanguineas ja foram encontrados em espagcos intersticiais entre os adipdcitos “°.

T. cruzi, comumente encontrado no interior de diversos tipos celulares, &
responsavel por diversas manifestagcdes clinicas, desde uma infecgdo assintomatica a
disfungdes cardiacas e digestivas na forma crénica da doenga de Chagas. Formas deste
parasita foram identificadas no interior de adipdcitos *'. Segundo Nagajyothi et al. *2,
receptores de lipoproteina de baixa densidade seriam alvos da interagdo com adipdcitos e
interfeririam no processo infectivo. Outro fator associado ao sucesso adaptativo do parasito
estaria relacionado a expressao génica diferenciada para obtencédo de carbonos através da
B -oxidag&o encontrada tipicamente em formas tripomastigotas da corrente sanguinea 3.

Tanowitz et al %. definiram quatro tipos de mecanismos para 0 sucesso
parasitario desses dois tripanossomatideos em adipécitos. Primeiro, as formas
tripomastigotas de ambos parasitos providas de flagelos atravessariam livremente os
capilares sanguineos e se dispersariam por diferentes tecidos e 6rgaos, entretanto, apenas
haveria desenvolvimento das diferentes formas de vida onde o parasita conseguiria se
multiplicar e evadir as respostas do sistema imune do hospedeiro. Nesse caso, o tecido
adiposo confere esses requisitos. Na segunda hip6tese, o mecanismo anterior seria
mediado por receptores especificos presentes no tecido alvo, como encontrado na
subunidade a4 da lamina basal de endotélios que permitem a passagem de T. brucei
através da barreira hematoencefdlica. A terceira hipdtese residiria na penetracdo de
parasitas durante os efeitos da angiogénese, pois durante a remodelagdo vascular e o
desenvolvimento de novos vasos sanguineos o parasita atingiria o tecido adiposo. A quarta
possibilidade reside no eventual escape da resposta imune desenvolvida pelo parasito, por
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exemplo, quando niveis de IFN-y estdo elevados no plasma, T. brucei é capaz de se
dispersar para o encéfalo. Além de adipdcitos servirem como sitios de infeccao para estes
tripanossomatideos na fase aguda, podem atuar como um reservatorio durante a fase
cronica da doencga .

Em relagédo ao curso da infecgao por Leishmania, Allahverdiyev et al 2° também
descreveram infecgdes in vitro por espécies de parasitos restritas ao Velho Mundo em
adipécitos diferenciados de células-tronco mesenquimais. O modelo experimental permitiu
detectar resquicios de DNA do parasito até 28 dias apds a infeccao, contudo, ressalta-se
que nao foram visivelmente demonstradas as formas parasitarias, tampouco, avaliacdo da
cinética do perfil da infecgao.

Do ponto de vista metabdlico, pressupbem-se que as necessidades energéticas
requeridas nesse ambiente sejam diferentes daquelas encontradas em células fagociticas
profissionais. Sabe-se também que os lipidios estdo envolvidos no curso da infec¢do por
Leishmania em macro6fagos e observa-se a modulacéo positiva da enzima ciclooxigenase-2
(COX-2) a partir do acido araquidénico na formagao de varios lipidios bioativos, incluindo
prostaglandina, tromboxano e prostaciclina “¢4’. Sugere-se também que a expressio de
genes relacionados ao metabolismo lipidico, como receptor gama ativado por proliferador de
peroxissoma (PPAR-y), possa contribuir para cronicidade da infec¢ao, pois quando este
fator € ativado ocorre diminuigcdo da resposta inflamatéria do hospedeiro, por consequéncia
protegendo-o de uma resposta imune exacerbada 6. Ainda nesse contexto, recentemente
foi descrito o recrutamento e inclusdes de corpos lipidicos para o interior do amastigota,
demostrando um papel crucial dos lipidios na manutengao da vida parasitaria *°.

1.5. Modelo celular: 3T3-L1 e adipogénese

O TAB é constituido por uma matriz de tecido conjuntivo, células adiposas,
tecido nervoso, células do estroma vascular, células imunes (leucécitos, macréfagos),
fibroblastos e células-tronco %°. Quando as células pré-adiposas finalizam o processo de
diferenciacao celular tornam-se adipécitos maduros, morfologicamente reconhecidos pelo
armazenamento de lipidios em inclusdes no citoplasma 37,

Estudos abordando a adipogénese ou aspectos relacionados ao tecido adiposo
frequentemente utilizam as células 3T3-L1 derivados de camundongos como principal
modelo celular. Ensaios in vitro da diferenciagdo das linhagens de fibroblastos 3T3-L1
compreendem um sistema molecular complexo envolvendo a expressao de genes regulados
qgue anteriormente encontravam-se silenciados, incluindo a lipase de lipoproteina (LPL),
PPAR-y, transportadores de glicose (GLUT4), desidrogenase glicerol-3-fosfato (G3PDH),
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leptina, entre outros, expressos durante as diferentes etapas de diferenciacao e contribuem
para as alteragbes morfoldgicas e o acumulo de triglicerideos no citoplasma das células
adiposas diferenciadas %'-°2. A insulina, como um fator de crescimento semelhante a insulina
(IGF-I) e glicocorticoides, como adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (CAMP) 53, constituem-se
como principais agentes reguladores da adipogénese. Logo, o emprego de insulina,
dexametasona e 1-metil-3-isobutilxantina (IBMX) constituem um coquetel adipogénico chave
do processo de adipogénese. A diferenciacdo celular de linhagens 3T3-L1 compreende
etapas iniciais, intermediarias e terminais altamente coordenadas e reguladas, constituindo a
parada do ciclo celular, expansao clonal e, por fim, a diferenciagao terminal. 5354,

O emprego do coquetel adipogénico em placas confluentes de 3T3-L1 ativa os
receptores de glicocorticoides pela dexametasona, receptores IGF-1 pela insulina e inibe
receptores de fosfodilesterases pelo IBMX, juntos atuam regulando a diferenciacao celular
5455 Com a estimulagdo celular de 3T3-L1 pelo coquetel adipogénico, ocorre o inicio dos
eventos representados pela expressdao das proteinas ligantes ao amplificador C/EBPs
(CCAAT/enhancer binding proteins). Nesse processo a adipogénese ocorre como duas
‘ondas” com fatores de transcrigdo bem caracteristicos. A primeira onda representada pelas
C/EBP-B e C/EBP-6 responsaveis por reiniciar o ciclo celular, seguindo com pelo menos
duas divisbes de forma regulada (expansdo clonal), que saem permanentemente do
processo de ciclo celular e entram em diferenciagdo terminal por ativagdo da segunda onda
representada principalmente por PPAR-y e C/EBP-a. O PPAR-y é considerado um fator
limitante da adipogénese levando ao fendtipo caracteristico do adipdcito maduro 354, As
células comprometidas passam pela diferenciacdo terminal manifestada devido a producéo
de goticulas lipidicas no citoplasma, bem como a expressdao de multiplos programas
metabdlicos caracteristicos de células adiposas maduras.

Os fatores de transcricdo C/EBPB e C/EBPS séo inicialmente induzidos, estando
diretamente relacionados na inducéo e aceleragdo da adipogénese em resposta a indutores
hormonais. C/EBP responde principalmente a dexametasona, enquanto C/EBP® responde
ao IBMX, e diminui nas 48h subsequentes, enquanto o declinio de C/EBPB é mais gradual
de tal forma que ocorre por volta do oitavo dia 6. Acredita-se que fatores de transcrigéo
C/EBPB e & medeiam a expressdo do PPAR-y, sendo transcrito durante as 48h apds a
inducdo da diferenciagédo, e atingindo a maxima expressao por volta de 72 a 96h. Acredita-
se, também, que C/EBP e & induzem a expressao de C/EBPa, com niveis indetectaveis em
pré-adipocitos e apresentando niveis detectdveis apds 48h, com completa expressdo em
96h do inicio do programa de diferenciacdo %*°’. Uma vez ativados, o PPARy e o C/EBPa

retroalimentam-se para manter sua expressao génica, apesar de uma redu¢ao na expressao
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de C/EBPB e 6. C/EBP-a impede que ocorra mitose pds-confluente evitando que as células
progridam da diferenciacdo celular. PPARy e C/EBPa sao dois fatores criticos e
necessarios para os estagios tardios de diferenciacdo de maneira cooperativa e sinérgica,
mas nao sao expressos em altos niveis nos pré-adipdcitos e ndao estdo envolvidos no

desenvolvimento inicial 8.

1.6.Justificativa

Apesar da importancia epidemiolégica e dos avancgos cientificos na area, a
leishmaniose permanece como uma doenga negligenciada, que demanda esforgos para
melhor compreensdo de sua biologia, desenvolvimento de estratégias terapéuticas e
vacinais mais eficientes. A cronicidade da doenga também é pouco compreendida e pode
ser um fator chave para responder perguntas abertas neste campo de investigacao. Neste
ambito, o estabelecimento de infecgbes de células adiposas com espécies de Leishmania
causadoras de leishmaniose tegumentar americana, como L. (L.) amazonensis e L. (V.)
braziliensis, representam um campo fértil na investigacao da interacdo parasita com uma
célula hospedeira abundante, inclusive préxima ao sitio da lesdo e ndo estritamente

fagocitica.

2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade de protozoarios do
género Leishmania em infectar células adiposas diferenciadas de linhagens de fibroblastos
embriénicos 3T3-L1.

2.2. Objetivos especificos

I.  Avaliar condi¢des 6timas de cultivo de 3T3-L1, bem como padronizar um protocolo

ideal de fixagao e coloracao de adipécitos para utilizagdo em rotina no laboratério;

Il.  Avaliar se adipécitos e pré-adipdcitos sdo permissivos a infeccdo por Leishmania
SPp-;

Ill.  Determinar as cargas parasitéarias de culturas de adipdcitos infectadas por diferentes
tempos com formas infectivas de L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis;

IV. Identificar a formacdo do compartimento ocupado pela Leishmania spp. em
adipdcitos;
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V.  Avaliar a viabilidade dos parasitos intracelulares que infectaram adipécitos.

3. Metodologia
3.1.Cultura de parasitos

Promastigotas de L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) e L. (V.) braziliensis
(MHOM/BR/75/2903) foram cultivadas em meio 199 (Sigma -Aldrich) com 20% de soro
bovino fetal inativado (FBS) (Sigma-Aldrich), adenina 10 mM, L-glutamina 5 mM e penicilina
(100 U/ mL) e estreptomicina (100 pg / mL) (Sigma, EUA) em garrafas 25 cm? mantidos a 26
°C. As culturas de L. (V.) braziliensis foram suplementadas com 10% de FBS e 5% de urina
estéril masculina humana. Os experimentos foram realizados até a oitava passagem, e em
fase estacionaria de crescimento celular.

Amastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis foram cultivados de
modo axénico. O meio de cultura utilizado foi 0 mesmo de promastigotas, entretanto esses
foram acidificados a pH 4,8 e pH 5,2, e suplementados com 20% de FBS e mantidos na
estufa 32°C e 34°C com 5% de CO: para a primeira e segunda espécie de Leishmania,
respectivamente. Amastigotas axénicos foram obtidos a partir do quarto dia de cultivo.

3.2.Culturas de adipécitos (3T3-L1)

3T3-L1 foram cultivadas em meio DMEM (Gibco) suplementados com 10% de
FBS, 2 mM de L-glutamina, 0.1 M de NaPyr (piruvato sédico), 40 mM de HEPES (acido 4-(2-
hidroxietil)piperazin-1-iletanosulfénico) e 1% de penicilina (100 U / mL) e estreptomicina (100
ug / mL) (Sigma-Aldrich), em garrafas de 25 cm? com filtro, a 37°C com 5% de CO.. A
manutencdo da cultura foi estabelecida com repiques a cada dois ou trés dias com 10°
células/mL. Obtencao de adipécitos maduros foi realizada a partir do protocolo descrito por
Zebish %° com algumas modificagdes.

O periodo total de diferenciacao celular foi de 14 dias, com trocas do meio a
cada 48 h. No dia 0, as células foram semeadas numa densidade de 10*/mL em placas de
24 pogos (Corning) contendo laminulas (13 mm didmetro). No dia 3, as culturas com 70-80%
de confluéncia celular foram expostas ao coquetel adipogénico (0.25 uM de dexametasona,
2 pug/mL de insulina e 0.5 mM de IBMX) por um periodo de 48 h. No dia 5, o meio contendo
o coquetel adipogénico foi substituido por novo meio contendo insulina (1 pg/mL) por mais
48 h. Fez-se necessario cultivar as células em placas de 24 pogos com laminulas em
volume final de pelo menos 1mL/pogo, sendo um dos fatores decisivos para o aparecimento
de goticulas de lipidios. Nos dias 7-14, foram realizadas trocas de meios a cada 48 h. No 8°
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dia foi possivel observar a formagao de pré-adipdcitos com pequenas goticulas de lipidios.
Finalmente, no 14° dia foram obtidos os adipdcitos que foram confirmados com coloragao de
Qil-Red O *°.

3.3.Infeccao de adipdcitos com promastigostas e amastigotas

Nas placas de 24 pocos os adipocitos foram infectados com promastigotas em
fase estaciondria de crescimento e amastigotas das culturas L. (L.) amazonensis e L. (V.)
braziliensis na MOI=20 e mantidas em estufa a 34°C com 5% de CO: respectivamente. Apds
4 h de incubacao, as placas de cada espécies foram lavadas trés vezes com PBS (1X) e
acompanhadas nos tempos de 1, 24, 48 e 144 h. Em cada tempo determinado, as laminulas
foram coletadas, fixadas (4% formaldeido por 1h), coradas de modo sequencial,
primeiramente com Qil-Red O por 2 h, e depois com Giemsa por 15 min. A determinagéao do
namero de parasito intracelular por adipécito foi obtida a partir da contagem aleatéria de 300
adipdcitos infectados com Leishmania spp. (MOI=20). A leitura das laminas citolégicas foi
realizada em microscépio de luz (100x objetiva de imersao).

3.4.Microscopia de fluorescéncia

Para tempos de 1, 24, 48 e 144 h, laminulas contendo os adipdcitos infectados
com Leishmania spp. foram lavadas trés vezes com PBS (1X), fixadas com paraformaldeido
(4%) durante 30 min em temperatura ambiente, permeabilizadas com TRITON (0.5%) por 20
min e posterior coloracao das goticulas lipidicas com 1ug/mL de Bodipy 493/503 (Invitrogen)
por mais 20 min. As laminas foram montadas com Prolong contendo DAPI (Invitrogen) e
observadas ao microscépio de epifluorescéncia Zeiss Axio Imager 2 com camera acoplado
que permitiram a aquisicdo das imagens com objetiva de imersdo (100x) (Departamento de
Biologia Animal - Laboratério de Protozoologia). O processamento das imagens foi feito

utilizando o software Image J (NIH-USA).

3.5.1dentificacao de pH do vacuolo parasitéforo em adipécitos

A marcagao do vacuolo parasitéforo foi realizada utilizando LysoTracker™ Red
DND-99. Um corante que apresenta alta seletividade para organelas e estruturas acidas.
Laminulas contendo adipdcitos infectados com promastigotas de L. (L.) amazonensis
(MOI=20) nos tempos 24 h e 48 h foram incubadas com 75 nM de LysoTracker™ Red DND-
99 a 34°C com 5% de CO: durante 1 h. Apds esse periodo, a preparagdo, montagem e
andlise das laminulas foi realizada previamente como descrito acima no topico 3.4.

Microscopia de fluorescéncia.
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3.6. Analise ultraestrutural da infeccao

Amostras de células adiposas infectadas com Leishmania spp. foram lavadas
trés vezes com PBS (1X), fixadas em tampao 0,1 M de cacodilato e 3 mM de CaCl. com 2,5
% de glutaraldeido durante 5 min em temperatura ambiente, posteriormente fixadas com 4%
de paraformaldeido por mais 30 min a 4°C. O material foi lavado trés vezes com o tampao
(0,1 M de cacodilato e 3 mM de CaClz) a 4 ° C, entdo pos-fixadas com 1% da solugéo de
tetradxido de ésmio em tampao 0,1 M de cacodilato e 3 mM de CaCl; e 0,8% de ferrocianeto
de potéassio por 3 minutos a 4°C. Apés lavar cinco vezes em agua MilliQ a 4°C, as células
foram contrastadas com 2% de acetato de uranila aquoso filtrado por 1 h a 4°C. Transcorrido
esse periodo o material foi novamente lavado por mais cinco vezes em agua MilliQ a 4°C, e
empregado a desidratacdo sequencial em etanol com concentracdes crescentes de 20%,
50%, 70%, 80%, 90%, 2x 100% a 4°C. Por fim, as amostras foram embebidas na resina
Epon e etanol na proporgdo (1:1) em agitacdo constante por 30 minutos a temperatura
ambiente, este procedimento foi repetido por mais cinco vezes durante 1 hora cada ciclo,
sendo o ultimo embebido em resina Epon pura por 12 h a temperatura ambiente. No dia
seguinte, o material foi substituido por resina Epon pura por 72 h a 60°C. A partir da
polimerizagdo completa, o material foi seccionado no TA-X ultrétomo (RMC; Tucson, AZ) , e
contrastado com citrato de chumbo e citrato de uranila por 20 minutos a 4°C. A andlise
microscopica eletrénica de transmisséo foi realizada com microscépio Leo 906-Zeiss, junto
ao Laboratério de Microscopia Eletrénica do IB/UNICAMP. Nesta etapa contamos com a
colaboracao do Prof. Silvio R. Consonni do Departamento de Bioquimica e Biologia Tecidual
do IB-UNICAMP.

3.7.Progresso da infeccao: viabilidade dos amastigotas

Transcorridos o periodo total da infecgao in vitro (144 h) foram avaliadas a
viabilidade dos amastigotas a partir da transformacao das formas de vida intracelular para as
formas flageladas. Para isso, os adipocitos infectados foram lisados com SDS (dodecil
sulfato de so6dio) a 0.04%. O conteldo citoplasmatico foi coletado e seguido para
purificagdo com ciclos alternados de centrifugacdo. O primeiro ciclo, 100 g por 10 min
constituiu na recuperagdo do sobrenadante e ressuspenssdao em PBS (1X). No segundo
ciclo, 800 g por 10 min, descartou-se o sobrenadante para nova ressuspensao em PBS (1X).
Este ultimo ciclo foi repetido por mais trés vezes. Por fim, os amastigotas foram semeados
em placas de 96 pogos (10%mL) e cultivados em meio 199 para promastigotas como
descrito anteriormente, a 26°C por até 9 dias. O crescimento celular foi avaliado pela

contagem com camara de Neubauer.
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3.8. Analise estatistica

Os ensaios foram realizados em triplicatas e com pelo menos dois experimentos
independentes. As andlises estatisticas dos dados obtidos foram realizadas com o programa
OriginPro 8, utilizando a analise de variancia (ANOVA) ou teste-t de Student, com nivel de
significancia de p < 0,05.

4. Resultados

4.1. Culturas de adipécitos diferenciados de fibroblastos 3T3-L1

Os resultados permitiram a obtencao de adipécitos a partir da linhagem celular 3T3-L1
utilizando o protocolo descrito com algumas modificagcdes, as quais foram estabelecidas em uso
de rotina no laboratério a partir deste trabalho. Na figura 4A é possivel visualizar fibroblastos a
partir de um padrdo de células aderidas e espraiadas sobre o fundo da superficie da garrafa de
cultura. Alcangada a confluéncia celular de ~80% (Figura 4B), as células foram induzidas a
diferenciacdo com adi¢cao do coquetel adipogénico passando por estagios compreendidos como
pré-adipdcitos, com hiperplasia das goticulas lipidicas no citoplasma celular (Figura 4C). Os
adipécitos maduros foram obtidos em aproximadamente 14 dias (Figura 4E-F). Podemos verificar
a hipertrofia das goticulas lipidicas caracteristicas dos adipécitos corados em cinza escuro com
imidazol (Figura 4E), e marcadas em Oil-red O (Figura 4F). A presenca das goticulas lipidicas e
as caracteristicas celulares observadas a partir do 14° dia apontam para éxito na obtencao dos
adipdcitos necessarias para etapas seguintes de infeccao.
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Figura 4: Obtencao de adipodcitos a partir de linhagem de fibroblastos embriénicos de
camundongos 3T3-L1. (A-E) Imagens obtidas da diferenciacao celular em microscépio invertido
com aumento de 20x. (A) Dia 0, fibroblastos semeados. (B) Dia 3, adicao do coquetel adipogénico
sobre 80% da confluéncia celular. (C) Dia 7, pré-adipdcitos incubados com insulina por mais 48h. (D)
Dia 12, hipertrofia celular. (E) Dia 14, adipécitos maduros contrastado com imidazol, no qual notam-
se goticulas lipidicas coradas em cinza escuro. (F) Dia 14, adip6citos corados com Qil-red O, no qual
as goticulas lipidicas sao coradas em vermelho (10x). Barras = 10 pm.
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4.2. Microscopia Optica: infeccdo de adipocitos com Leishmania

O objetivo do presente estudo consistiu em explorar a capacidade infectiva da Leishmania
em culturas de adipécito in vitro. Portanto, os adipécitos diferenciados de fibroblastos 3T3-L1 foram
expostos as duas formas infectivas de duas espécies de Leishmania. Os adip6citos demostraram ser
permissivos a infeccao, ou seja, promastigotas e amastigotas de L. (L.) amazonensis e de L. (V.)
braziliensis por até 144 h. A presenga dos parasitos foram demonstradas em fotomicrografias
obtidas nos tempos 24 e 48h (Figura 5). A coloragao combinatéria Oil-red O e Giemsa permitiu corar
as goticulas lipidicas em vermelho/laranja e nudcleos celulares e citoplasma em azul/violeta,
respectivamente. Nas infec¢des por L. (L.) amazonensis encontramos um ou mais parasitos por
vaculo parasitéforo (Figura 5C). Em contrapartida, nas infec¢des por L.(V.) braziliensis , constatamos
apenas um parasito delimitado por pequeno vacuolo (Figura 5B-D). Este fenbmeno observado é
similar ao descrito para fagocitos profissionais.

L. (L.) amazonensis L. (V.) braziliensis

24 h

48 h

Figura 5: Adipdcitos de fibroblastos 3T3-L1 albergando amastigotas de L.(L.) amazonensis e
L. (V.) braziliensis. (A-C) Adipdcitos infectados com amastigotas de L. (L.) amazonensis apds 24h
(A) e 48h (C). (B-D) Adipdcitos infectados com L. (V.) braziliensis apés 24h (B) e 48h (D)
respectivamente; MOI=20. As setas apontam para amastigotas intracelulares. Observar (C),
vacuolos expandidos com mais de um amastigota. “N”: nucleo da célula hospedeira. A cultura em
monocamada foi corada com Qil-Red O e Giemsa de modo combinatério. Barra = 10 um.
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Além disso, pode-se visualizar que pré-adipocitos também apresentaram potencial em
albergar os parasitos por até 144 h de infeccdo. Na figura 6 é possivel observar formas amastigotas
do parasita nos tempos 24 e 48 h de infecgdo para ambas espécies. O mesmo fendbmeno - numero
de parasitos por vacuolo - foi igualmente observado nestas condi¢des de infeccdo. Na Figura 6A é
possivel observar um ou dois parasitos delimitado(s) por vacuolo, ja em 48 h de infecgao (Figura
6C), foi possivel observar 3 ou mais parasitos em alguns vacuolos. Diferentemente para L. (V.)
braziliensis para a qual, nos tempos de 24 e 48 h foi encontrado apenas um parasito por vacuolo
(Figuras 6B-D).

L.(L.) azonensis L. (V.) braziliensis
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Figura 6: Pré-adipocitos de fibroblastos 3T3-L1 albergando amastigotas de L.(L.) amazonensis
e L. (V.) braziliensis. (A-C) Pré-adipécitos infectados com amastigotas de L. (L.) amazonensis apds
24h (A) e 48h (C). (B-D) Pré-adipdcitos infectados com L. (V.) braziliensis apds 24h (B) e 48h (D)
respectivamente; MOI=20. As setas apontam para amastigotas intracelulares. Observar (C),
vacuolos expandidos com mais de um amastigota. “N”: nucleo da célula hospedeira. A cultura em
monocamada foi corada com QOil-Red O e Giemsa de modo combinatério. Barr = 10 pym.
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4.3. Microscopia de fluorescéncia para deteccdao de infeccoes de adipdcitos com
Leishmania

Os achados anteriores foram confirmados também por microscopia de fluorescéncia, sendo
possivel observar nitidamente goticulas lipidicas contendo 6leos e lipidios ndo polares (Bodipy
493/503). Neste ensaio, o fluoréforo marcou especificamente estas goticulas em verde (Figura 7). A
associacao com DAPI revelou a presenca do nucleo da célula hospedeira e dos amastigotas de L.
(L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis. Pré-adipécitos, do mesmo modo, foram incluidos no estudo
(Figura 7A-B). A sobreposigdo das imagens evidencia que os parasitos ficaram proximamente
associados as goticulas lipidicas.

A DAPI BODIPY || SOBREPOSICAO

Leishmania (L.) amazonensis

24 h

Pré- adipdcito| Leishmania (V.) braziliensis
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Leishmania (L.) amazonensis

Pré- adipdcito| Leishmania (V.) braziliensis

C DAPI BODIPY I‘ SOBREPOSICAO

Leishmania (L.) amazonensis

24 h

Adipdcito Leishmania (V.) braziliensis
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Leishmania (L.) amazonensis

48 h

Adipocito Leishmania (V.) braziliensis

Figura 7: Pré-dipocitos e adipocitos amastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis.
(A-B) Pré-adipdcitos infectados com amastigotas de Leishmania apés 24 e 48h respectivamente. (C-
D) Adipécitos infectados com Leishmania ap6s 24h e 48h respectivamente; MOI=20. As imagens
mostram goticulas lipidicas coradas com Bodipy 493/503 (fluorescéncia verde) e nucleos de
adipdcitos e amastigotas corados com DAPI (fluorescéncia azul). Barras = 10 um.

A acidez do compartimento ocupado por Leishmania em adipocitos foi caracterizada com
auxilio do corante LysoTracker™ Red DND-99. Este corante de fluorescéncia vermelha é capaz de
ligar-se a organelas e estruturas com pH mais acido e ser detectado quando excitados no
comprimento de onda de 577nm. Os resultados demonstram a formacgao de grandes vacuolos acidos
em adipdcitos infectados nos tempos de 24 e 48 h (Figura 8). Ainda, quando marcados com DAPI,
revelaram a presenca de varios amastigotas por compartimento. Esses achados nos levaram a
presumir que a composigado quimica do vacuolo seja semelhante a encontrada em fagécitos
profissionais. A associacdo com DAPI e Bodipy possibilitou a visualizagao dos nucleos celulares e

goticulas lipidicas, respectivamente.
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C DAPI BODIPY SOBREPOSIGAO
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Figura 8: Fotomicrografias de vacuolos parasitéoforos de L. (L.) amazonensis em adipocitos
nos tempos 24 h e 48 h. (A) Confluéncia celular ap6s 24 h de infeccao com L. (L.) amazonensis.
(B) Vacuolos parasitéforos de L. (L.) amazonensis marcados com LysoTracker® Red DND-99
(vermelho) apéds 24 h de infecgao. (C) Vacuolos parasitoforos de L. (L.) amazonensis marcados
com LysoTracker® Red DND-99 (vermelho) ap6s 48 h de infecgdo. Nucleo celulares foram
marcados com DAPI (azul); goticulas lipidicas com Bodipy 493/503 (verde). Barras = 10 uym.

4.4. Microscopia Eletronica de Transmissao: analise ultraestrurural do compartimento
ocupado por Leishmania em adipocitos

A analise ultraestrutural da infeccdo foi empregada com intuito de caracterizar o
compartimento ocupado pelos amastigotas e as estruturas celulares, tendo em vista anteriormente

em microscopia optica e fluorescéncia a formagéo de vacuolos parasitoforos como encontrados nas
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células hospedeiras habituais. Portanto, as analises foram obtidas de infec¢bes adipociticas para L.
(L.) amazonenis nos tempos de 1, 24, 48 e 144 h (Figura 9). Nas primeiras horas de infeccao, foi
possivel observar a porcao livre do flagelo de promastigotas interagindo com adip6cito (Figuras 9A-
B). Ap6s 24 h de infecgdo ocorreu a diferenciagado para as formas amastigotas permitindo observar
flagelo reduzido na bolsa flagelar, cinetoplasto, nucleo, inclusdes lipidicas e a presenga de um
vacuolo parasitéforo expandido (Figuras 9C-D). Durante as 48 h de infeccao foi possivel observar
que os amastigotas continuavam preservados estruturalmente e um grande trafego de vesiculas e
corpos lipidicos para o fagossomo (Figuras 9E-F). No periodo final de infecgdo (144 h), notou se
poucos amastigotas e frequentemente uma desorganizacdo citoplasmatica com membrana

perturbada indicando um possivel estagio degenerativo (Figuras 9G-H).
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Figura 9: Microscopia eletronica de transmissao de infeccées adipéciticas com L. (L.)
amazonensis em diferentes estagios. (A-B) Interacdo flagelar de promastigotas em culturas de
adipécitos apos 1 h. (C-D) Amastigotas com grande incluséao lipidica () compartilhando um vacuolo
expandido (V) proximo ao nucleo da célula hospedeira apds 24 h. (E-F) Amastigotas envolto por um
vacuolo parasitoforo (V) apds 48 h. (G-H) Amastigota dentro de um vacuolo em degeneragéo apds
144 h. Organelas celulares sdo facilmente reconheciveis e preservadas nas figuras (A-F).
Membrana citoplasmatica do amastigota levemente perturbada nas figuras (G-H). Letras indicam: N,
nucleo; M, mitocéndria; FL, flagelo; BF, bolsa flagelar; I, incluséo lipidica; V, vacuolo parasitéforo. A
seta indica para o cinetoplasto, K. Barras: A, 5 um; B, C,D,E,Fe G, 2 um; H, 1 pm.

4.5. Cinética da infeccao com promastigotas e amastigotas de Leishmania spp.

A cinética das infecgcbes in vitro foi avaliada para os tempos de 1, 24, 48 e 144 h
(MOI=20) para as formas de vida infectante de L. (L) amazonensis e L. (V.) braziliensis. Ap6s
cada periodo, as laminas foram coradas com Qil-Red O e Giemsa, e seguidas para contagem do
numero adipécitos infectados com amastigotas. Na figura 10, o indice de infectividade de
Leishmania em adipdcitos foi determinado pelo niumero de parasitos a cada 100 adipécitos
infectados previamente com promastigotas (A) ou amastigotas (B) (MOI=20). Foi possivel
observar um aumento na quantidade de amastigotas em relagao as primeiras horas para ambas

espécies de Leishmania e tipos de infecgao.
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Figura 10: Infectividade in vitro de Leishmania spp. em adipocitos. A Cinética da infeccao foi
determinada a partir da contagem do numero de amastigotas por 100 adipécitos. Este infectado
previamente com promastigotas (A) ou amastigotas (B) nos tempos de 1, 24, 48 e 144 h. As barras
cinzas demostram a média do niUmeros de parasitos intracelulares por adip6cito + desvio padrao.
Os experimentos foram realizados pelo menos trés vezes em triplicata, com contagem de 300
adipécitos por condi¢do. Os asteriscos indicam diferenga estatisticamente significativa (p <0,05) nas

infeccdes em relacdo ao tempo de 1 h.
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4.6. Viabilidade dos amastigotas intracelulares

24 48 144
Tempo (h)

Amastigotas purificados de infeccdes apds 144 h foram semeados em placas de 96 pocos

em meio de cultivo para promastigota, como descrito previamente, e acompanhados durante 9

dias (Figura 11). O ensaio permitiu avaliar ndo somente a habilidade dos parasitos recuperados

em sobreviver dentro de adipécitos. No 3° dia foi possivel observar a transformacao das formas

amastigotas para promastigotas. Ja no 5° dia, as formas flageladas seguiram um crescimento

exponencial até o 7/8° dia de cultivo, alcangando a fase estacionaria proximo ao dia 9.
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Figura 11: Viabilidade dos parasitos intracelulares de adipdcitos infectados previamente com
promastigotas (A) e amastigotas (B). Amastigotas recuperados de infecgdes apds 144 h seguiram
para avaliacdo da capacidade de diferenciacédo e viabilidade em meio de promastigota. No 3° dia foi
observada transformagcdo amastigota para promastigota a partir do 5° dia verificou-se crescimento
exponencial, até atingirem fase estacionaria proximo 7° dia. As contagens representam a média de
triplicatas * desvio padréo.

5. Discussao

As leishmanioses integram um conjunto de manifestacdes clinicas pouco compreendidas,
com terapia limitada e afetam principalmente populagdes de paises em desenvolvimento 2. De
maneira particular, falhas terapéuticas e recidivas sao frequentemente reportadas®¢2 . No Brasil,
pelo menos 40% dos casos de leishmaniose tegumentar tratados com a droga de primeira
escolha, o antimoniato de meglumina, resultam em auséncia de resposta clinica, quadro estavel
ou evolugdo da lesdo com recidiva 3. Nos casos de leishmaniose disseminada, as falhas
terapéuticas sdo ainda mais expressivas, chegando em média a 90% de insucesso no tratamento
% Diversos fatores tém sido relacionados com a cronicidade da doenca, tais como o estado
imunoldgico, coinfecgdes com HIV, susceptibilidade, idade e estado nutricional do hospedeiro,
carga parasitaria, viruléncia da espécie e ainda 6rgéos e tecidos atingidos pelos parasitos 2¢7 .
Nesta direcdo, os estudos de diferentes sitios ndo habituais do parasito como apresentados na
Tabela 1 e realizado neste trabalho tem elevado potencial para auxiliar no entendimento do
percurso da infeccao e parte das reflexdes acerca da refratariedade das leishmanioses.

Os adipédcitos constituem em sua maior parte o tecido adiposo, que funciona como um
6rgao altamente dindmico, além de possuir a maior reserva energética do organismo. Outros
tripanosomatideos como T. brucei e T. cruzi foram reportados associando-se a esse tipo celular
4041 Além disso, o tecido adiposo distribui-se por todo o corpo preenchendo os espacos
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intersticiais. Estes achados abrem caminhos para investigar se células adiposas representam um
ambiente adequado para outros protozoarios. Por exemplo, é possivel que em algum momento
no curso da infecgao, Leishmania spp. possam se hospedar em adipécitos. Em consequéncia
disso, a compreensao da interacao parasito-adipécito pode ser decisiva para o tratamento dessa
parasitose de comportamento proliferativo ou controlado.

Neste presente estudo, investigou-se a capacidade in vitro de adip6citos diferenciados de
células 3T3-L1 (derivadas de embridao de camundongo SWISS) interagirem e albergarem L. (L.)
amazonensis e L. (V.) braziliensis. Para isso, inicialmente foi desenvolvido um protocolo de
diferenciacao celular de 3T3-L1 em adipdcitos como modelo celular. A partir desse protocolo,
obtiveram-se adipécitos apos 14 dias de cultivo, com morfologia e caracteristicas intrinsecas
deste tipo celular, como goticulas lipidicas no citoplasma. Uma vez concluido o processo de
diferenciagéo, essas células foram incubadas com ambas formas de vida infectivas dos parasitos
de Leishmania, promastigotas e amastigotas, numa proporcao de 20 parasitos para 1 adipécito.
As infecgbes apls 24 e 48 h de contato entre parasito e a célula hospedeira demonstraram a
internalizacdo do parasito a partir da coloragdo combinatéria de Oil-red O e Giemsa. Os
resultados confirmaram a habilidade dos promastigotas de ambas espécies de Leishmania de
infectar e diferenciar em amastigotas quando em contato com adipécitos. Previamente ao
desenvolvimento de adipécitos maduros, durante a diferenciagdo celular, ocorre a formacao de
pré-adipdcitos. A avaliagdo da capacidade infectiva com as formas de vida de ambas espécies de
Leishmania spp. também demostrou que pré-adipdcitos sdo permissivos ao parasito. Com a
finalidade de comprovar se realmente os parasitos eram internalizados pelos adipécitos e sua
localizagdo citoplasmatica, foi utilizada a microscopia de fluorescéncia como segunda
metodologia. Nestes ensaios, pré-adipdcitos e adipdcitos infectados com promastigotas de
Leishmania foram corados com Bodipy (493/503) e DAPI para revelar a presenca de goticulas
lipidicas contendo 6leos e lipidios nao polares e nudcleos celulares respectivamente. A
sobreposigao das imagens obtidas pelo software ImageJ mostrou varios parasitos no citoplasma
da célula hospedeira, ao redor, e ndo dentro das goticulas de lipidios.

Na tentativa de analisar ultraestruturalmente a cultura em monocamada e caracterizar
morfologicamente a infecgdo de adipdcitos por L. (L.) amazonensis, foi utilizada a microscopia
eletronica de transmissdo. Nos tempos iniciais de infecgao foi possivel visualizar promastigotas
interagindo com adipocitos. Apds o estabelecimento da infecgdo e a diferenciagdo celular foi
possivel encontrar amastigotas compartilhando o vacuolo e com suas estruturas celulares
totalmente preservadas como nucleo, bolsa flagelar, cinetoplasto e membrana plasmatica. A
maioria dos amastigotas continuou integra nas 48 h posteriores. A partir de 144 h era notavel que
0os amastigotas possuiam uma pequena desorganizacao celular, resultado de um possivel

estagio degenerativo.
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Quando as infecgbes de pré-adipocitos e adipécitos foram coradas com QOil red-O e
Giemsa foi evidenciada a formagdo de grandes vacuolos para L. (L.) amazonensis. Estes
achados impulsionaram a analise do pH do vacuolo parasitéforo, pois poderia ser similar ao
encontrado em fagocitos profissionais em torno de pH 4,7-5,2 %, Para esse fim, o corante
fluorescente vermelho LysoTracker™ Red DND-99 foi empregado para revelar a acidez do
vacuolo. Em adipécitos infectados com L. (L.) amazonensis nos tempos 24 e 48 h, verificou-se a
formacdo de grandes vacuolos que foram marcados com fluoréforo vermelho. Este achado
corrobora com composicao acida de vacuolos parasitéforos mostrados em vermelho. A marcacao
com DAPI e Bodipy possibilitou a visualizacdo de DNA e corpos lipidicos, respectivamente. A
sobreposigdo das fotomicrografias obtidas ilustram a infecgdo por L. (L.) amazonensis em
adipécitos. Os vacuolos aqui evidenciados apresentam um perfil de acidez similar ao
caracterizado no trabalho desenvolvido por Antonie et al ¢ que demonstraram a sobrevivéncia
dos parasitos em condicdes acidas de pH em macréfagos e também de acordo com o trabalho
de Arango, que mostrou o parasito em vacuolos parasitéforos de carater acido em células
musculares 32

Existem evidéncias de que este ambiente com alta quantidade de prétons é adequado
para o desenvolvimento, diferenciacdo e nutricdo dos protozodrios, principalmente para forma
amastigota, uma vez que seus sistemas de captacdo de aminoacidos, glicose, poliaminas e
nucleotideos sdo metabolicamente mais ativos nessas condigdes °. De fato, os protocolos de
diferenciagéo in vitro desenvolvidos e utilizados em muitos laboratérios consistem, basicamente,
em cultivar os promastigotas em meios acidos e ricos em soro fetal bovino que mimetizam o
ambiente privilegiado dos vacuolos e que favorecem a atividade dos transportadores presentes
nas membranas celulares. Confirmando a presenca do parasito no modelo celular estabelecido
fez-se pensar que os adipécitos poderiam sustentar a infeccao por Leishmania spp. Tendo isso
em mente, esbocaram-se critérios para avaliar o perfil da infeccado. Para isso, foram considerados
os tempos: 1 h (apds 4 h incubados com ambas formas de vida parasitaria) com o intuito de
examinar se parasitos seriam internalizados e, principalmente, se os adipdcitos seriam
permissivos a ambas formas de vida parasitaria; 24, 48 e 144 h, a cinética da infecgdo nesses
tempos revelaria a capacidade de sobrevivéncia dos parasitos nesse novo compartimento até
antes pouco explorado. Um crescimento exponencial no niumero de amastigotas indicaria que o
ambiente dos adipdcitos forneceria condi¢cdes apropriadas para o desenvolvimento do parasito,
se o contrdrio fosse observado o adip6cito nao forneceria condi¢cdes apropriadas para
sobrevivéncia do parasito, ou ainda, se o numero de parasitos se mantivesse basal, poderia se
sugerir um quadro de persisténcia do parasito. Inicialmente, foi observado um padrdao de
crescimento semelhante para as duas espécies; isto €, nas primeiras 24 h, houve um numero

crescente de parasitos intracelulares proveniente de ambas formas de vida infectivas do parasito.
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Promastigotas de L. (L.) amazonensis demostraram ser ~70% mais infectivos do que L. (V.)
braziliensis nas primeiras horas de contato com os adipdcitos. Nos tempos seguintes foi
verificada uma queda acentuada na populagdo de parasitos intracelulares. Declinios de 42,5 e
33,2% foram observados nos tempos de 48 h em relagdo as 24 h para L. (L.) amazonensis e L.
(V.) braziliensis, respectivamente. No final da infec¢do (144 h), ocorreu aumento de 56,4% para
L. (L.) amazonensis e redugcado de 53,4% para L. (V.) braziliensis no numero de parasitos em
relacdo ao tempo de 1 h. Para infecgbes com amastigotas, a cinética observada nao foi muito
diferente daquele notado com promastigotas (Fig. 10B). Houve aumento de 120 e 75% no
namero de amastigotas para L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis nas primeiras 24h. Foi
observado um declinio na proliferacdo dos parasitos. Uma reducdo de 24,5 e 53,7% foi
apresentada nos tempos 48 e 144 h para L. (L.) amazonenisis. lgualmente, uma diminuicdo de
21 e 60% na populacdo de amastigotas foi observada para L. (V.) braziliensis. Finalmente,
quando comparados 0os numeros de parasitos no tempo final de infeccao (144 h) com a primeira
hora de infeccéo (1 h), observou se reducao de 22,2 e 44,3% para L. (L.) amazonenisis e L. (V.)
braziliensis, respectivamente, sendo esse valor estatisticamente significativo apenas para L. (V.)
braziliensis. A partir dos dados apresentados podemos concluir que o adipécito confere um local
menos hostil para Leishmania, fator que poderiamos especular como relevante para contribuir
para a persisténcia da doenga de forma que promastigotas diferenciem-se em amastigotas,
multipliquem-se e se mantenham em pequenas populagdes por até 144h.

O processo de investigacdo de novos sitios que alberguem o parasito consiste em avaliar
nao somente a viabilidade apds residir em novos compartimentos, mas também a capacidade da
alternancia das formas de vida, que resultem no sucesso evolutivo na vida parasitaria. Portanto,
foi avaliada a viabilidade e capacidade dos amastigotas em diferenciar em promastigotas depois
de serem internalizados pelos adipécitos. O desenvolvimento celular envolve mudancas
morfoldgicas, funcionais e diferentes expressdes de proteinas '® . Portanto, os amastigotas
recuperados das infec¢cOes realizadas com promastigotas ou amastigotas de L. (L.)
amazonenisis e L. (V.) braziliensis estavam viaveis apés 144 h. Os parasitos intracelulares
diferenciaram-se em formas flageladas, reproduziram-se assexuadamente e atingiram a maxima
expansao celular como observado na literatura através da curva de crescimento. O perfil dessa
curva apresentou duas fases distintas. A primeira fase de crescimento exponencial da cultura,
chamada de logaritmica, do 3° ao 6° dia e, por fim, a segunda fase, chamada de estacionaria
onde predominam formas metaciclicas, ou seja, as formas infectantes para hospedeiros
mamiferos a partir do 7° dia de cultivo celular.

Os resultados corroboram os achados de Allahverdiyev et al 2 e revelam, pela primeira
vez, a cinética e caracterizagdo morfologica da infecgéo de adipdcitos por Leishmania spp. Além

disso, foi o primeiro relato na literatura a demonstrar a infeccao adipociticas experimental com
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duas espécies do Novo mundo, ja que Allahverdiyev et al 2° utilizaram espécies do Velho mundo
em seus ensaios. O processo de infeccdo para ambas as espécies estudadas é similar, com
diferencas na carga parasitaria que provavelmente se deram pelas interagbes especificas
parasito-célula hospedeira que podem resultar, por exemplo, da diversidade presente na
superficie da membrana celular dos parasitos. Algumas proteinas conhecidas como SNARE
(soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) apresentam um papel
importante para a fusao, entre outro conjunto de proteinas também atuam em sincronia para
permitir a entrada e infecgéo .

Apesar de deixar claro a capacidade de Leishmania spp. infectar e persistir adipocitos
(3T3-L1) in vitro, o mecanismo como ocorre deve ser investigado e melhor elucidado. Por meio
das infecgdes ja caracterizadas na literatura, os parasitos devem ser capazes de utilizar
mecanismos de evasao da resposta imune do hospedeiro e estabelecer um ambiente favoravel
para manutencdo da vida parasitaria. Em macrofagos, por exemplo, a suscetibilidade ou
resisténcia a Leishmania spp. pode estar relacionada ao tipo de ativagdao por linfocitos T. A
ativacao por linfécitos Th2 e citocinas IL-4/IL-13 e IL-10 resultam na suscetibilidade e persisténcia
a infeccdo. A resisténcia ao parasito ocorre a partir da ativagdo de linfécitos Th1 com IFN-y e
citocinas proé-inflamatérias (IL-12, IL-18) que levam ao aumento da expressdo da éxido nitrico
sintase com elevada producdo de espécies reativas de oxigénio resultando numa acao
leishmanicida 2272. Por outro lado, quando células ndo estritamente fagociticas como fibroblastos
infectados por L. major apresentou baixa capacidade de produzir NO e consequentemente
fracamente podem controlar a infecgdo 2*. Os estudos envolvendo a compreensdo dos
mecanismos de infeccao de Leishmania spp. em adipocitos podem revelar informacdes valiosas.
A exploracédo de adipécitos como alvos seguros para infecgdes por Leishmania spp. pode, por
sua vez, justificar as falhas da quimioterapia disponiveis para os casos de leishmanioses, assim

como estudos in vivo para corroborar os achados in vitro do presente estudo.
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6. Conclusao

Neste estudo foi possivel avaliar a permissividade de adipdcitos e pré-adipdcitos in vitro

de linhagem 3T3-L1 aos parasitos L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis.

e Foram estabelecidas culturas de adipécitos (3T3-L1), assim como se padronizou
um protocolo ideal de fixagéo e coloragao para as infecgdes por Leishmania;

e Adipdcitos e pré-adipécitos demonstraram ser permissivos a infecgdo mediante
promastigotas e amastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis por até
144 h;

e L. (L.) amazonensis leva a formagcao de vacuolos parasitéforos com pH acido em
adipdcitos;

e Adipécitos desenvolveram um perfil de controlar a infeccdo, mantendo
quantidades de amastigotas equivalentes nas primeiras horas de infeccéo;

e Parasitos recuperados apds 144 h de infecgdo estavam viaveis;

e Adipdcitos podem representar sitios de persisténcia parasitologica.
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