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RESUMO 

INTRODUÇÃO: A Leishmaniose Visceral (LV) está entre as zoonoses mais relevantes 

transmitidas por vetores. Os pacientes graves com LV apresentam distúrbios sanguíneos 

gerando dano celular e consequente degradação de heme-proteínas que irão liberar o 

heme. O heme livre pode ser capaz de alterar o comportamento de neutrófilos bem como 

moléculas associadas à Leishmania, a exemplo do lipofosfoglicano (LPG). OBJETIVO: 

Avaliar como o heme e o LPG do parasito interferem na infecção de neutrófilos humanos 

por Leishmania infantum. MATERIAIS E MÉTODOS: Inicialmente, foram utilizadas 

amostras de soros de pacientes com LV para correlacionar os níveis de heme com a 

contagem de neutrófilos no sangue periférico. Em ensaios in vitro, foi observado como a 

presença do heme intervém na sobrevida e na ativação dos neutrófilos humanos 

infectados com L. infantum através da citometria de  fluxo e  ensaio colorimétrico, 

respectivamente. Com o uso de microscópio de luz, foi feita a contagem em lâminas de 

neutrófilos infectados por L. infantum em presença do heme e a viabilidade desses 

parasitos foi mensurada pela contagem de promastigotas viáveis liberados em meio de 

cultivo. Para estudo da relação do LPG de L. infantum com neutrófilos, neutrófilos 

humanos foram infectados com parasitos deficientes para LPG (lpg1) para comparar 

com a infecção de promastigotas selvagens (WT) ou de parasitos que tiveram o seu LPG 

reconstituído (lpg1+LPG1). A carga parasitária e a viabilidade foram analisadas seguindo 

a metodologia já citada acima. O status de ativação dos neutrófilos infectados foi avaliado 

pela produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) por citometria de fluxo. 

RESULTADOS: Em pacientes com LV há uma associação direta entre os níveis de heme e 

neutropenia. Nos ensaios in vitro, o heme reduz a sobrevida dos neutrófilos humanos 

infectados com L. infantum através da produção de ROS e liberação de enzimas 

neutrofílicas, ao mesmo tempo em que favorece a viabilidade do parasito. Os neutrófilos 

infectados em presença de heme mostraram aumento na atividade enzimática da 

superóxido dismutase-1 (SOD-1) e com interferência nas vias oxidativas houve redução da 

taxa de proliferação da L. infantum nestas células. Nos ensaios realizados para análise da 

interação LPG-neutrófilo, a ausência do LPG em L. infantum lpg1 aumentou a taxa de 

infecção, mas favoreceu a mortalidade dessas formas em neutrófilos em comparação aos 

WT ou lpg1+LPG1. No que se refere à ativação dos neutrófilos, houve uma produção 

expressiva de ROS nas culturas infectadas com L. infantum lpg1, capaz de modular a 

sobrevivência desses promastigotas. CONCLUSÃO: Neutrófilos humanos sofrem influência 

do heme à favor da inflamação e sobrevivência do parasito, enquanto que a interação 
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com o LPG da Leishmania reforça a molécula como fator de virulência e de proteção a 

resposta oxidativa. Esses achados estimulam novas interpretações no contexto da LV e 

evidenciam a complexidade das interações neutrófilo-parasito a depender do estímulo. 

 

 

Palavras-chave: Neutrófilo, Leishmania, Heme, LPG. 
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ABSTRACT 

INTRODUCTION: Visceral Leishmaniasis (VL) is among the most relevant zoonoses 

transmitted by vectors. Severe patients with VL present blood disorders generating cell 

damage and consequent degradation of heme-proteins that will release heme. Free heme 

may be able to alter the behavior of neutrophils as well as Leishmania-associated 

molecules, such as lipophosphoglycan (LPG). OBJECTIVE: To evaluate how the heme and 

LPG-parasite interfere with the infection of human neutrophils by Leishmania infantum. 

MATERIALS AND METHODS: Serum samples from VL patients were initially used to 

correlate heme levels with peripheral blood neutrophil counts. In in vitro assays was 

observed how the presence of heme intervenes in survival and activation of L. infantum-

infected human neutrophil by flow cytometry and colorimetric assay, respectively. Using 

a light microscope, L. infantum-infected neutrophil slides were counted in the presence of 

heme and the viability of these parasites was measured by counting viable promastigotes 

released in culture medium. To study the relationship of L. infantum LPG with 

neutrophils, human neutrophils were infected with LPG-deficient parasites (Δlpg1) to 

compare with infection of wild promastigotes (WT) or parasites that had their 

reconstituted LPG (Δlpg1+LPG1). Parasitic load and viability were analyzed following the 

methodology already mentioned above. Activation status of infected neutrophils was 

assessed by reactive oxygen species (ROS) production by flow cytometry. RESULTS: In 

patients with VL there is a direct association between heme levels and neutropenia. In in 

vitro assays, heme reduces survival of L. infantum-infected human neutrophils by 

producing ROS and releasing neutrophil enzymes, while favoring parasite viability. The 

neutrophils infected in the presence of heme showed an increase in the enzymatic 

activity of superoxide dismutase-1 (SOD-1) and interference with oxidative pathways 

reduced the proliferation rate of L. infantum in these cells. In assays performed to analyze 

the LPG-neutrophil interaction, the absence of LPG in the L. infantum Δlpg1  increased the 

infection rate, but favored the mortality of these forms in neutrophils compared to WT or 

Δlpg1+LPG1. Regarding neutrophil activation, there was an expressive production of ROS 

in cultures infected with L. infantum Δlpg1, capable of modulating the survival of these 

promastigotes. CONCLUSION: Human neutrophils are influenced by heme in favor of 

inflammation and survival of the parasite, while interaction with LPG-Leishmania 

reinforces the molecule as a virulence and protective factor for oxidative response. These 

findings stimulate new interpretations in the context of VL and highlight the complexity of 

neutrophil-parasite interactions depending on the stimulus. 

Keywords: Neutrophil, Leishmania, Heme, LPG. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 ASPECTOS CLÍNICOS E EPIDEMIOLÓGICOS DA LEISHMANIOSE  

 

As Leishmanioses formam um grupo de doenças infecto-parasitárias, 

negligenciadas e de grande importância para a saúde pública. Os dados da Organização 

Mundial de Saúde indicam mais de 102 países endêmicos, com 12 milhões de casos da 

infecção e 350 milhões de pessoas em risco de contrair a doença (WHO, 2015). 

As Leishmanioses apresentam-se sob diversas manifestações clínicas que são 

desenvolvidas após a infecção com parasitos do gênero Leishmania. A interação entre a 

espécie infectante e as respostas imunes do hospedeiro parece ser responsável pelo 

desenvolvimento e expressão fenotípica das formas clínicas: cutânea (LC), mucocutânea 

(LMC) e visceral (LV) (GEORGIADOU et al., 2015). As formas cutâneas (LC e LCM) são 

causadas pela infecção por Leishmania amazonensis ou Leishmania braziliensis e a forma 

visceral (LV) pela infecção por Leishmania donovani ou Leishmania infantum (BRASIL, 

2006; 2017). A LV é considerada a forma mais grave, pois pode levar a morte na ausência 

de tratamento adequado (BRASIL, 2017). 

A LV é uma doença emergente com uma média de 400 mil casos por ano, 

distribuídos pela Ásia, Europa, Orientem Médio, África e Américas (WHO, 2015). Na 

América do Sul, mais de 95% dos casos de LV reportados ocorreram no Brasil, 

concentrados na região Nordeste. Os casos registrados são mais frequentes no sexo 

masculino e em crianças menores de 5 anos (BRASIL, 2006, 2017). 

Clinicamente, a LV é uma patologia generalizada e crônica, que afeta órgãos como 

a medula óssea, fígado e baço. Os sintomas incluem hepatoesplenomegalia, febre, perda 

de peso e manifestações hematológicas (CHAPPUIS et al., 2007). Entre as manifestações 

hematológicas mais comuns estão à anemia e a neutropenia (AL-GHAZALY et al., 2017). A 

anemia é decorrente do aumento da destruição periférica dos eritrócitos no baço e, às 

vezes, sangramento que conduz a um estado de inflamação persistente. A neutropenia 

(neutrófilos<500/mm3) também é um agravante, pois favorece o estabelecimento e/ou 

aparecimento de infecções (BELIC et al., 2000; ABDELMOULA et al., 2003). As hemorragias 

e complicações infecciosas são os principais eventos que aumentam o risco de morte na 
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LV. Para redução dos casos letais os serviços de saúde devem detectar, diagnosticar e 

fornecer tratamento precoce para LV. 

1.2 O GRUPAMENTO HEME 

 

As manifestações hematológicas agravam o quadro de muitas doenças 

autoimunes e hereditárias (como anemia falciforme) por expor os tecidos a grandes 

quantidades de heme livre (LARSEN et al., 2012). O heme é uma molécula constituída por 

um anel de protoporfirina IX, contendo no seu centro um átomo de ferro no estado 

ferroso (Fe+2). Em ambientes homeostáticos, a molécula do heme encontra-se inserida 

em heme-proteínas envolvidas, por exemplo, no transporte de oxigênio (hemoglobina), 

respiração celular (citocromos) e inativação (catalase) ou ativação do peróxido de 

hidrogênio (peroxidase) (GOZZELINO; SOARES, 2014). 

Mesmo que indispensável para diversos processos biológicos, níveis elevados de 

heme livre (dissociado de proteínas) podem ser prejudiciais para o organismo por gerar 

estresse oxidativo, causando danos às membranas e organelas celulares. Esse estresse 

oxidativo pode ser amplificado pela reação de Fenton, onde o átomo de ferro contido no 

centro do heme, catalisa a geração de radicais hidroxilas (OH-) (GOZZELINO; JENEY; 

SOARES, 2010). Como uma consequência da sua citotoxicidade, o heme livre é um 

potente estímulo em deflagrar a resposta inflamatória (GRACA-SOUZA et al., 2002). 

O principal mecanismo para impedir os efeitos nocivos do heme livre é o seu 

catabolismo intracelular pela enzima HO-1, que resulta em biliverdina, Fe+2  e monóxido 

de carbono (CO2) (OTTERBEIN; FORESTI; MOTTERLINI, 2016) (Figura 1). 
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Figura 1. Representação da via heme/HO-1. Fonte: Adaptado e modificado de OTTERBEIN; FORESTI; 
MOTTERLINI, 2016. 

 

A resposta inflamatória induzida pelo heme desempenha um papel importante em 

diversas patologias como aterosclerose, vasculites, falha renal, reumatismo, rejeição de 

transplante e doenças autoimunes. Entretanto, os efeitos deletérios do heme são 

correlacionados a doenças com distúrbios hematológicos, como malária e anemia 

falciforme (DUTRA;BOZZA, 2014). Os pacientes com malária na fase aguda exibiram 

maiores níveis de heme associados à hemólise e indução da enzima HO-1 (CUNNINGTON 

et al., 2012; DEY et al., 2012). Essa correlação positiva heme/HO-1 afetou a diferenciação 

de células mielóides em neutrófilos, possivelmente, facilitando o aparecimento de outras 

infecções (CUNNINGTON et al., 2012). 

Mecanismos associados ao dano celular, presença do heme livre e indução da 

enzima HO-1 podem estar envolvidos em episódios hemorrágicos na fase da LV que inclui 

anemia grave e, sobretudo, na interação entre células do sistema imune e o parasito.  

Sabe-se que na infecção de macrófagos por Leishmania a ativação da enzima HO-1 

degrada o heme, impedindo a formação do complexo nicotinamida adenina dinucleotídeo 

fosfato-oxidase (NADPH) (PHAM; MOURIZ; KIMA, 2005). Uma estratégia que beneficiou o 

parasito, assim como vimos na infecção de macrófagos por L. infantum (LUZ et al., 2012). 

Em dados publicados pelo nosso grupo, a ativação da enzima HO-1, favoreceu a 

replicação e a infecção por L. infantum em macrófagos humanos e murinos, com a 

redução de importantes agentes leishmanicidas nessas células. Ainda identificamos a HO-

1 e o heme como importantes biomarcadores associados a LV, visto que no soro de 

pacientes com LV há maiores níveis de HO-1 (LUZ et al., 2012) e de heme total (FARIAS 

LUZ et al., 2016) quando comparados ao soro de indivíduos assintomáticos. Entretanto, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cunnington%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23100518
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são escassos os trabalhos que mostram o envolvimento do heme na modulação de outras 

células do sistema imune inato durante a infecção por Leishmania sp. 

 

1.3 CICLO DE VIDA DA LEISHMANIA  

 

A Leishmania é o agente etiológico da Leishmaniose e pode ser encontrado na 

forma promastigota (flagelada) no trato digestivo do hospedeiro invertebrado (vetores 

flebotomíneos) e na forma amastigota nos hospedeiros vertebrados (WHO, 2008).   

A transmissão da Leishmania para o hospedeiro vertebrado ocorre durante a 

alimentação sanguínea das fêmeas de flebotomíneos infectadas (Figura 2). Durante a sua 

alimentação, o flebótomo fêmea injeta a saliva formando um lago sanguíneo (PRATES et 

al., 2012). Em seguida, as formas promastigotas da Leishmania são regurgitadas pelo 

vetor e entram em contato com o hospedeiro, desencadeando o recrutamento de 

neutrófilos para o local da picada (VAN ZANDBERGEN et al., 2004; PETERS; SACKS, 2009). 

Essas formas flageladas são fagocitadas por neutrófilos e posteriormente, por macrófagos 

onde se replicam e transformam-se em formas amastigotas (PETERS; SACKS, 2009; 

CHAPPUIS et al., 2007; VAN ZANDBERGEN et al., 2004). Estes eventos iniciais são críticos 

para estabelecimento e sucesso da infecção. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Ciclo biológico da Leishmania sp. Fonte: Adaptado de 

www.niaid.nih.gov/topics/leishmaniasis/pages/lifecycle.aspx 

http://www.niaid.nih.gov/topics/leishmaniasis/pages/lifecycle.aspx
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1.4 O LIPOFOSFOGLICANO DA LEISHMANIA 

 

Parasitos da família Trypanosomatidae são caracterizados pela presença de um 

glicocálix abundante em sua superfície. Estudos têm mostrado que há mudanças na 

composição do glicocálix da Leishmania, que garantem a adaptação e sobrevivência 

desses parasitos dentro de ambos hospedeiros, inseto e mamífero (CUNNINGHAM, 2002). 

A Leishmania na sua forma promastigota tem no seu glicocálix a predominância do 

lipofosfoglicano (LPG), além da presença de glicoinositolfosfolípidios (GIPLs) e proteínas 

ancoradas a glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Figura 3). Em contraste, formas amastigotas 

apresentam uma redução das moléculas presentes no glicocálix de promastigotas e 

parecem ser revestidas por uma camada de glicolipídios e glicoesfingolipídios derivados 

da célula hospedeira (NADERER;VINCE; MCCONVILLE, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Esquema representativo do glicocálix das formas promastigotas de Leishmania. Fonte: Adaptado 

e modificado de Essentials of Glycobiology, CUMMINGS et al., 2009.  

Dentre as moléculas presentes na superfície das formas promastigotas de 

Leishmania, destaca- se o LPG. O LPG é uma molécula formada por quatro domínios 

representados na Figura 4: uma âncora lipídica 1-O-alquil-2-liso-fosfatidilinositol, um 

núcleo de heptassacarídeos (“core”), unidades repetitivas de dissacarídeo-fosfato 

Gal(β1,4)Man(α1)-PO4 e um pequeno oligossacarídeo neutro constituindo uma estrutura 

do tipo “cap” (IBRAIM et al., 2013). As análises estruturais do LPG sugerem uma 

conservação da âncora lipídica e do “core” entre as diversas espécies de Leishmania. 

Entretanto, há diferenças na composição e número de açúcares das unidades repetitivas 

e na presença do “cap”. Essas diferenças são importantes para determinar a 

especificidade do vetor flebotomíneo ao parasito (SOARES et al., 2010). 
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Figura 4. Estrutura do Lipofosfoglicano (LPG) da Leishmania. Fonte: Adaptado de ZAMBONI et al., 2011. 

 

As diferenças estruturais do LPG, descritas anteriormente, também podem existir 

entre cepas de uma mesma espécie, a exemplo das cepas de L. infantum, onde as unidades 

repetitivas de açucares apresentam ou não ramificações laterais glicídicas. A depender do 

número de glicídios como ramificações laterais, o LPG de L. infantum pode ser classificado 

em três tipos: tipo I, não apresenta ramificações laterais glicídicas; tipo II, apresenta adição 

de um glicídio como ramificações laterais e tipo III, apresenta adição de dois a três glicídios 

como ramificações laterais (SOARES et al., 2010; COELHO-FINAMORE et al., 2011) (Figura 5). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Tipos de LPG em diferentes cepas da espécie L. infantum. Fonte: Adaptado e modificado de COELHO-

FINAMORE et al., 2011. 
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O LPG é considerado um fator de virulência multifuncional na interação parasito-

hospedeiro. Nas formas promastigotas, quando presentes no interior do flebótomo, a 

molécula do LPG desempenha um papel protetor em relação a enzimas do intestino do 

inseto vetor e também tem papel na sua diferenciação para formas metacíclicas 

infectantes. Quando essas formas flageladas se encontram no mamífero, no início da 

infecção, o LPG pode inibir a resposta inflamatória e induzir a produção de mediadores 

anti-inflamatórios, permitindo a Leishmania resistir ao sistema imune do hospedeiro 

(PRIVE; DESCOTEAUX, 2000; HOLM et al., 2001; LUZ et al., 2012; LIMA et al., 2017). 

Os trabalhos recentes do nosso grupo mostram que o isolado de LPG de L. 

infantum é reconhecido em macrófagos pelos receptores do tipo toll (TLR-1/2) acionando 

a via das proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPs quinases), com produção de 

prostaglandina E2 (PGE2), óxido nítrico e proteína quimioatrativa de monócito (MCP-1) 

(LIMA et al., 2017). Em colaboração com Albert Descoteaux, nós também produzimos 

cepas de L. infantum deficientes na produção de LPG (lpg1). Apesar de não haver 

diferença morfológica entre as formas lpg1 e as formas selvagens (WT), o crescimento 

das Leishmanias lpg1 foi mais lento, embora ambas atingissem a fase estacionária. Além 

disso, durante a infecção de macrófagos, os promastigotas lpg1 tiveram sua viabilidade 

reduzida, associada à ativação da resposta pró-inflamatória, o que não foi observado na 

infecção com L. infantum WT (LAZARO-SOUZA et al., 2018). 

Muitos trabalhos exploram o papel do LPG em macrófagos por ser a célula onde a 

Leishmania se diferencia de promastigota em amastigota. Entretanto, o LPG presente na 

superfície das formas promastigotas inicia a interação do parasito com o hospedeiro, no 

momento de inoculação da Leishmania pelo vetor flebotomíneo. A partir disso, como os 

neutrófilos são rapidamente recrutados para o local da picada (LASKAY;VAN 

ZANDBERGEN; SOLBACH, 2003; RIBEIRO-GOMES et al., 2012) são os primeiros a 

responder a presença do LPG, o que torna relevante o estudo da relação neutrófilo-LPG-

parasito.  
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1.5 NEUTRÓFILOS, A PRIMEIRA LINHA DE DEFESA  

 

Os neutrófilos formam a primeira linha de defesa contra patógenos invasores, 

sendo as primeiras células a serem recrutadas (KOLACZKOWSKA;KUBES, 2013). Dados 

experimentais e clínicos mostram que, após a infecção, a localização de neutrófilos no 

sítio inflamatório é fundamental para remoção do agente infectante. Em quadros 

patológicos, a neutropenia acentuada no sangue leva à imunodeficiência grave em 

humanos (WELTE; ZEIDLER, 2009), favorecendo o surgimento de diversas doenças. 

Os neutrófilos podem ser chamados de leucócitos polimorfonucleares (PMN) por 

apresentarem um núcleo multilobado, além disso, são caracterizados pela presença de 

grânulos citoplasmáticos e marcadores de superfície específicos. O tempo de vida dos 

neutrófilos é em média de 8-12h na circulação e de 1-2 dias nos tecidos, sendo 

programados constitutivamente para uma morte celular por apoptose. Esses neutrófilos 

apoptóticos são fagocitados por macrófagos, mantendo a homeostase do sistema imune 

(MAYADAS; CULLERE; LOWELL, 2014). A apoptose é também uma forma de eliminar os 

neutrófilos danificados em processos patológicos, promovendo a resolução da inflamação 

(RITTER; FRISCHKNECHT; VAN ZANDBERGEN, 2009). 

Como os neutrófilos são as primeiras células a chegarem ao local da infecção, sua 

capacidade de fagocitar e eliminar o patógeno são essenciais para a defesa do organismo 

(KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). A resposta antimicrobiana dos neutrófilos consiste em 

migração para o sítio de infecção, reconhecimento e fagocitose com subsequente 

eliminação do microrganismo pela ação de espécies reativas de oxigênio (ROS) e 

componentes citotóxicos dos grânulos (BORREGAARD, 2010). Os neutrófilos altamente 

ativados podem ainda conter microrganismos no meio externo ao liberar armadilhas 

extracelulares, denominadas de “Neutrophils Extracelular Traps– NET” (BRINKMANN et 

al., 2004). 

Para chegar ao sítio de infecção, os neutrófilos realizam o processo conhecido 

como transmigração, que consiste na saída da circulação ao atravessar a parede do 

endotélio. Esse processo tem início com a interação entre selectinas do endotélio e dos 

neutrófilos. A selectina CD62-L é expressa de maneira constitutiva na superfície dos 

neutrófilos e a diminuição desta selectina promove o rolamento dos neutrófilos no 

endotélio. Em seguida, a expressão de β-integrinas na superfície dos neutrófilos, como 
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CD11b/CD18, permite uma forte adesão e também auxilia na transmigração. Para facilitar 

o caminho a ser percorrido pelos neutrófilos nesse processo, há liberação de moléculas 

quimioatrativas, a exemplo da interleucina-8 (IL-8) (KOBAYASHI, 2008). Ao completar a 

passagem pela parede do endotélio, os neutrófilos fagocitam o patógeno e têm seus 

sistemas microbicidas ativados dentro do vacúolo fagocítico ou no exterior da célula. 

O vacúolo fagocítico é formado pelo englobamento de microrganismos para o 

meio intracelular. A fagocitose de microrganismos ativa a formação do complexo NADPH 

na membrana do fagossomo, gerando a produção do ânion superóxido (O2
-) que tem um 

efeito cascata na geração de outras ROS, potenciais agentes microbicidas (MAYADAS; 

CULLERE; LOWELL, 2013).  

Além das respostas oxidativas, os neutrófilos podem controlar infecções 

patogênicas com o extravasamento do conteúdo dos grânulos no fagossomo ou no meio 

extracelular. Os grânulos dos neutrófilos contêm proteínas necessárias para mediar o 

recrutamento, a quimiotaxia e atividade antimicrobiana. Eles são classificados em três 

tipos, a depender da sua ordem de formação na maturação dos neutrófilos: grânulos 

primários (azurofílicos), grânulos secundários (específicos) e grânulos terciários 

(gelatinases) (PHAM, 2006). 

Os primeiros grânulos a serem formados são os primários (azurofílicos) e contêm 

peptídeos comumente liberados no interior do fagossomo com atividade antimicrobiana 

oxidativa e não oxidativa. Estes peptídeos incluem a MPO, α-defensinas e serino-

proteases. A MPO é fundamental para morte oxidativa ao reagir com o peróxido de 

hidrogênio para formar ROS e nitrogênio (DALE;BOXER; LILES, 2008). As serino-proteases, 

como a catepsina-G e a elastase neutrofílica (NE), além da atividade microbicida, auxiliam 

no processo de adesão celular e transmigração. Em sequência na ordem de maturação 

são formados os grânulos secundários (específicos). Estes grânulos também possuem 

moléculas com atividade microbicida, como lactoferrina e lisozimas, além da colagenase 

metaloproteinase 8 (MMP-8)(SEGAL, 2005) . Os grânulos terciários (gelatinases) são os 

últimos a serem formados e têm uma forte tendência à exocitose, contêm receptores de 

membrana e enzimas que degradam a matriz extracelular, como a metaloproteinase-9 

(MMP-9) (BORREGAARD, 2010). 
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1.6 INTERAÇÃO ENTRE NEUTRÓFILOS E LEISHMANIA 

 

Os neutrófilos migram rapidamente para o local de inoculação da Leishmania, 

onde podem ter efeito direto na morte do parasito e na resposta imune protetora. Essas 

respostas podem ser coordenadas pela via de sinalização do TLR-2 com a indução de 

mediadores quimiotáticos e de mecanismos leishmanicidas (TAVARES et al., 2014; 

SACRAMENTO et al., 2017). 

Vários grupos mostraram que a depleção de neutrófilos em camundongos 

favoreceu a infecção por diferentes espécies de Leishmania, como por Leishmania major 

(LIMA et al., 1998), L. donovani (MCFARLANE et al., 2008) e L. braziliensis (NOVAIS et al., 

2009). Ainda foi visto que os neutrófilos são capazes de fagocitar e destruir promastigotas 

de L. infantum no baço de camundongos BALB/c, contribuindo para o controle do 

crescimento parasitário (ROUSSEAU et al., 2001). Entretanto, a morte de L. amazonensis 

em neutrófilos parece ser dependente do estágio do parasito como promastigota, mas 

não amastigota. Dados in vitro de Tavares e colaboradores mostraram que neutrófilos 

humanos infectados por promastigotas de L. amazonensis são ativados pela produção de 

leucotrieno B4 (LTB4), conduzindo a degranulação e produção de ROS que foram efetivos 

na morte do parasito (TAVARES et al., 2014). 

As NETs formam outra estratégia que pode diminuir a carga parasitária no início 

da infecção. Após a interação de neutrófilos humanos com L. amazonensis houve a 

liberação de NETs pelos neutrófilos, com efeito tóxico para o parasito (GUIMARAES-

COSTA et al., 2009). Trabalhos mais recentes evidenciaram que esse mecanismo 

microbicida mostrou-se dependente da geração de ROS e da NE (GABRIEL et al., 2010; 

ROCHAEL et al., 2015). Na infecção de neutrófilos por L. donovani, as NETs não tiveram 

atividade leishmanicida, resistência observada somente na presença do LPG na superfície 

da L. donovani. Neste caso, as NETs ajudariam só na contenção das formas promastigotas, 

facilitando a remoção por macrófagos (GABRIEL et al., 2010). 

Apesar do arsenal microbicida dos neutrófilos, a Leishmania pode conseguir se 

manter viável no interior desta célula, utilizando-a como um veículo transitório para 

atingir outras células e/ou órgãos. Para isso, o parasito pode inibir a resposta oxidativa 

(LAUFS et al., 2002; SALEI et al., 2017) ou impedir a fusão de lisossomos a vacúolos 

fagocíticos (GUEIRARD et al., 2008). 
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Neutrófilos contendo Leishmania podem sofrer apoptose e serem ingeridos por 

macrófagos, que assim serão infectados pelo parasito. Essa hipótese é conhecida como 

“Cavalo de Tróia”, pois permite uma entrada silenciosa da Leishmania sem ativação do 

macrófago (LASKAY; VAN ZANDBERGEN; SOLBACH, 2003). Durante um estudo do nosso 

grupo, a saliva do inseto vetor da L. infantum induziu apoptose em neutrófilos 

proporcionando um nicho intracelular favorável à replicação do parasito devido a 

produção de PGE2 e inibição de ROS (PRATES et al., 2012). Esses resultados foram 

reforçados com a publicação recente do Laskay e colaboradores, onde em neutrófilos 

apoptóticos infectados por L. major há diminuição da produção de ROS e assim maior 

sobrevivência do parasito (SALEI et al., 2017).   

Embora os neutrófilos sejam os primeiros respondentes durante a infecção, é 

importante ressaltar que essas células também estão presentes em condições 

inflamatórias e infecciosas crônicas (CARLSEN et al., 2015). Em dados recentes, 

neutrófilos foram encontrados nas lesões tardias de animais infectados com Leishmania, 

naturalmente ou experimentalmente (VERCOSA et al., 2012). Os neutrófilos ainda foram 

identificados nas lesões crônicas de pacientes com leishmaniose cutânea, podendo ter 

um papel na eliminação de formas amastigotas (BOAVENTURA et al., 2010; DABOUL, 

2010). 

Em se tratando de infecções por L. donovani ou L. infantum nos estudos de LV, a 

depender do estágio clínico da doença, os neutrófilos podem apresentar diferenças no 

status de ativação. A interação inicial dos neutrófilos com moléculas presentes na 

superfície do parasito ou com fatores hematológicos ao longo da LV tem interferido no 

estabelecimento da infecção. Entretanto os mecanismos associados à relação neutrófilo-

Leishmania-resposta do hospedeiro ainda são pouco explorados. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Na LV humana as manifestações hematológicas são comuns. O dano celular 

extenso com a degradação de heme-proteínas poderia levar a liberação do heme 

associado a um quadro inflamatório característico da doença (AL-GHAZALY et al., 

2017). Dados do nosso grupo evidenciaram níveis mais elevados de  HO-1 (LUZ et al., 

2012)  e de heme  (FARIAS LUZ et al., 2016) no soro de pacientes com LV do que no 

soro de indivíduos assintomáticos. O heme sendo uma molécula pró-inflamatória é 

capaz de induzir a migração de neutrófilos tanto in vivo quanto in vitro (GRACA-

SOUZA, 2002). Além da migração, o heme ativa nessas células a produção de ROS e foi 

proposto que ambas atividades são mediadas por um receptor acoplado à proteína 

Gαi (PORTO et al., 2007). Os neutrófilos são leucócitos importantes nos tempos 

iniciais da infecção por Leishmania (PRATES et al., 2012) e a redução no número de 

neutrófilos favorece o aparecimento de co-infecções em pacientes graves 

(VOLTARELLI et al., 1990). Decorrente do explanado anteriormente, as alterações 

sanguíneas presentes na LV podem conduzir a uma relação entre heme e neutrófilos 

capaz de manter a inflamação (LARSEN et al., 2012). Porém, essa perspectiva da 

doença ainda não foi explorada. Além disso, investigar a resposta neutrofílica frente à 

Leishmania nos momentos iniciais é fundamental para compreender como a infecção 

se estabelece. Nesse contexto, deve-se atentar que componentes da superfície do 

parasito podem modular a resposta de ativação de neutrófilos, como no caso do LPG, 

por ser a molécula presente nas formas promastigotas infectantes, implicada em 

mecanismos de escape do parasito, tais como metaciclogênese e impedimento de 

fusão de vacúolos ácidos (PRIV; DESCOTEAUX, 2000). Dividimos assim este trabalho 

em duas partes: parte I, investigação dos mecanismos de ativação de neutrófilos 

infectados em presença de heme e parte II, avaliação do papel do LPG na superfície da 

L. infantum na interação com neutrófilos. 
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3. PARTE I 

 

3.1 HIPÓTESE 

 

A presença do heme durante a infecção de neutrófilos humanos com                                   

L. infantum, altera o balanço oxidativo à favor do parasito. 

 

3.2 OBJETIVOS 

     3.2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a relação entre heme e neutrófilos humanos durante a infecção por 

Leishmania infantum. 

      3.2.2 Objetivos Específicos 

 

 Correlacionar os níveis séricos de heme total com LDH, HO-1 ou a contagem de 

neutrófilos periféricos em pacientes com LV; 

 

 Analisar o envolvimento do heme na sobrevida de neutrófilos durante a infecção 

por L. infantum; 

 

 Observar se o heme intervém na resposta inflamatória de neutrófilos infectados 

por L. infantum; 

 

 Avaliar o papel do heme na carga parasitária de neutrófilos infectados por L. 

infantum; 

 

 Comparar o efeito do heme ao do Fe+2 durante a infecção de neutrófilos por L. 

infantum; 

 

 Investigar o papel do heme e do Fe+2 em mecanismos oxidativos na infecção de 

neutrófilos por L. infantum. 
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3.3 MANUSCRITO I 

 

HEME DRIVES OXIDATIVE STRESS-ASSOCIATED CELL DEATH IN HUMAN NEUTROPHILS 

INFECTED WITH Leishmania infantum. 

O trabalho analisa como a presença do heme altera o status de ativação de neutrófilos 

humanos infectados com L. infantum e como isso influencia no desfecho da infecção. 

Resumo:  

Em pacientes com LV de uma área endêmica no Brasil, observamos uma correlação 

positiva entre os níveis séricos de heme e de HO-1 ou LDH e uma associação destes 

eventos com neutropenia. Posteriormente, usando um modelo de infecção de neutrófilos 

humanos in vitro, notamos que a presença de heme diminui a viabilidade de células 

hospedeiras com aumento da produção de espécies reativas de oxigênio e liberação de 

enzimas neutrofílicas, enquanto aumenta a sobrevivência de Leishmania intracelular. 

Quando as culturas de células foram incubadas com Fe+2, componente presente na 

estrutura da molécula heme, o crescimento do parasito foi aumentado, enquanto a 

ativação dos neutrófilos não foi afetada. Além disso, os neutrófilos infectados em 

presença de heme desencadearam aumento na transcrição da heme oxigenase-1 (HO-1), 

bem como na atividade enzimática da superóxido dismutase-1 (SOD-1), que pode afetar 

as respostas oxidativas nessas células. A interferência em vias oxidativas reduziu a taxa de 

proliferação da L. infantum nos neutrófilos infectados. Em conjunto, esses dados indicam 

que o heme promove a sobrevivência da L. infantum através da subversão da função 

neutrofílica e do estado oxidativo. Este estudo estimula novas interpretações para a 

relação imuno-patogênica envolvendo neutrófilos e suas implicações no equilíbrio 

inflamatório associado à LV. 

 

Esse artigo foi publicado no periódico internacional Frontiers in Immunology (Fator de 

Impacto= 5.5). 
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4. PARTE II 

 

4.1 HIPÓTESE 

 

A ausência do lipofosfoglicano (LPG) de superfície na Leishmania infantum dificulta 

o estabelecimento da infecção em neutrófilos humanos. 

4.2 OBJETIVOS 

 

     4.2.1 Objetivo Geral 

 

Investigar o papel do lipofosfoglicano na interação da Leishmania infantum com 

neutrófilos humanos.       

    4.2.2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar carga parasitária de neutrófilos humanos durante a infecção por cepas de 

L. infantum deficientes de LPG ou geneticamente restituídas;  

 

 Caracterizar a atividade inflamatória de neutrófilos humanos infectados por L. 

infantum deficiente de LPG ou geneticamente restituídas;  

 

 Investigar os mecanismos oxidativos induzidos nos neutrófilos humanos em 

resposta a infecção por cepas de L. infantum deficientes de LPG ou geneticamente 

restituídas; 

 

 Analisar o envolvimento do LPG de L. infantum na indução de dano celular em 

neutrófilos humanos. 
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4.3 MANUSCRITO II 

 

A INFECÇÃO DISTINTA DE NEUTRÓFILOS HUMANOS POR PROMASTIGOTAS DE 

Leishmania infantum DEFICIENTES NA BIOSSÍNTESE DE LIPOFOSFOGLICANO. 

O trabalho avalia como o LPG de superfície de L. infantum contribui para estabelecimento 

inicial da infecção durante a interação com neutrófilos humanos. 

Resumo:  
 

O lipofosfoglicano (LPG), presente somente nas formas promastigotas de Leishmania, é 

associado ao estabelecimento do parasito no hospedeiro vertebrado. Entretanto poucos 

trabalhos demostram a relação LPG-neutrófilos nos momentos iniciais da infecção. Para 

explorar esse contexto, neutrófilos humanos foram infectados com L. infantum do tipo 

selvagem (WT), L. infantum deficiente de LPG (∆lpg1) ou L. infantum com LPG restituído 

(∆lpg1+LPG1). As formas ∆lpg1 apresentaram maior taxa de infecção e 

amastigotas/neutrófilos quando comparadas com parasitos que tinham a molécula de 

LPG, o WT e ∆lpg1+LPG1. No entanto, os parasitos ∆lpg1 mostraram uma menor taxa de 

viabilidade em comparação com as formas de L. infantum WT ou ∆lpg1+LPG1. A 

expressão das moléculas de ativação na superfície dos neutrófilos não foi significativa 

entre os grupos infectados. Apenas a metaloproteinase-8 (MMP-8) apresentou aumento 

devido à infecção com L. infantum ∆lpg1 comparada à forma WT, enquanto a atividade 

de mieloperoxidase (MPO), elastase neutrofílica (NE) e liberação de metaloproteinase 9 

(MMP-9) não foi alterada entre os neutrófilos infectados. A análise por citometria de 

fluxo revelou produção expressiva de espécies reativas de oxigênio (ROS) durante a 

infecção dos neutrófilos com os parasitos ∆lpg1 e a inibição da via oxidativa pôde 

restaurar a viabilidade intracelular dessas Leishmanias sem o LPG. Nós também 

analisamos a liberação de ácido desoxirribonucleico (DNA) e lactato desidrogenase (LDH) 

no sobrenadante das culturas e notamos que o dano celular foi maior quando os 

neutrófilos foram infectados com L. infantum ∆lpg1. Este estudo abre novas perspectivas 

para o entendimento entre a interação do LPG e mecanismos de ativação neutrofílica 

implicados na resposta inicial do sistema imune a infecção. 

 

O artigo referente a esse trabalho está em construção. 
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4.4  INTRODUÇÃO 

 

4.4.1 A Molécula de Lipofosfoglicano (LPG) 

 

O LPG é expresso apenas nas formas promastigotas de Leishmania, constituindo a 

molécula mais abundante em sua superfície (PRIV; DESCOTEAUX, 2000). A estrutura 

básica do LPG é altamente conservada em todas as espécies de Leishmania e é composta 

por repetições de Galβ1-4Manα1-PO4 (polímeros dissacarídeo fosfato) ligados a 

superfície do glicocálix por uma âncora de GPI (NADERER; VINCE; MCCONVILLE, 2004). 

Para infectar o hospedeiro vertebrado, a Leishmania tem que primeiramente 

sobreviver dentro do intestino médio do inseto vetor. O LPG, além de proteger esses 

parasitos de enzimas digestivas (BUTCHER et al., 1996), permite que estes se mantenham 

aderidos ao epitélio intestinal do flebótomo até passarem por diversos estágios de 

diferenciação e transformarem-se em formas promastigotas metacíclicas ou infectivas, 

em um processo denominado metaciclogênese (DESCOTEAUX; TURCO, 1999). Ao final do 

processo, as moléculas de LPG diminuem sua afinidade ao endotélio do intestino médio e 

permitem que as promastigotas metacíclicas migrem para a faringe em preparação para a 

transmissão ao hospedeiro vertebrado.  

No hospedeiro vertebrado, diversas funções foram atribuídas à presença do LPG 

na superfície da Leishmania. Ainda na corrente sanguínea, a molécula de LPG proporciona 

proteção contra a destruição do parasito pelo sistema de complemento (BRITTINGHAM; 

MOSSER, 1996) e permite a ligação de proteínas C-reativas que opsonizam as formas 

promastigotas facilitando a fagocitose por macrófagos (CULLEY et al., 1996) Entretanto, o 

LPG de L. major foi identificado com um potente agonista de TLR-2 em macrófagos 

murinos e em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) ocasionando a 

produção de mediadores inflamatórios e ROS (BECKER et al., 2003; KAVOOSI et al., 2010). 

Subsequente a internalização por macrófagos, promastigotas de L. donovani e L. 

major foram capazes de inibir a fusão do fagossomo com lisossomos através das suas 

moléculas de LPG (DESJARDINS; DESCOTEAUX, 1997; DERMINE et al., 2000). De modo 

ainda a contribuir com o sucesso da infecção, a molécula de LPG age como um potente 

inibidor da atividade da proteína quinase C (DESCOTEAUX; MATLASHEWSKI; TURCO, 

1992; GIORGIONE;TURCO; EPAND, 1996) que tem um papel central na regulação de sinais 
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para atividades microbicidas de macrófagos. Além disso, mostrou-se capaz de inibir a 

associação da NADPH-oxidase citosólica aos componentes p47phox e p67phox na 

membrana do fagossomo, impedindo a geração de superóxido (LODGE; DIALLO; 

DESCOTEAUX, 2006). 

Dados do nosso grupo demonstraram que o LPG isolado de L. infantum induziu em 

macrófagos a produção de HO-1 (LUZ et al., 2012). Em outros dados mais recentes, vimos 

que o mesmo isolado ativou a via de receptores ativados por proliferadores de 

peroxissoma (PPAR–y) associada à sinalização inflamatória (LIMA et al., 2017). Contudo, a 

infecção de macrófagos com L. infantum deficientes de LPG (∆lpg1) foi reduzida em 

comparação a das formas selvagens (LÁZARO-SOUZA et al., 2018).  

Enquanto a maioria dos estudos tem centrado no papel do LPG na interação de 

promastigotas com macrófagos, é provável que o LPG tenha um papel semelhante, se não 

mais importante, na sobrevivência de promastigotas em neutrófilos, por ser a principal 

célula hospedeira nas fases iniciais da infecção (LASKAY; VAN ZANDBERGEN; SOLBACH, 

2003). A utilização de cepas de L. infantum deficientes na produção de LPG (∆lpg1), 

produzidas no trabalho de Lázaro-Souza (2018), nos permite explorar essas fases da 

infecção na presença dos neutrófilos.  

4.4.2 LPG e sua Relação com os Neutrófilos 

 

Os neutrófilos migram rapidamente para o local de inoculação da Leishmania, 

fagocitam esses parasitos e alguns conseguem sobreviver nessas células hospedeiras da 

imunidade inata. Sendo assim, neutrófilos podem proporcionar um abrigo temporário 

para a Leishmania antes da sua entrada em macrófagos, dentro dos quais os parasitos 

serão replicados (CHARMOY et al., 2010). 

Foi demonstrado por Gueirard e colaboradores que apesar do forte arsenal 

microbicida exibido por neutrófilos, alguns promastigotas de L. donovani conseguem 

sobreviver nestes fagócitos por estarem em compartimentos derivados do retículo 

endoplasmático, impedidos de se fusionar com organelas lisossomais (GUEIRARD et al., 

2008). Durante a infecção dos neutrófilos com L. donovani deficientes de LPG, houve a 

formação de compartimentos lisossomais contendo o parasito, fato não observado nos 

neutrófilos infectados com L. donovani selvagem. Segundo os autores, este resultado 
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evidencia que o LPG presente nos promastigotas selvagens consegue impedir a fusão 

entre fagossomo e lisossomo, permitindo a sobrevivência da Leishmania dentro do 

neutrófilo (GUEIRARD et al., 2008).  

A molécula de LPG também mostrou relação com ativação de neutrófilos para 

morte ou contenção de patógenos. O LPG purificado de L. amazonensis induziu a 

liberação de NETs em neutrófilos humanos, como potencial agente leishmanicida 

(GUIMARAES-COSTA et al., 2009). Entretanto, com a infecção de neutrófilos humanos por 

L. donovani deficientes de LPG houve a liberação das NETs independente da presença de 

LPG (GABRIEL et al., 2010). Porém foi observado que o LPG confere resistência a L. 

donovani à atividade tóxica das NETs (GABRIEL et al., 2010). Temos então, que a presença 

do LPG em diferentes espécies de Leishmania conduz a eventos distintos sob as mesmas 

condições, possivelmente necessários para adaptação do parasito ao neutrófilo.  

Em conjunto, observamos que são poucos os trabalhos que exploram a interação 

do LPG com os neutrófilos. Alguns desses estudos são relacionados à   L. donovani, porém 

não há relatos na literatura sobre a interação de neutrófilos com o LPG de L. infantum, 

principal agente etiológico da LV no Brasil. A partir disso, torna-se relevante explorar a 

interação do LPG de L. infantum com neutrófilos humanos a fim de caracterizar como 

ocorre o estabelecimento inicial da infecção com esta espécie do parasito. 
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4.5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.5.1 Obtenção de Neutrófilos Humanos 

 

Sangue humano foi obtido de voluntários do Hemocentro do Estado da Bahia 

(HEMOBA). O sangue coletado passou por um gradiente com o meio de separação de 

PMN conforme instruções do fabricante (Axis-ShieldPoc AS, Oslo, Norway), para o 

isolamento dos neutrófilos humanos segundo Afonso e colaboradores (AFONSO et al., 

2008). Brevemente, o sangue foi centrifugado por 30 minutos a 1300 RPM em 

temperatura ambiente. Após a centrifugação, duas bandas são detectáveis: a primeira 

constituída de células mononucleares e a segunda banda formada por 

polimorfonucleares, basicamente neutrófilos. Assim, os neutrófilos são coletados e 

lavados três vezes com salina a 4ºC por 10 minutos a 1200 RPM. Esse método permite 

uma população purificada com cerca de 94% de neutrófilos. Os neutrófilos são 

plaqueados na concentração de 5x105 por poço, em placas de 96 poços, com meio RPMI 

1640 suplementado com Nutridoma-SP 1% e 1% de L-glutamina 2 mM, penicilina 100 

U/ml e estreptomicina 100 μg/ml.  

 

4.5.2 Obtenção das Cepas de L. infantum Deficientes de LPG ou Geneticamente 

Restituídas 

 

Promastigotas de L. infantum (cepa BH46 ou cepa Ba262) foram disponibilizadas 

em colaboração com Albert Descoteaux (Institut National de La Recherche Scientifique, 

Institut Armand-Frappier). Os isolados isogênicos de parasitos deficientes de LPG (∆lpg1) 

foram obtidos segundo descrito anteriormente (LÁZARO-SOUZA et al., 2018; PRIV; 

DESCOTEAUX, 2000). Resumidamente, L. infantum deficientes de LPG tiveram a 

inativação do gene LPG1 e perderam a habilidade para montar o núcleo glicano (“core”), 

impedindo a adição das unidades repetitivas de açucares e por conseguinte a síntese de 

LPG. Além dos parasitos deficientes em LPG (∆lpg1), também foram obtidos os isolados 

reconstituídos geneticamente (∆lpg1+LPG1). Para infecções, promastigotas selvagens WT, 

∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1 foram usadas em fase estacionária de crescimento (LÁZARO-SOUZA 

et al., 2018). 
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4.5.3 Cultivo de L. infantum 

 

Os parasitos foram cultivados em meio HOMEM completo, em pH neutro e 

armazenados em estufa BOD a 25ºC. Parasitos geneticamente modificados, para impedir 

a síntese de LPG foram cultivados em meio HOMEM acrescido de Higromicina B 50ug/mL, 

G418 70g/mL e parasitos restituídos geneticamente em meio acrescido de Higromicina 

50ug/mL, G418 5ug/mL, Zeocina 80ug/mL (LÁZARO-SOUZA et al., 2018).  

4.5.4 Marcação de L. infantum com CFSE 

 

Nos ensaios de fluorescência, foram utilizados parasitos WT, ∆lpg1 e ∆lpg1+LPG1 

emitindo fluorescência verde a partir da marcação com 5(6)-Éster de carboxifluoresceína 

succinimidil (Cell Trace  CFSE Cell Proliferation Kit). O CFSE ao ser internalizado é clivado, 

se associando a proteínas do citoesqueleto e assim fica impedido de sair da célula, que 

passa a emitir fluorescência verde. Os promastigotas de L. infantum foram incubados com 

CFSE na concentração de 2µM. Após 10 minutos de incubação, os parasitos foram lavados 

3 vezes em tampão PBS 1 X para retirada do excesso de CFSE. 

 

4.5.5 Padronização da Infecção 

   

Os neutrófilos humanos foram plaqueados na concentração de 5x105 por poço, 

com promastigotas estacionárias de L. infantum WT, ∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1 a uma taxa de 

infecção 1:10 (neutrófilo:parasito). As culturas são incubadas durante 3h para 

posteriormente avaliarmos a infecção. 

 

4.5.6 Viabilidade por Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

 

Após 3h de infecção com a L. infantum WT ou ∆lpg1, os neutrófilos foram lavados, 

coletados e fixados em tampão cacodilato 0,1M, pH 7,2, com 1% de glutaraldeído (Sigma-

Aldrich), 4% de formaldeído e 5mM de CaCl2. Posteriormente, foram pós-fixadas em 

tetróxido de ósmio a 1% e 0,08% de ferricianeto de potássio. A desidratação foi feita em 

séries crescentes de concentração de acetona e substituída por resina Polybed 
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(Polysciences Inc., USA). Depois de cortadas em secções ultrafinas, as células foram 

coradas em acetato de uranila e citrato para observação em microscópio eletrônico de 

transmissão Zeiss EM 109 e registro de imagens representativas. 

 

4.5.7 Marcação para Identificação de Vacúolo Ácido 

 

Neutrófilos humanos foram infectados com L. infantum WT, ∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1 

marcadas com CFSE e incubados com Lysotracker red (Molecular Probes). O LysoTracker é  

um corante fluorescente  que se acumula em compartimentos celulares com pH ácido. 

Após 3 horas, foi feita a marcação nuclear com 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) e as 

amostras foram observadas através do microscópio de fluorescência.  

 

4.5.8 Inibição da Liberação de Enzimas Lisossomais 

 

Neutrófilos humanos foram incubados com Wortmannin (500nM – SIGMA), um 

inibidor de fosfatidilinositol 3-quinase  (PI3-Kinase), molécula associada a movimentações 

do citoesqueleto. Após 30 minutos, esses neutrófilos foram infectados com L. infantum 

WT, ∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1 e após 3h, a viabilidade dos parasitos foi verificada pela 

adaptação do método do Schneider, descrito abaixo. 

 

4.5.9 Quantificação da Carga Parasitária de Neutrófilos Infectados por L. infantum 

 

Após os períodos de infecção, a carga intracelular das Leishmanias nos neutrófilos 

foi avaliada em lâminas preparadas através do citospin, seguidas de coloração por 

hematoxilina-eosina (HE). Utilizando o microscópio óptico, foi feita uma contagem à cega 

de 200 células para a quantificação do percentual de neutrófilos infectados, bem como a 

quantidade de amastigotas por neutrófilo. Além da quantificação por microscopia óptica, 

foi realizada a leitura dos parasitos viáveis utilizando uma adaptação do método do 

Schneider, de Ribeiro-Gomes e colaboradores (RIBEIRO-GOMES et al., 2004). 

Resumidamente, após o período de incubação, os neutrófilos infectados são 
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centrifugados a 1300 rpm por 10 minutos a 4ºC e o sobrenadante contendo 

promastigotas não internalizados é descartado e substituído por 250 μl de meio HOMEM. 

Em seguida, os neutrófilos infectados são incubados na estufa BOD 22°C e após 24h de 

incubação, foi realizada a contagem das formas promastigotas viáveis livres no meio em 

câmaras de Neubauer. 

 

4.5.10 Caracterização do Status de Ativação dos Neutrófilos 

 

Avaliamos o perfil de ativação dos neutrófilos infectados com L. infantum WT, 

∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1 a partir da expressão de moléculas de superfície, liberação de 

enzimas presentes nos grânulos neutrofílicos e resposta oxidativa. A expressão de 

moléculas presentes na superfície dos neutrófilos foi detectada por citometria de fluxo, 

utilizando anticorpos específicos para CD11b, CD18, CD62-L e CD16 (BD Pharmingen, San 

Diego, CA, USA). Para aquisição dos eventos nas amostras, utilizamos o programa Cell 

Quest (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) e para analisar os resultados, o programa 

FlowJow (Tree Star, Ashland, OR, USA). A frequência das células expressando CD11b, 

CD18, CD62-L e CD16 foi comparada entre o grupo controle de neutrófilos não infectados 

e os neutrófilos infectados com L. infantum WT, ∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1. Para analisar a 

liberação das enzimas neutrofílicas, os sobrenadantes das culturas de neutrófilos 

infectados foram coletados e imediatamente testados para a produção de 

metaloproteinase-9 (MMP-9), de acordo com as instruções do fabricante (R&D systems, 

Minneapolis, USA). A atividade enzimática da mieloperoxidase (MPO) e da elastase 

neutrofílica (NE) foi mensurada nas mesmas condições experimentais por teste 

colorimétrico, utilizando-se um protocolo adaptado de Ribeiro-Gomes e colaboradores 

(RIBEIRO-GOMES et al., 2007). 

Para registro da atividade oxidativa, após 1h de interação entre os neutrófilos 

humanos e os estímulos L. infantum WT, ∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1 foi realizada a incubação 

dessas células com a sonda fluorescente Dihydroethidium (DHE) (10μM – 

Invitrogen/Molecular Probes, Grand Island, NY, USA) por 30 minutos. Ao entrar nas 

células, a sonda DHE é oxidada por ânions superóxidos emitindo fluorescência vermelha, 

sendo detectada por citometria de fluxo (FACS Calibur). 
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4.5.11 Inibição da Resposta Oxidativa 

 

Neutrófilos humanos foram incubados com Apocinina (20 μM; Sigma) ou N-

Acetilcisteína (NAC; 20 μM; Sigma), agentes antioxidantes, por 1h e então, estimulados 

com promastigotas de L. infantum WT, ∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1. Após 30 minutos de 

interação, a produção de ROS foi mensurada por citometria de fluxo. Também avaliamos 

essa interação após 3h para contagem de parasitos viáveis por adaptação do método do 

Schneider, já citado anteriormente. 

 

4.5.12 Detecção de Dano Celular 

 

Neutrófilos humanos foram infectados com L. infantum WT, ∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1 

por 3h. Após esse período, os sobrenadantes foram coletados e centrifugados a 3000 

RPM por 10min para remoção dos parasitos. O dano celular foi associado a quantidade de 

ácido desoxirribonucleico (DNA) extracelular (Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay Kit – 

Invitrogen) ou a porcentagem de lactato desidrogenase (LDH) liberado nesses 

sobrenadantes por ensaio colorimétrico (LDH Cytotoxicity Detection Kit - Boehringer 

Mannheim).  

 

4.5.13 Análise Estatística 

 As análises estatísticas foram realizadas, utilizando-se o programa GraphPad-

Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA-USA). As comparações foram feitas 

utilizando-se o teste não paramétrico One-way ANOVA Kruskal-Wallis (para mais de duas 

amostras) com pós-teste de Dunn. As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significantes quando p0,05. 
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4.6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.6.1 Quantificação da Carga Parasitária e de Parasitos Viáveis de L. infantum WT, 
∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1 em Neutrófilos Humanos  

Primeiramente, avaliamos se a ausência do LPG poderia interferir na carga parasitária 

da L. infantum em neutrófilos humanos infectados. Brevemente, neutrófilos foram 

obtidos do sangue de doadores voluntários sadios e infectados com L. infantum WT, 

∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1 da cepa Bh46 ou da cepa Ba262, na proporção de 1:10 

(neutrófilo:parasito) em meio RPMI suplementado. Após 3h de infecção, a carga 

intracelular de L. infantum nos neutrófilos foi avaliada em lâminas preparadas através do 

citospin, seguidas de coloração por hematoxilina-eosina (HE). 

Utilizando o microscópio óptico, fizemos uma contagem à cega de 200 células para a 

quantificação do percentual de neutrófilos infectados, bem como a quantidade de 

amastigotas por neutrófilo. Os resultados mostraram que nas células infectadas pelos 

parasitos ∆lpg1 das cepas Bh46 ou Ba262, a taxa de infecção e de amastigotas por célula 

foi superior à dos parasitos que possuíam a molécula de LPG em seu glicocálix, L. 

infantum WT e ∆lpg1+LPG1. Isso indica que a ausência do LPG na cepa Bh46 ou na cepa 

Ba262 de L. infantum favorece a infecção em neutrófilos humanos (Figura 6). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Infecção de neutrófilos com cepa Bh46 ou com cepa Ba262 de L. infantum deficientes de LPG. 
Neutrófilos humanos foram infectados com L. infantum WT, ∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1 (1:10) da cepa Bh46 ou 
da cepa Ba262. Após 3h, os neutrófilos foram citocentrifugados e corados com HE para avaliação da carga 
parasitária por microscopia óptica. (A) Indica o percentual de neutrófilos infectados e (B) o número de 
amastigotas por 100 neutrófilos. Cada ponto no gráfico representa um doador e as barras representam a 
mediana. Asterisco indica diferença significativa pelo teste não paramétrico Kruskal-Wallis com pós-teste de 
Dunn (*, p<0,05) (**, p<0,01) (***, p<0,001). 

Bh46 Ba262 
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Para avaliarmos a viabilidade, sob as mesmas condições de infecção descritas 

acima, após 3h realizamos a substituição do meio RPMI pelo meio HOMEM (meio de 

cultivo para promastigotas de Leishmania). Após 24h, os promastigotas viáveis das cepas 

Bh46 ou Ba262 liberados no sobrenadante destas culturas foram contados. Ao 

analisarmos a contagem, obtivemos um número menor de parasitos ∆lpg1 ao ser 

comparado com o número de parasitos viáveis da L. infantum WT ou ∆lpg1+LPG1 (Figura 

7) de ambas as cepas. Isso indica que apesar da fagocitose de formas ∆lpg1 das cepas 

Bh46 ou Ba262 estar aumentada durante a infecção inicial (como visto nos dados de 

avaliação da carga na Figura 6), estes parasitos não conseguiram sobreviver dentro do 

neutrófilo. Por outro lado, as Leishmanias WT e ∆lpg1+LPG1 que possuem o LPG intacto 

ou restituído, respectivamente, foram menos fagocitadas na infecção inicial, mas 

conseguiram sobreviver mais, sugerindo que a presença do LPG tem um efeito protetor 

para a Leishmania no interior de neutrófilos. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Viabilidades dos promastigotas de L. infantum liberados em meio HOMEM após a infecção de 
neutrófilos. Neutrófilos humanos foram infectados com L. infantum WT, ∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1 (1:10) da 
cepa Bh46 (A) ou da cepa Ba262 (B) por 3h. Em seguida, o sobrenadante foi substituído por meio HOMEM e 
depois de 24h foi realizada a contagem de promastigotas viáveis liberadas no sobrenadante. Cada ponto no 
gráfico representa um doador e as barras representam a mediana. Asterisco indica diferença significativa 
pelo teste não paramétrico Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn (**, p<0,01). 

 

Bh46 Ba262 
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As cepas utilizadas de L. infantum diferem pelo fato da Bh46 ter sido isolada de 

humano, enquanto a cepa Ba262 foi isolada de cão. Além disso, estas cepas apresentam 

diferenças estruturais no LPG que poderiam interferir no estabelecimento da infecção, o 

que não foi observado (Figura 6 e 7). A partir disso, seguimos somente com utilização da 

cepa Ba262 por já ter sido utilizada em trabalhos anteriores do grupo e assim, os ensaios 

já estarem padronizados (LÁZARO-SOUZA et al., 2018). 

Os achados da Figura 7 foram confirmados por microscopia eletrônica de 

transmissão (MET). As micrografias eletrônicas mostram a ultraestrutura da célula 

intacta, com presença de grânulos no citoplasma. No neutrófilo infectado pela L. 

infantum WT, o parasito internalizado aparece íntegro, sugerindo que a forma selvagem 

consegue sobreviver no interior desta célula (Figura 8). Em contrapartida, observamos o 

parasito ∆lpg1 destruído dentro do vacúolo do neutrófilo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Infecção de neutrófilos com L. infantum WT ou deficiente de LPG analisada por microscopia 
eletrônica de transmissão (MET). Neutrófilos humanos foram infectados com cepa Ba262 de L. infantum 
WT ou ∆lpg1 (1:10) por 3h. Em seguida, os neutrófilos foram fixados e processados para microscopia 
eletrônica de transmissão e fotografados através do microscópio ZEISS EM-109. 

 

4.6.2 Identificação de Vacúolos Lisossomais em Neutrófilos Humanos Durante a 

Infecção por L. infantum ∆lpg1 

A sobrevivência das formas promastigotas de L. donovani, logo após a sua entrada 

em neutrófilos, é associada ao LPG por impedir a fusão de vesículas que resultariam na 

formação do fagolisossomo (DE MORAIS et al., 2015). Para verificar esta hipótese, 
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infectamos neutrófilos humanos com parasitos WT, ∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1 marcados 

com CFSE, emitindo fluorescência verde. As culturas infectadas foram incubadas com 

Lysotracker, um marcador para compartimento ácido que emite fluorescência vermelha. 

Após 3 horas, a co-localização de LysoTracker com o parasito apenas pôde ser notada em 

neutrófilos infectados com L. infantum ∆lpg1 (Figura 9A), indicando que a formação de 

vacúolos parasitóforos ácidos ocorreu nessas culturas. Esse resultado converge à infecção 

de neutrófilos com L. donovani deficiente em LPG (GUEIRARD et al., 2008), o que reforça 

o papel do LPG como molécula essencial para a sobrevivência das formas promastigotas 

durante as primeiras horas de infecção. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Redução da viabilidade da L. infantum ∆lpg1 devido à formação de vacúolos parasitóforos 
ácidos em neutrófilos. (A) Neutrófilos humanos foram infectados com L. infantum WT, ∆lpg1 ou 
∆lpg1+LPG1 marcados com Carboxifluoresceína Succinimidil Éster (CFSE) na cor verde, incubados com 
Lysotracker (marcador do compartimento lisossomal) em vermelho e com DAPI (marcação nuclear) em azul. 
Após 3 horas, a co-localização de LysoTracker apenas com o parasito ∆lpg1 foi observada através do 
microscópio de fluorescência – dado representativo. (B) Para o ensaio com o Wortmannin, inibidor de PI3-
Kinase, os neutrófilos foram tratados por 30min e depois infectados com L. infantum WT, ∆lpg1 ou 
∆lpg1+LPG1 (1:10). Após 3h, o sobrenadante foi substituído por meio HOMEM e depois de 24h foi realizada 
a contagem de promastigotas viáveis liberadas no sobrenadante. Cada ponto no gráfico representa um 
doador e as barras representam a mediana. Asterisco indica diferença significativa pelo teste não 
paramétrico Mann-Whitney (*, p<0,05). # p <0.05 indica diferença significativa quando comparado ao grupo 
(WT). 
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 Para complementar o que foi demonstrado na Figura 9A, resolvemos usar o 

Wortmannin, um inibidor da liberação de lisozimas nos fagossomos. Pudemos notar que 

ao inibir a formação de fagolisossomos em neutrófilos infectados com as formas ∆lpg1, 

há um aumento significativo na sobrevivência desses parasitos em comparação ao 

mesmo grupo que não foi tratado com Wortmannin (Figura 9B). Isso sugere, que a 

viabilidade da L. infantum ∆lpg1 pode ser comprometida pela formação de vacúolos 

parasitóforos ácidos. Entretanto, a sobrevivência de Leishmanias que possuem o LPG de 

superfície, WT ou ∆lpg1+LPG1, não foi alterada em neutrófilos tratados com o inibidor 

(Figura 9B).   

 

4.6.3 Avaliação do Perfil de Ativação de Neutrófilos Humanos Infectados com                     

L. infantum WT, ∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1 

 

 Diversos trabalhos mostram o LPG envolvido na ativação celular (MORADIN; 

DESCOTEAUX, 2012). A ausência do LPG na superfície da L. infantum poderia conduzir 

uma entrada silenciosa no neutrófilo, contribuindo para viabilidade do parasito nesta 

célula. A partir desta hipótese, após 3h de infecção dos neutrófilos com as formas L. 

infantum WT, ∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1 analisamos a atividade neutrofílica através da 

expressão de moléculas de superfície, liberação de enzimas dos grânulos e estresse 

oxidativo. 

 Os neutrófilos foram infectados com L. infantum WT, ∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1 

marcadas com CFSE, emitindo fluorescência verde. Após 3h de infecção, os neutrófilos 

infectados com as Leishmanias fluorescentes, foram marcados com anticorpos CD11b, 

CD18, CD62-L e CD16 e a frequência de células expressando estes marcadores de 

superfície foi obtida por citometria de fluxo. O percentual de infecção foi correspondente 

ao observado em microscopia de luz, evidenciando maior taxa de infecção dos parasitos 

∆lpg1 (Figura 10A). A frequência da expressão de marcadores de superfície foi comparada 

entre neutrófilos não infectados e neutrófilos infectados com as formas WT, ∆lpg1 ou 

∆lpg1+LPG1. A expressão do CD11b/CD18, componentes do MAC-1, foi aumentada em 

todos neutrófilos, não infectados ou infectados. Por outro lado, somente a infecção dos 

neutrófilos com parasitos ∆lpg1 reduziu à expressão de CD62-L e CD16 em relação ao 

grupo controle de neutrófilos não infectados (Figura 10B – 10D). A expressão de 
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marcadores de superfície não foi estatisticamente significante entre os neutrófilos 

infectados com L. infantum WT, ∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. A infecção por L. infantum ∆lpg1 modula a expressão de marcadores de superfície em 
neutrófilos humanos. Neutrófilos humanos foram infectados com L. infantum WT, ∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1 
(1:10) por 3 horas. A taxa de infecção de neutrófilos por Leishmanias fluorescentes (A) foi obtida por 
citometria de fluxo. A expressão dos marcadores de superfície CD11b/CD18 (B), CD62-L (C) e CD16 (D) 
também foi avaliada por citometria de fluxo entre neutrófilos não infectados e infectados. Cada ponto no 
gráfico representa um doador e as barras representam a mediana. Asterisco indica diferença significativa 
pelo teste não paramétrico Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn (*, p<0,5) (**, p<0,01) (***, p<0,001). 

 

 A liberação de enzimas neutrofílicas no sobrenadante dessas culturas foi avaliada 

por ensaio colorimétrico. A atividade da mieloperoxidase (MPO), da elastase neutrofílica 

(NE) e a liberação da metaloproteínase 9 (MMP-9) não foram alteradas entre os grupos 

infectados (Figura 11A - 11C). A atividade da MPO foi aumentada em neutrófilos devido à 

infecção com as formas WT ou ∆lpg1+LPG1 em comparação aos neutrófilos não 

infectados do grupo controle (Figura 11A). Entretanto, ainda em relação aos neutrófilos 

não infectados do grupo controle, a atividade da NE foi modulada positivamente na 

infecção com L. infantum ∆lpg1 (Figura 11B). A metaloproteinase-8 (MMP-8) foi a única a 

apresentar um aumento significativo nos neutrófilos infectados por L. infantum ∆lpg1 em 

relação aos neutrófilos infectados com a forma WT (Figura 11D).  
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Figura 11. Ativação dos neutrófilos humanos devido à infecção com L. infantum ∆lpg1. Neutrófilos 
humanos foram infectados com L. infantum WT, ∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1 (1:10). Após 3h, a atividade da MPO 
(A) e NE (B) e a quantificação da MMP-9 (C) e MMP-8 (D) no sobrenadante dessas culturas foram realizadas 
por ensaio colorimétrico. Para analisar a produção de ROS, a infecção foi de 1h. Após esse período, os 
neutrófilos foram incubados com a sonda dihydroethidium (DHE) e a análise feita por citometria de fluxo 
(E). Cada ponto no gráfico representa um doador e as barras representam a mediana. Asterisco indica 
diferença significativa pelo teste não paramétrico Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn (*, p<0,05) (**, 
p<0,01) (***, p<0,001). 

 

A atividade oxidativa também foi avaliada. Para isso, após 1h de infecção dos 

neutrófilos com L. infantum WT, ∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1, incubamos essas células com uma 

sonda que reage em contato com íons superóxidos. A análise por citometria de fluxo 

revelou um aumento significativo de ROS durante a infecção com os parasitos ∆lpg1 ou 

∆lpg1+LPG1 em relação ao grupo não tratado e aquele infectado com a forma WT (Figura 

11E). As espécies reativas de oxigênio (ROS) são conhecidas como importantes agentes 
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leishmanicidas, o que pode contribuir para controlar a replicação das formas ∆lpg1, 

principalmente, devido à ausência de LPG na sua superfície como uma barreira proteção. 

 

4.6.4 Modulação da Resposta Oxidativa para o Controle da Infecção de L. infantum 

∆lpg1 em Neutrófilos Humanos  

 

A partir do conjunto de dados obtidos anteriormente, pudemos correlacionar o 

aumento da resposta oxidativa (Figura 11E) com a susceptibilidade dos parasitos que não 

possuem LPG de superfície, uma vez que é uma resposta associada à maturação do 

fagolisossomo. Essa hipótese foi sustentada ao utilizarmos Apocinina ou N-Acetilcisteína 

(NAC), moléculas antioxidantes, nas culturas de neutrófilos infectados com L. infantum 

WT, ∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1. Seguinte às 3h de infecção, os sobrenadantes dessas culturas 

foram substituídos por meio HOMEM e após 24h, os promatigostas viáveis liberados dos 

neutrófilos foram contabilizados. Quando a infecção dos neutrófilos com L. infantum 

∆lpg1 ocorreu em presença dos inibidores da NADPH, a contagem dos parasitos viáveis 

foi superior ao do mesmo grupo infectado sem os inibidores (Figura 12A).  Além disso, 

com a inibição da NADPH a viabilidade dos parasitos ∆lpg1 foi semelhante à das formas 

selvagens. A sobrevida de Leishmanias WT ou ∆lpg1+LPG1 não foi modulada devido ao 

tratamento com os inibidores (Figura 12A). 

Dados publicados por Lodge e colaboradores (2006) mostraram que na infecção 

de macrófagos por L. donovani, as formas selvagens do parasito, mas não as deficientes 

em LPG, interferem na montagem do complexo NADPH oxidase e, consequentemente, 

impedem a geração de superóxido (LODGE; DIALLO; DESCOTEAUX, 2006). Esses dados 

corroboram com o fato da inibição da NADPH permitir a sobrevivência da L. infantum que 

não tem o LPG dentro dos neutrófilos, o que não é observado na ausência do tratamento 

(Figura 12A). 
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Figura 12. O pré-tratamento de neutrófilos com Apocinina favorece a sobrevivência de L. infantum ∆lpg1 
por redução de ROS. (A) Neutrófilos humanos foram incubados com Apocinina (20 µM) ou               N-
Acetilcisteína (NAC) (20 µM) por 1h e então, estimulados ou não com promastigotas de L. infantum WT, 
∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1 (1:10) por 3h. Após a estimulação, o meio foi substituído por meio HOMEM (meio de 
cultura de Leishmania) e as promastigotas viáveis liberadas no sobrenadante dessas culturas foram 
contadas 24 horas após a troca do meio . (B) Para analisar a produção de ROS, a inibição com Apocinina (20 
µM) foi por 1h, seguida por 30min de infecção com L. infantum WT, ∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1 (1:10).  Após esse 
período, os neutrófilos foram incubados com a sonda dihydroethidium (DHE) e a análise feita por citometria 
de fluxo. Cada ponto no gráfico representa um doador e as barras representam a mediana. Em A, asterisco 
indica diferença significativa pelo teste não paramétrico de Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn (*, p 
<0,05).  (***, p <0,001). Em B, asterisco indica diferença significativa pelo teste não paramétrico Mann-
Whitney (**, p <0,01). # p <0.05 indica diferença significativa quando comparado ao grupo (WT). 

 

Em paralelo ao ensaio anterior, analisamos a produção de ROS nos neutrófilos 

infectados por L. infantum WT, ∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1, em presença da Apocinina. O 

tratamento com Apocinina reduziu de modo significativo à resposta oxidativa em todos 

os grupos de neutrófilos infectados (Figura 12B) em comparação aos respectivos grupos 

sem o tratamento com o inibidor. Esse resultado complementa o ensaio de viabilidade 

(Figura 12A), ratificando a produção de ROS nos neutrófilos como mecanismo de morte 

para L. infantum ∆lpg1.  

 

4.6.5 Efeito do LPG de Superfície da L. infantum na Integridade dos Neutrófilos 

Infectados 

 

Na infecção por diferentes espécies de Leishmania, a viabilidade da célula 

hospedeira tem interferido diretamente na viabilidade do parasito. Em células 

apoptóticas, moléculas anti-inflamatórias como o PGE2 e o fator transformante do 
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crescimento (TGF-B), propiciam um microambiente favorável à Leishmania (PRATES et al., 

2012; SALEI et al., 2017). Enquanto que em células necróticas, a produção de ROS, atua 

para o controle da infecção pelo parasito (AFONSO et al., 2008).  

Com o objetivo de identificar a presença de neutrófilos danificados durante a 

interação com LPG de L. infantum, quantificamos a liberação de DNA e LDH, como indícios 

de dano na membrana celular. Neutrófilos humanos foram infectados com L. infantum 

WT, ∆lpg1 e ∆lpg1+LPG1 em diferentes proporções neutrófilo: parasito (1:3, 1:5 e 1:10). 

Após 3h, analisamos a presença de DNA no sobrenadante dessas culturas por PicoGreen 

(ensaio colorimétrico). Pudemos observar que a infecção por parasitos ∆lpg1 induziu a 

uma liberação maior de DNA em neutrófilos em relação à infecção com as formas que 

possuem o LPG na superfície, WT e ∆lpg1+LPG1 (Figura 13A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Dano celular em neutrófilos infectados com L. infantum ∆lpg1. (A) Neutrófilos humanos foram 
infectados com L. infantum WT, ∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1 (1:3, 1:5 ou 1:10) por 3h. Em seguida, os 
sobrenadantes das culturas foram coletados e a presença de DNA extracelular foi detectado por PicoGreen. 
(B) Após 3h de infecção de neutrófilos humanos L. infantum WT, ∆lpg1 ou ∆lpg1+LPG1 (1:10), a liberação de 
LDH das células danificadas foi mensurada no sobrenadante por ensaio colorimétrico. Asterisco indica 
diferença significativa pelo teste não paramétrico Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn (*, p<0,05) (**, 
p<0,01). 

 

Posteriormente, associamos a presença indireta de neutrófilos danificados à 

liberação da enzima citosólica LDH. Em 3h, houve um aumento de LDH no sobrenadante 

dos neutrófilos infectados com L. infantum ∆lpg1, enquanto que a infecção dos 

neutrófilos por L. infantum WT e ∆lpg1+LPG1 não mostrou aumento significativo da 

enzima (Figura 13B). 
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Notamos somente na infecção por L. infantum ∆lpg1 uma maior liberação de DNA 

e LDH para o meio extracelular devido à perda da integridade na membrana plasmática 

dos neutrófilos. Essa alteração estrutural nesses neutrófilos são indícios de uma morte 

inflamatória, culminando juntamente na morte da Leishmania sem o LPG. O mesmo não 

aconteceu durante a infecção dos neutrófilos com L. infantum WT ou ∆lpg1+LPG1, uma 

vez que a presença do LPG na membrana dos parasitos conduziu a alguma via para a sua 

sobrevivência. 

Nos dados explanados anteriormente, como visto em outros trabalhos, os 

parasitos geneticamente restituídos - ∆lpg1+LPG1 parecem não ter recuperado 

totalmente a virulência (SPATH et al., 2000), além de terem uma regulação inadequada 

do gene reconstituído (SPATH et al., 2003). Isso fez com que apresentassem resultados 

que oscilam semelhança tanto com a forma selvagem - WT como com a deficiente em 

LPG - ∆lpg1. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Para entender a persistência da Leishmania durante a infecção é necessário avaliar 

a resposta imune do hospedeiro e fatores genéticos do parasito. Na Leishmaniose Visceral 

a presença do parasito ocasiona diversos distúrbios a nível sistêmico, tais como: 

sangramento, neutropenia e baixa de plaquetas (SAMPAIO et al., 2010). A molécula 

conhecida como heme está presente em doenças caracterizadas por hemólise ou dano 

celular extensivo e conduz a diversas alterações celulares (LOBODA et al., 2016). Na LV, a 

presença do heme livre (FARIAS LUZ et al., 2016) pode influenciar o perfil de ativação de 

neutrófilos com implicações na sobrevivência do parasito.  

Inicialmente, investigando dados oriundos do soro de pacientes com LV, os níveis 

de heme tiveram uma correlação positiva com HO-1, uma enzima capaz de degradar o 

heme (OTTERBEIN; FORESTI; MOTTERLINI, 2016) e o LDH, um marcador de hemólise e 

dano tecidual (KATO; NOURAIE; GLADWIN, 2013), respectivamente. Em relação aos 

leucócitos, os níveis séricos de heme foram correlacionados de forma negativa com a 

contagem de neutrófilos no sangue periférico. Cerca de 52% desses pacientes tinham 

altos níveis de heme e neutropenia, condição que está presente em apenas 4% dos 

indivíduos saudáveis. Os neutrófilos, além de serem importantes em tempos iniciais da 

doença (PRATES et al., 2012), no contexto da neutropenia em pacientes graves, este 

aspecto clínico favorece o estabelecimento de co-infecções (AL-GHAZALY et al., 2017). 

Juntos estes dados apontam para um papel central do heme na ativação de mecanismos 

inflamatórios e de dano tecidual associados a neutrófilos na LV humana. 

Considerando que em pacientes com LV, os níveis de heme estão relacionados à 

redução de neutrófilos, nos concentramos em investigar essa condição in vitro. Os dados 

da citometria de fluxo mostraram que na presença do heme a maior parte dos neutrófilos 

infectados estava apoptótica e um percentual menor encontrava-se em apoptose 

tardia/necrose. Esses resultados estão de acordo com a literatura, que demonstra o heme 

induzindo a morte de neutrófilos por liberação das NETs (CHEN et al., 2014) e morte 

programada em macrófagos por necroptose (FORTES et al., 2012). Importante observar 

que a infecção por L. infantum não induziu um efeito sinergético na morte celular de 

neutrófilos em presença do heme. 
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A presença do heme não só provocou um redução da sobrevida dos neutrófilos 

infectados, como também fez com que essas células apresentassem um perfil 

inflamatório com produção de ROS e maiores níveis de MMP-9, MPO e NE. Embora este 

seja um importante mecanismo microbicida em neutrófilos ativados, o acúmulo de ROS 

pode causar graves lesões celulares. Muitas vias de sinalização relacionadas ao estresse 

oxidativo e produção de ROS conduzem para a morte celular  (LOBODA et al., 2016). Em 

nossos resultados, existe a possibilidade do heme ter liberado seu átomo de ferro central, 

que ao atuar como um reator de Fenton gerou radicais hidroxilas (OH-) capazes de 

modular a morte celular. Esse efeito foi comprovado em estudos anteriores, onde o uso 

de quelantes de ferro reduziu a produção de OH- e, consequentemente, reverteu a 

apoptose de neutrófilos (ROLLET-LABELLE et al., 1998). 

Apesar dessas condições desfavoráveis, surpreendentemente, a viabilidade de L. 

infantum em neutrófilos humanos não foi prejudicada, uma vez que a presença do heme 

modulou positivamente o crescimento das formas promastigotas em comparação ao 

grupo não tratado. O crescimento da Leishmania em neutrófilos ativados indica uma 

estratégia de resistência do parasito que poderia ser favorecido pela redução da 

sobrevida da célula hospedeira. Outros modelos experimentais evidenciaram que o 

estresse oxidativo também favoreceu a viabilidade e replicação de distintos 

microrganismos (FORTES et al., 2012; WEINLICH et al., 2017). 

Entre os mecanismos que pode facilitar a sobrevivência do parasito dentro dos 

neutrófilos envolve a via do ferro. O ferro é um fator essencial para diversas atividades 

enzimáticas e processos biológicos, indispensável para o crescimento de microrganismos. 

Em determinadas circunstâncias, a baixa disponibilidade de ferro, impôs o 

desenvolvimento de estratégias para facilitar o seu armazenamento. Entre estas 

estratégias, podemos citar o transporte de heme ou heme-proteínas por terem o ferro 

em sua composição. O grupo de Norma Andrews descreveu a existência de uma proteína 

transmembrana transportadora de heme em formas amastigotas de L. amazonensis 

(HUYNH et al., 2012). É possível que o durante a infecção dos neutrófilos, o heme tenha 

sido degradado pela enzima HO-1, liberando seu átomo de ferro. Desse modo, a L. 

infantum utilizaria a sua NADPH redutase para converter Fe+3 em Fe+2, permitindo a 

internalização do metal  (WILSON et al., 2002). 
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Nas nossas culturas, o Fe+2 e o heme favoreceram a replicação do parasito, mas 

conduziram respostas distintas em relação a atividade das enzimas neutrofílicas. 

Diferente do que observamos em presença do heme, o uso do Fe+2 não modulou as 

atividades das enzimas MPO e NE em neutrófilos infectados por L. infantum, sugerindo 

que este metal possua um papel mais nutricional do que indutor de ativação da célula 

hospedeira. 

Em um cenário inflamatório, antioxidantes neutralizam os efeitos nocivos dos 

radicais livres. A SOD é uma importante defesa antioxidante, por decompor o superóxido 

em oxigênio e peróxido de hidrogênio (FUKAI ;USHIO-FUKAI, 2011).  O superóxido é um 

conhecido agente microbicida e ao ser catalisado pela SOD, pode proporcionar proteção 

ao patógeno. Em macrófagos humanos infectados por L. amazonensis, a SOD-1 favoreceu 

a infecção ao reduzir a formação do íon superóxido intracelular (KHOURI et al., 2009). Nos 

nossos ensaios, a infecção, somente em presença do heme e do Fe+2, aumentou a 

atividade da SOD-1. O fato de termos também acúmulo de ROS nas mesmas condições 

experimentais associadas à indução da SOD-1, sugere que a resposta antioxidante foi 

insuficiente para reverter o estresse oxidativo nas culturas de neutrófilos infectados. 

Além da SOD-1, a HO-1 é outro antioxidante importante implicado na patogênese 

da Leishmaniose. Trabalhos anteriores do grupo mostraram que a indução de HO-1 em 

macrófagos infectados com L. infantum favorece a persistência dos parasitos (LUZ et al., 

2012). Nos ensaios in vitro, neutrófilos infectados demonstraram que o ácido ribonucleico 

mensageiro (RNAm) para HO-1 foi expresso apenas na presença de heme, sem ter 

alteração no tratamento com Fe+2. Importante notar que a ação antioxidante da HO-1 

também tem um papel relevante na LV humana, uma vez que os níveis séricos desta 

enzima se correlacionam positivamente com os níveis de heme livre, sugerindo um 

controle dos efeitos deletérios desta molécula na doença sistêmica.  

O conjunto dos resultados apontados até aqui contribui para novas interpretações 

acerca de estratégias de resistência da Leishmania para manter a infecção em ambientes 

inflamatórios. 

O desfecho da infecção por Leishmania tem implicações conhecidamente 

multifatoriais. Dentro do cenário da interação parasito-hospedeiro é possível que o 

parasito utilize fatores de virulência para driblar mecanismos de ativação de vias 

inflamatórias. Neste sentido, o lipofosfoglicano (LPG), glicoconjugado mais abundante na 
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superfície de promastigotas de Leishmania, possui um papel central para a sobrevivência 

do parasito (DE MORAIS et al., 2015). 

Neste estudo, testamos se a viabilidade intracelular da Leishmania após a entrada 

em neutrófilos depende do LPG. Recentemente nosso grupo produziu L. infantum 

deficiente em LPG1 (LÁZARO-SOUZA et al., 2018) como ferramenta biológica, 

fundamental, para elucidar a importância do LPG da L. infantum nos momentos iniciais da 

interface Leishmania-neutrófilo, decisivos para o desenvolvimento da doença. 

Em ensaios in vitro, as formas de L. infantum deficientes em LPG – ∆lpg1 

infectaram mais neutrófilos, embora tenham sobrevivido menos. Comparado a esse 

grupo, as formas L. infantum com o LPG de superfície – WT (selvagem) e ∆lpg1+LPG1 

(parasitos que tiveram o gene do LPG1 restituído), apresentaram uma menor taxa de 

infecção, porém com maior viabilidade intracelular do parasito. Alguns estudos 

demonstraram que a internalização de promastigotas de L. donovani do tipo selvagem é 

realmente menor quando comparada a de promastigotas sem o LPG (DESJARDINS; 

DESCOTEAUX, 1997). Assim, o LPG parece interferir no processo de fagocitose, 

contribuindo para uma entrada silenciosa da Leishmania, com maiores chances de 

sobreviver, o que não acontece quando o LPG está ausente na superfície das 

promastigotas.  

Para a sobrevivência intracelular, muitos patógenos tentam escapar da ação de 

moléculas microbicidas presentes em vesículas das células fagocíticas. Nos macrófagos, 

bactérias como Mycobacterium tuberculosis ou protozoários como Toxoplasma e 

Leishmania, resistem, muitas vezes, ao impedir formação do fagolisossomo (ROBERT-

GANGNEUX; DARDE, 2012; FORRELLAD et al., 2013). Nós analisamos se após neutrófilos 

humanos internalizarem a L. infantum seria possível identificar a formação de vacúolos 

parasitóforos ácidos. Observamos que somente na infecção por L. infantum ∆lpg1 houve 

co-localização do marcador para compartimento ácido (Lysotracker) com o vacúolo 

parasitóforo contendo parasito, condizente com dados prévios da literatura (DESJARDINS; 

DESCOTEAUX, 1997; DERMINE et al., 2000; GUEIRARD et al., 2008). Dessa forma, 

podemos inferir que temos mais promastigotas WT e ∆lpg1+LPG1 viáveis dentro dos 

neutrófilos por não ocorrer formação de vacúolos ácidos com o parasito, reforçando o 

papel protetor do LPG. 
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Em corroboração ao ensaio anterior, o uso do Wortmannin, inibidor da 

movimentação de vesículas, durante a infecção, reverteu à marcação intracelular de 

vacúolos acídicos em neutrófilos infectados por L. infantum ∆lpg1 (dados não mostrados). 

Além disso, o Wortmannin permitiu também reverter à mortalidade da L. infantum ∆lpg1 

nos neutrófilos humanos, com taxa de replicação similar ao de L. infantum WT e 

∆lpg1+LPG1. Todos estes achados indicam que a presença do LPG nas formas selvagens 

de Leishmania confere ao parasito a capacidade de modular o microambiente do vacúolo 

parasitóforo a favor da infecção.   

Nossos dados apoiam observações prévias quanto à infecção de neutrófilos por L. 

donovani deficiente de LPG, onde esses parasitos estavam presentes em maior 

quantidade nos compartimentos lisossomais em comparação ao grupo infectado com L. 

donovani selvagem (GUEIRARD et al., 2008). Uma das possíveis consequências deste 

mecanismo de escape é que esses neutrófilos contendo Leishmanias viáveis em 

compartimentos não líticos possam entrar em apoptose e serem fagocitados 

silenciosamente por macrófagos (LASKAY et al., 2003; GUEIRARD et al., 2008). 

Dados publicados por Vinet e colaboradores (2009), mostraram que após a 

fagocitose da L. donovani pelo macrófago, o LPG é transferido do parasito para a 

membrana do macrófago. Essa inserção do LPG na membrana do macrófago reduz a 

capacidade fagocitária da célula hospedeira (VINET et al., 2009)  e impede o 

recrutamento da ATPase para o vacúolo e, consequentemente, sua acidificação, criando 

um meio intracelular hospitaleiro para a Leishmania (VINET et al., 2011). Embora a 

entrada dos parasitos selvagens seja reduzida, sua sobrevivência é compensada por não 

haver acidificação do fagossomo. Isso pode representar uma adapatação bem sucedida 

da Leishmania não só em macrófagos, mas também em neutrófilos, como foi 

demonstrado nos nossos ensaios. 

Além de impedir a formação de fagolisossomo, alguns trabalhos mostram o LPG 

modulando a resposta inflamatória. O isolado de LPG ao se ligar, principalmente, a TLR-2 e 

TLR-4, ativam a fosforilação de proteínas da família das MAP quinases e a sinalização do 

Factor Nuclear Kappa B (NF-kB), com produção de citocinas pró-inflamatórias (TAVARES et 

al., 2014; ROJAS-BERNABÉ et al., 2014; LIMA et al., 2017). Em publicações do nosso grupo, a 

utilização do LPG purificado de L. infantum levou a produção de HO-1 em macrófagos 

murinos (LUZ et al., 2012) e em outra ocasião, o mesmo isolado ativou a via PPAR-y com a 
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liberação de mediadores inflamatórios, como prostaglandina E2 e óxido nítrico (LIMA et al., 

2017).  

Os neutrófilos são responsivos a lesão e infecção, inicialmente, a partir da sua saída 

vascular para o tecido. Os neutrófilos que realizam essa migração apresentam um perfil 

fenotípico ativado, que pode ser referente à expressão de moléculas de superfície 

(BARDOEL et al., 2014). No trabalho aqui apresentado, analisamos indiretamente o 

processo de migração dos neutrófilos humanos em resposta ao LPG na superfície da L. 

infantum WT e ∆lpg1+LPG1 e a ausência do LPG na L. infantum ∆lpg1. A expressão de 

CD11b/CD18 foi aumentada em todos os grupos, mesmo aqueles que não foram 

infectados. A ativação de células não infectadas já foi identificada em células dendríticas 

de camundongos (CARVALHO et al., 2008) e em neutrófilos humanos (TAVARES et al., 

2014). O aumento da expressão de MAC-1 (composta pelas moléculas CD11b e CD18) é 

relacionada a adesão celular ao endotélio e também ao reconhecimento e internalização 

de formas promastigotas da Leishmania (LAUFS et al., 2002).  

Além da expressão do CD11b/CD18, notamos que as moléculas de superfície 

CD62-L e CD16 foram menos expressas nos neutrófilos infectados, sem diferença 

significativa devido à presença ou não do LPG na superfície dos parasitos. Dados na 

literatura sugerem que o receptor CD16 pode ser internalizado ao iniciar o processo de 

fagocitose, ocasionando assim sua redução na superfície celular. Quando neutrófilos são 

ativados, também há a clivagem de CD62-L, diminuindo sua expressão (FUTOSI;FODOR; 

MOCSAI, 2013). Resposta semelhante foi encontrada em neutrófilos humanos infectados 

com L. amazonensis (TAVARES et al., 2014), indicando que a infecção por espécies 

diferentes de Leishmania induzem ativação migratória dos neutrófilos. Este fenômeno, 

provavelmente, foi mediado por uma via que independe da interação com LPG da 

Leishmania, mas pode envolver outras moléculas do seu glicocálix, como o gp63 (DE 

MORAIS et al., 2015). 

Após a análise fenotípica dos neutrófilos pela expressão dos referidos marcadores 

de superfície, nós investigamos a ativação dos mecanismos microbicidas destas células 

através da liberação das enzimas neutrofílicas e da produção de ROS.  

Ao observarmos a dinâmica dos grânulos neutrofílicos, à atividade da NE teve um 

aumento significante nos neutrófilos infectados com L. infantum ∆lpg1 em relação aos 

neutrófilos não infectados. Presente nos grânulos específicos, a MMP-8, também 
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mostrou resultado significativo. A MMP-8 foi à única enzima aumentada devido à 

infecção dos neutrófilos com L. infantum ∆lpg1 comparada à infecção com a forma 

selvagem, L. infantum WT. Em estudos anteriores, as formas promastigotas selvagens das 

espécies L. major e L. donovani sobreviveram em neutrófilos humanos por serem capazes 

de prevenir a fusão precoce de grânulos específicos e terciários com o vacúolo contendo 

o parasito (MOLLINEDO et al., 2010). No nosso estudo, a utilização anterior do 

Wortmannin, ao inibir os mecanismos de fusão dependente de PI3-Kinase, afetou 

também a movimentação do citoesqueleto intracelular, incluindo o extravasamento do 

conteúdo dos grânulos neutrofílicos. Ao evitar a liberação da NE, MMP-8 e enzimas 

lisossomais o vacúolo fagocítico no interior do neutrófilo se tornaria propício para 

permanência da L. infantum ∆lpg1. 

O status de ativação de neutrófilos é associado diretamente a sua capacidade de 

gerar estresse oxidativo. Assim como outras espécies de Leishmania são capazes de 

induzir ou potencializar a explosão respiratória nos neutrófilos (LAUFS et al., 2002; 

CARLSEN et al., 2015), as formas promastigotas de L. infantum promoveram o aumento 

de ROS em neutrófilos independente da presença do LPG de superfície. Entretanto, as 

formas deficientes em LPG induziram um aumento expressivo de ROS em comparação 

aos grupos de neutrófilos não infectados ou infectados com WT.   

  Como publicado pelo nosso grupo, a redução na sobrevivência da L. infantum 

∆lpg1 em macrófagos de camundongos pode estar relacionada a níveis mais altos de iNOS 

dependente de NF-κB, responsável pela geração de óxido nítrico (LÁZARO-SOUZA et al., 

2018). Ainda em macrófagos, a presença do LPG já foi associada à redução dos níveis de 

superóxido por prejudicar a montagem do complexo NADPH (LODGE;DIALLO; 

DESCOTEAUX, 2006). A incubação de neutrófilos com LPG de L. major também diminuiu o 

estresse oxidativo, promovendo a persistência do parasito nessas células (MOLLINEDO et 

al., 2010; SALEI et al., 2017). A resposta oxidativa poderia contribuir para o controle da 

carga parasitária nos nossos neutrófilos infectados com promastigotas de L. infantum 

∆lpg1, principalmente, por essas formas não apresentarem LPG na sua superfície como 

uma barreira proteção. 

O LPG da Leishmania inibe a maturação dos vacúolos nos quais elas são 

internalizadas ao bloquear a inserção da v-ATPase (VINET et al., 2009) e a montagem da 

NADPH oxidase (LODGE;DIALLO; DESCOTEAUX, 2006). Desse modo, o interior do 
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fagossomo não é acidificado e é desprovido de oxidantes. A L. infantum ∆lpg1, por não 

ter o LPG, não impede essa maturação fagossômica, causando uma explosão respiratória 

nos neutrófilos que pôde ser revertida na utilização de inibidores da NADPH oxidase. Nas 

nossas culturas, o uso de Apocinina ou NAC durante a infecção dos neutrófilos, diminuiu a 

produção de ROS, sendo capaz de subverter a mortalidade da L. infantum ∆lpg1 nessas 

células. Já foi estabelecido que as interações LPG-TLR são responsáveis pela modulação 

de ROS em macrófagos durante a infecção por diferentes espécies de Leishmania (IBRAIM 

et al., 2013). Entretanto, se tratando da infecção de neutrófilos por L. infantum, mais 

investigações são necessária para elicitar à sinalização do LPG para respostas oxidativas. 

Além do seu papel central na morte intracelular de patógenos em neutrófilos, 

mecanismos oxidativos são relacionados a diferentes vias de morte celular. Publicações 

do nosso grupo demonstraram o envolvimento de ROS na morte celular por necroptose 

no contexto da Leishmaniose Visceral (FARIAS LUZ et al., 2016; BARBOSA et al., 2018). 

A necroptose é descrita como uma necrose regulada por vias de sinalização 

específicas, envolvendo especialmente a proteína quinase RIP1K (kinases receptor 

interacting protein) (VAN HERREWEGHE et al., 2010). Indícios de morte inflamatória 

foram encontrados quando detectamos DNA extracelular e LDH nas culturas de 

neutrófilos infectados com L. infantum ∆lpg1, sugerindo a morte da célula hospedeira e 

do seu parasito. Não detectamos a perda da integridade na membrana plasmática de 

neutrófilos com L. infantum WT ou com L. infantum ∆lpg1+LPG1. Recentemente, vimos 

que ao induzir necroptose em neutrófilos infectados com L. infantum, há maiores níveis 

de LDH e ROS, com controle da replicação parasitária (BARBOSA et al., 2018). No atual 

trabalho, esse cenário condiz com os resultados da interação dos neutrófilos com L. 

infantum ∆lpg1, sugerindo mais uma circunstância em que o LPG é de importância vital 

para a Leishmania. Todavia, inibidores específicos da via da necroptose não afetaram 

distintamente as infecções por parasitos selvagens ou deficientes para o LPG (dados não 

mostrados). Assim, moléculas associadas à via de necroptose devem ser exploradas 

futuramente para obtermos um resultado mais preciso. 

Alguns trabalhos mostram uma contra regulação da via de necroptótica quando a 

via autofágica está ativada (FRANK et al., 2019). A autofagia é uma atividade em que a 

célula engloba e degrada porções do seu citoplasma. Embora seja um processo 

fisiológico, a autofagia pode ocorrer em situações de estresse, como no caso de infecções 
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celulares (KLIONSKY et al., 2011). A maquinaria da autofagia pode propiciar a reciclagem 

de macromoléculas que seriam utilizadas como nutrientes, tanto pela célula hospedeira 

como pelo parasito (CYRINO et al., 2012). 

Durante a infecção dos neutrófilos, a presença do LPG nas promastigotas de L. 

infantum WT ou ∆lpg1+LPG1 modularia a autofagia em benefício à viabilidade do 

parasito. A autofagia já foi detectada em macrófagos infectados com L. amazonensis 

(DIAS et al., 2018) e a inibição da via resultou em uma menor quantidade de parasitos 

intracelulares (CYRINO et al., 2012). O grupo do Descoteaux também identificou a 

autofagia como via de sobrevivência para L. donovani em neutrófilos humanos e o uso do 

parasito mutante para o LPG não induziu autofagia, indicando que o LPG medeia essa 

interação com os neutrófilos (PITALE et al., 2019). Tentativas de manipulação da via 

autofágica, seja com indutores ou inibidores específicos, não mostraram diferença nas 

infecções por parasitos selvagens ou deficientes para o LPG (dados não mostrados). 

Contudo, precisamos investigar outros mecanismos de morte celular implicados no nosso 

modelo de estudo.  
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6. CONCLUSÃO 

 

Em conjunto, os dados aqui apresentados evidenciam o papel dos neutrófilos 

durante o percurso da LV, sofrendo influência do heme ao contribuir para o processo 

inflamatório e favorecendo a persistência do parasito, enquanto que a interação dos 

neutrófilos com o LPG de superfície da Leishmania reforça o papel da molécula como 

fator de virulência e uma barreira de proteção associada a mecanismos de escape da 

resposta oxidativa da célula hospedeira. 
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