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RESUMO

A leishmaniose visceral ¢ uma doenga infectoparasitaria causada por protozoarios do género
Leishmania, transmitida pela picada de flebotomineos infectados e considerada um grave
problema de saude publica pela Organizagdo Mundial da Satide. No Brasil, a forma visceral da
doenca ¢ causada por Leishmania infantum, com o cao doméstico como principal hospedeiro
vertebrado, enquanto o ser humano atua como hospedeiro acidental. Os macrofagos constituem
as principais células hospedeiras do parasito e desempenham papel dual na infec¢do, atuando
simultaneamente como células efetoras e como nicho de replicagdo intracelular, a depender do
seu perfil de polarizagdo. Diante disso, este trabalho teve como objetivo investigar o impacto
da polarizacdo dos macréfagos nos fendtipos MO, M1 (pro-inflamatorios) e M2 (anti-
inflamatorios) sobre a infeccdo por L. infantum in vitro, com foco nos mecanismos de
imunomodula¢do que influenciam o controle e a persisténcia do parasito. Utilizando
macréfagos murinos J774, que foram polarizados e, em seguida, infectados com promastigotas
de L. infantum (Li), o estudo avaliou os macrofagos apds 24 e 48 horas, medindo taxa de
infeccdo, carga parasitaria, producdo de 6xido nitrico (NO) e niveis das citocinas TNF-a, IL-4
e IL-10. Os resultados demonstraram que M1+Li apresentou a menor taxa de infeccao (24h =
20,17 £ 0,47 e 48h = 18,75 £ 0,75 macrofagos infectados/100 macréfagos) e a menor carga
parasitaria (24h = 106,7 + 1,38 ¢ 48h = 116,5 + 0,80 amastigotas/100 macréfagos), associados
a maior producdo de NO (21,95 + 0,40 pmol/mL com 48 h) e TNF-a (73,41 = 4,15 pg/mL com
48 h), indicando a efic4cia do perfil pro-inflamatoério no controle do parasito. Em contrapartida,
M2+Li foram mais suscetiveis a infec¢do, mostrando taxas mais alta de infec¢ao (24h = 33,71
+ 0,56 e 48h = 37,86 + 0,95 macrofagos infectados/100 macrdéfagos) e carga parasitaria (24h =
133,5 + 1,30 e 48h =141,2 + 1,04 amastigotas/100 macrdéfagos), juntamente com niveis
elevados de IL-10 (24h =17,74 + 0,90 e 48h =22,25 + 1,31 pg/mL) e IL-4 (24h= 13,15 + 0,97
e 48h= 15,83 = 1,08 pg/mL). Esses dados sugerem, portanto, que L. infantum pode modular a
resposta imunoldgica dos macrofagos, favorecendo sua persisténcia em microambientes
dominados por macrofagos M2. O estudo destaca a crucial importancia do eixo M1/M2 na
imunopatogénese da leishmaniose visceral, sugerindo que a modulagdo dos macrofagos pode

ser uma estratégia promissora para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.

Palavras-chave: leishmaniose visceral; macréfagos; inflamacao.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is an infectious parasitic disease caused by protozoa of the genus
Leishmania, transmitted by the bite of infected phlebotomine sand flies, and considered a severe
public health problem by the World Health Organization. In Brazil, the visceral form of the
disease is caused by Leishmania infantum, with the domestic dog acting as the main vertebrate
host, while humans act as accidental hosts. Macrophages are the main host cells for the parasite
and play a dual role in the infection, acting simultaneously as effector cells and as an
intracellular replication niche, depending on their polarization profile. Therefore, this study
aimed to investigate the impact of macrophage polarization into M0, M1 (pro-inflammatory),
and M2 (anti-inflammatory) phenotypes on L. infantum infection in vitro, focusing on the
immunomodulation mechanisms that influence the control and persistence of the parasite.
Using murine J774 macrophages, which were polarized and subsequently infected with L.
infantum (L1) promastigotes, the study evaluated the macrophages after 24 and 48 hours by
measuring the infection rate, parasite load, nitric oxide (NO) production, and levels of the
cytokines TNF-a, IL-4, and IL-10. The results demonstrated that M1+Li showed the lowest
infection rate (24h = 20.17 + 0.47 and 48h = 18.75 + 0.75 infected macrophages/100
macrophages) and the lowest parasite load (24h = 106.7 £ 1.38 and 48h = 116.5 + 0.80
amastigotes/100 macrophages). This was associated with the highest production of NO (21.95
+ 0.40 umol/mL at 48h) and TNF-a (73.41 + 4.15 pg/mL at 48h), indicating the efficacy of the
pro-inflammatory profile in controlling the parasite. In contrast, M2+Li were more susceptible
to infection, showing higher infection rates (24h =33.71 £ 0.56 and 48h = 37.86 + 0.95 infected
macrophages/100 macrophages) and parasite loads (24h =133.5 + 1.30 and 48h = 141.2 + 1.04
amastigotes/100 macrophages), alongside elevated levels of IL-10 (24h =17.74 + 0.90 and 48h
=22.25+ 1.31 pg/mL) and IL-4 (24h = 13.15 + 0.97 and 48h = 15.83 + 1.08 pg/mL). These
data therefore suggest that L. infantum can modulate the immune response of macrophages,
favoring its persistence in microenvironments dominated by M2 macrophages. The study
highlights the crucial importance of the M1/M2 axis in the immunopathogenesis of visceral
leishmaniasis, suggesting that macrophage modulation may be a promising strategy for the

development of new therapeutic approaches.

Keywords: visceral leishmaniasis; macrophages; inflammation.



LISTA DE FIGURAS

Figural — Classificagdo das espécies de Leishmania de acordo com a regido do
INUINAO <ttt ettt ettt ettt nebenes 19
Figura2 - Endemicidade da leishmaniose visceral em 2024 ...............ccovevevvevenrnnnen. 22
Figura3  — Ciclo de vida da LeiShmania spp. .......c.ccceceeeeeeeeeeeeenieeieeeniesesesesseenns 25
Figura4  — Resposta imune hospedeira na leishmaniose ...........ccccoeeevvvveeceniririenennnen. 28
Figura5 - Ativagéo classica e alternativa dos macrofagos............ccoevevvevierevveveneinnne. 33
Figura6  — Taxa de infecgdo dos MaCrOfagos .......c.cvevevveueiereeirieieieieieieeee e 47
Figura7  — Carga parasitaria dos macrOfagos .........ccoevvvvueueueriririeeeiiinireieieeeseeeieeenene 48
Figura8  — Niveis de 6xido nitrico produzidos pelos macréfagos..........c..eceveveeenenen. 49
Figura9  — Niveis de TNF-o produzidos pelos macrofagos............cceeveveveriereeerenenennnn. 50
Figura 10 — Niveis de IL-4 produzidos pelos macrofagos ...........ccoeevevereriereeereneneennn. 51

Figura 11— Niveis de IL-10 produzidos pelos macrofagos .........c.cceeveveeriereeerereneennn. 52



AIDS
ANOVA
AP-1
Arg-1
B7-1
B7-2

B reg
CEBP-$
CO:
DAMPs
DCs
DTN
ELISA
EPM
FTs
GBD
GIPLs
GP63
GPI
H5PO4
HIV
IFN-y
IgG

IL
iNOS

IS
KMP-11
LC
LPG
LPS
LTA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
Andlise de Variancia

Proteina Ativadora 1

arginase |

Proteina de superficie CD80

Proteina de superficie CD86

Célula B regulatoria

Proteina de liga¢ao ao potenciador/CCAAT beta
Dio6xido de Carbono

Padrdes Moleculares Associados ao Dano
Células Dendriticas

Doenga Tropical Negligenciada

Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica
Erro Padrao da Média

Fatores de Transcrigao

Carga Global de Doengas
Glicoinositolfosfolipidios

Glicoproteina 63

Glicofosfatidilinositol

Acido Fosférico

Virus da Imunodeficiéncia Humana
Interferon-y

Imunoglobulina

Interleucina

Oxido Nitrico Sintase Induzivel

Indice de Seletividade

Proteina de Membrana de Cinetoplastideos de 11 kDa
Leishmaniose Cutanea

Lipofosfoglicano

Lipopolissacarideo

Leishmaniose Tegumentar Americana



LV

pm
M@
M1

M2
MAC
MF
MHC
MIP-1
mL
NED
NETs
NF-kB
NK
nm

NO
OMS
OPAS
PAMPs
PCR
PKC
PM
PRI
PRRs
PTPs
ROS

RPMI
SBF
TGF-B
Th
TLRs

Leishmaniose Visceral

Microlitro

Micrometro

Macroéfago

Macrofago com perfil pro-inflamatorio
Macrofago com perfil anti-inflamatério
Complexo de Ataque a Membrana
Miltefosina

Complexo Principal de Histocompatibilidade
Proteina Inflamatdria de Macrofagos-1 beta
Mililitro

(N-(I-naftil)-etilenodiamina dihidrocloreto)
Armadilhas Extracelulares de Neutrofilos
Fator Nuclear Kappa B

Natural killer

Nanometro

Oxido Nitrico

Organiza¢ao Mundial da Satide
Organizacao Pan-Americana da Saude
Padrdes Moleculares Associados ao Patogeno
Reagdo em Cadeia da Polimerase

Proteina quinase C

Paromomicina

Pulverizagdo Residual Intradomiciliar
Receptores de Reconhecimento de Padrdes
Proteinas Tirosina Fosfatases

Espécies Reativas de Oxigénio

Rotagdes por minuto

Roswell Park Memorial Institut

Soro Bovino Fetal

Fator de Crescimento Transformador 3

T helper (T auxiliar)

Receptores Toll-Like



TNF-a Fator de Necrose Tumoral-alfa
VP Vacuolo Parasitoforo

WHO World Health Organization (Organiza¢ao Mundial de Satde)



Alfa

Beta

Gama

Grau Celsius
Mais ou menos
Porcentagem
Menor que

Numero

LISTA DE SIMBOLOS



1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.5.1
1.5.2
1.5.3
1.54
1.6
1.6.1
1.6.2
1.6.3

31
3.2

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6

5.1
5.2

5.3
5.4
5.5
5.6

SUMARIO

INTRODUGAQ .ucouninninninncnscssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 18
LeiShMANIOSES ..couiiiieeiieiisneniinnsneninnnsnenssnessnenssnnsssessssesssnssssessssssssssssesssssssssssssesssasssses 18
Leishmaniose visceral e Leishmania infantum..........................cccccceeevevviuniiiannnnn. 20
Aspectos epidemiOlOZICOS .....eceevveriervrricssnnesssrresssresssressssncssssncsssssossssssssssssssssssssssssans 21
Ciclo de vida de LeiShmania SPP. ....cccceeeeevecsssrecsssrecssssesssssessssosssssosssssssssssssssssssssssses 23
Resposta imunoldgica contra Leishmania infantum 25
Resposta imune no bago € no figado .........ceeieverinvvnrinisencnseicsseicssnnicssssscssssscssnnes 29
Macrofagos como células-chave: hospedeiras e efetoras ........ccccceeevueicscneccscnrccsnnnes 32
Polarizacio de macrofagos .........ccoveeevceeicisnrccssnninssnressssnessssnessssscssssnssssssssssssssssssssses 32
Mecanismos de evasao d0 PAraSIto .......cceecvveicssencsssencssssnesssrcssssscsssssssssssssssssssssses 34
Diagnostico, tratamento € CONLIOIE .........coeverirverissercssnrcssnncssnricssssscssssssssssssssssessens 37
DIAZNOSLICO .uuvrrirnriirsnricssnnicssnnicssnnissssnessssnssssssssssnossssnosssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 38
Tratamento ....ccoeeinenieeniennienneiieineieiineissiistisestssseesesssssssesssssesssssssssssassses 39
CONLIOIE ..nneeieeiireenticninntenitenntecsaeisaessseesssecssnssssesssesssseessassssssssessssesssssssassssassssessasses 40
JUSTIFICATIVA ..ccouuiiiiiticnnsnissecssnsnsssissssssssssessssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssesss 42
OBUJETIVOS uiiiitintininnenssicnsssisssissssssssssessssssssssesssessssssesssssssssssssssssssssasssssssssses 43
ODJELiVOS BETALS ccocvueriersrriissnrisssnresssnnessssncsssnossssssssssesssssesssssosssssssssssossssssssssssssssssssssssss 43
ODbjetivos eSPECIFICOS ..uueriervrrirrsnrisssrncsssnncssnicsssnicssssesssssessssessssnosssssossssssssssssssssssssssses 43
MATERIAIS E METODOS ....ouuiuniunsinncsnscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 44
Polarizacio de macrofagos J774 ......ceiievvrecssnnisssnnissssncsssnessssncssssncsssssssssssssssssssses 44
Infeccao dos MACKOFAZOS ...euerevuricivuriissnniissnrinssnnissssnissnnesssnessssrossssscssssssssssessssssssssses 44
Determinacio da taxa de infeccdo e da carga parasitaria ..........ccececccveccccnnecnnns 45
Dosagem de citocinas inflamatorias e anti-inflamatorias ..........eevveeesercsncnsnecnne 45
Determinacio da produgio de NO .......ioveiinveiinsercsseicssnncssssncssssscssssssssssssssssessnns 46
ANALiSe eStALISTICA ..covveeerueriieeisenssnensenssnensnenssnessaesssnssssesssnssssesssnssssnsssassssessssssssesssassnses 46
RESULTADOS ..uuiitiiiininnicninenssecsssssnsssisssissssssessssssessssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssses 47
Taxa de infeccio dos macrofagos infectados com Leishmania infantum .............. 47
Carga parasitaria dos macrofagos infectados com Leishmania infantum ............ 48
Producio de 0xido nitrico nos macrofagos infectados com L. infantum................ 48
Produciao de TNF- o nos macrofagos infectados com L. infantum ........................ 49
Producio de IL-4 n0S MACIOfagos ....cccceeevvurecssuricssnncsssnncsssnessnsrcssssncssssscssssssssssessasses 50

Producao de IL-10 ....eeeiieeeennnnnnneeeeeececssssssnsssesseccessssssnnsssssscesssssossasssssssssssssssnnssssssses 51



6
7

DISCUSSAO .....
CONCLUSAO ...

REFERENCIAS



18

1 INTRODUCAO

1.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo um conjunto complexo de doencas infectoparasitarias cujos
agentes etiologicos sdo protozodrios digenéticos do género Leishmania (familia
Trypanosomatidae), transmitidos pela picada de vetores infectados (Akhoundi et al., 2016;
Burza et al., 2018). Diferentes espécies de Leishmania estdo associadas as manifestagdes
clinicas distintas, com gravidade variavel, desde lesdes cutaneas autolimitadas até doenca
visceral sistémica grave. Diante disso, sdo classificadas em duas formas principais:
leishmaniose cutanea (LC) ou tegumentar americana (LTA) e leishmaniose visceral (LV),
também conhecida como calazar, o que contribui para a heterogeneidade epidemiolédgica da
doenga. A apresentacdo clinica e os seus sintomas dependem da espécie que causa a infec¢ao,
cada qual com uma distribuicao geografica diferente, e o desfecho da doenga ¢ determinado por
uma multiplicidade de fatores, incluindo as caracteristicas do parasito, do vetor e do hospedeiro
(Burza et al., 2018; Ansari et al.; Kato, 2025).

As primeiras descrigdes do parasito Leishmania ocorreram no final do século XIX,
ap6s sua identificagio em um caso de LC na Asia Central. No inicio do século XX, o parasito
foi descrito em casos de calazar na India, sendo denominado L. donovani, e quando associado
a forma cutinea, de L. tropica. No Brasil, a presenca do parasito em lesdes humanas foi
confirmada alguns anos depois, com a identificagdo da espécie L. braziliensis. Posteriormente,
ficou comprovado que flebotomineos atuavam como vetores na transmissao da doenca (Rey,
2008; Conceigdo-Silva; Alves, 2014). A riqueza genética da Leishmania influencia diretamente
a infeccdo, a dindmica epidemioldgica, a evolucdo e a resisténcia deste parasito. A exata
identificacdo taxondmica das espécies ¢ de grande relevancia, ndo s6 para o correto diagndstico
e prognostico da doenga, como também para a tomada de decisdes a respeito do tratamento e
das medidas de controle (Conceicao-Silva; Alves, 2014).

E possivel classificar as leishmanias conforme a regido do mundo em que elas
ocorrem, de acordo com Lainson e Shaw (1987) e Revisado pela OMS (2010) (figura 1). Assim,
em paises do Velho Mundo (Asia, Africa e Europa), apenas o subgénero Leishmania ¢
encontrado, mais frequentemente associado as espécies L. donovani e L. infantum e as espécies
associadas com a LC, entre elas, L. major, L. tropica e L. aethiopica. Enquanto isso, no Novo
Mundo (a exemplo das Américas), tém ocorréncia dos dois subgéneros Leishmania e Viannia,

estando relacionados as espécies L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis, L. (L.) infantum, L. (V.)



19

braziliensis e L (V.) guyanensis, entre outras espécies (Lupi et al., 2009; Concei¢do-Silva;

Alves, 2014; Mauricio, 2018).

Figura 1 - Classificacao das espécies de Leishmania de acordo com a regido do mundo.

Subgénero L. (Leishmania) L. (Leishmania) L. (Viannia) L. (Viannia)
Velho Mundo L. donovani L. mafor
L. infantum L. tropica
L. killick™

L. aethiopica
L. infantum

Novo Mundo L. infantum L. infantum L. braziliensis L. braziliensis
L. mexicana L. guyanensis L. panamensis
L. pifanofM L. panamensis
L. venezuelensis L. shawi
L. garnhamM L. naiffi
L. amazonensis L. lainsoni
L. lindenbergi
L. peruviana
L. colombiensis®
Tropismo Principal  Viscerotropica Dermotrépica Dermotrépica Mucotrdpica

= 0 status da espécie estd em discussio
® ' A posicio taxondmica estd em discussdo

Fonte: Organiza¢ao Mundial da Satde, 2010.

No Brasil, a forma visceral da doenga ¢ causada pela espécie L. (L.) infantum (syn.
L. chagasi), enquanto as formas tegumentares sdo causadas, principalmente, por trés principais
espécies, a saber: L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis. Outras espécies,
como L. (V)) naiffi, L. (V) shawi, L. (V.) lainsoni e L. (V.) lindenbergi sao mais presentes nos
estados do norte do pais, principalmente, na regido amazonica (Brasil, 2006; 2017; OPAS,
2022).

As fémeas de flebotomineos infectadas, dos géneros Phlebotomus (Velho Mundo)
e Lutzomyia (Novo Mundo), sdo os principais vetores das leishmanioses (Cannet et al., 2023).
Os flebotomineos sdo insetos pequenos, com o corpo coberto por pelos e exoesqueleto delgado,
popularmente conhecidos, dependendo da localizagdo geografica, como “mosquito-palha”,
nomenclatura dada ao fato de, ao pousarem, permanecerem com as asas eretas e elevadas acima
do corpo. Além disso, apenas as fémeas sdo hematdfagas, ou seja, alimentam-se de sangue, o
que explica seu papel central na transmissdo da leishmaniose (Killick-Kendrick, 1999; Ribeiro
et al., 2019; Pareyn et al., 2020). Os flebotomineos sdo frequentemente encontrados em areas
com acumulo de matéria organica, como folhas em decomposi¢do, 0 que proporciona as

condicdes ideais para o desenvolvimento das larvas. As rachaduras e frestas em casas de barro,
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consideradas moradias em contexto de vulnerabilidade socioecondmica, também podem servir

de abrigo para esses insetos, especialmente em areas rurais ou periurbanas (Rahim et al., 2024).

1.2 Leishmaniose visceral e Leishmania infantum

Com incidéncia mundial de 0,2 a 0,4 milhoes de casos e cerca de 20.000 a 40.000
obitos anualmente, a leishmaniose visceral (LV) ¢ a manifestacdo clinica mais grave e letal da
leishmaniose, se ndo tratada, inclusive, com potencial para surtos (Oliveira et al., 2021; WHO,
2023). ALV esta presente em 78 paises, concentrada, especialmente, na bacia do Mediterraneo,
Asia Ocidental, Central ¢ América do Sul, com o Brasil sendo o pais mais afetado na regido,
onde a doenca ¢ causada pela espécie L. infantum (Serafim et al., 2020; Alvar et al., 2021).
Mais de 90% dos casos globais de LV ocorreram em apenas seis paises: India, Bangladesh,
Suddo, Sudao do Sul, Etiopia e Brasil (Alvar et al., 2012). Conhecida popularmente como
"Calazar", ¢ uma doenca de notificacdo compulsdria no Brasil, o qual esta incluido no grupo de
33 dos 88 paises endémicos que possuem essa obrigatoriedade (Desjeux, 2004; Brasil, 2006).

A LV sofreu um forte processo de urbanizag¢do no territorio brasileiro a partir do
final dos anos 80 e, atualmente, a doenca encontra-se em rapida expansao, chegando a areas
urbanas de médio e grande porte nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste,
impulsionada por transformagdes ambientais, fluxos migratdrios, pressdes socioeconomicas €
secas periodicas, que resultam na reducdo do espago ecologico da doenca e facilitam a
ocorréncia de epidemias (Conceicao-Silva & Alves, 2014).

No Ceard, de acordo com dados do boletim epidemioldgico n°. 01 de 2025, entre os
anos de 2007 e 2024, foram registrados 7.386 casos confirmados de leishmaniose visceral em
humanos e 438 6bitos, com média anual de 410 casos e taxa de letalidade geral de 5,9%. Até a
semana epidemioldgica 40 de 2024, 134 pacientes, distribuidos em 36 municipios, foram
diagnosticados com LV. A capital Fortaleza encontra-se como detentora do maior volume
absoluto de casos confirmados, apresentando uma média de 62 casos anuais entre os anos de
2015 a 2024, classificada, portanto, como area de transmissao muito intensa (Ceara, 2025).

O principal vetor da leishmaniose visceral no Brasil ¢ a fémea de flebotomineo da
espécie Lutzomyia longipalpis, a qual tem alta capacidade de adaptacdo a ambientes urbanos
(peridomicilio e intradomicilio), sendo comumente encontrada em abrigos de animais como
galinheiros e canis (Brasil, 2006). No meio urbano, o cdo doméstico (Canis familiaris) é a
principal fonte de infeccdo, podendo ser, inclusive, assintomatico. A enzootia canina geralmente

precede a ocorréncia de casos humanos. J4 no ambiente silvestre, os principais reservatorios
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sdo as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris)
(Brasil, 2006).

A gravidade da LV ¢ resultado da infeccdo sistémica de células fagociticas. Apos a
invasdo, os macréfagos infectados disseminam-se pelo sistema fagocitico mononuclear, onde
se multiplicam, provocando uma resposta inflamatoria sistémica (Oliveira et al., 2021). O
parasito apresenta tropismo por orgdos linfo-hematopoiéticos, afetando, principalmente, a
medula 6ssea, o baco, o figado e os ganglios linfaticos (Concei¢ao-Silva & Alves, 2014;
Abadias-Granado et al., 2021; Pareyn et al., 2025).

No contexto das manifestacdes clinicas, a infec¢do por L. infantum apresenta um
amplo espectro sintomatoldgico, embora se estime que cerca de 90% dos casos sejam
assintomaticos (Oliveira et al., 2021; Pareyn et al., 2025). Por outro lado, nos casos
sintomdticos, as manifestacdes variam de quadros oligossintomaticos a formas graves
(cronicas) que, quando ndo tratadas, levam o individuo infectado ao dbito (Brasil, 2006; Pareyn
et al., 2025). As caracteristicas cldssicas incluem febre prolongada, perda de peso,
hipergamaglobulinemia e pancitopenia (Costa-Da-Silva et al., 2022; OPAS, 2024).

Nesse sentido, a evolugdo do quadro clinico na LV pode ser dividida em trés fases
progressivas. A fase aguda, que pode levar a morte apds um inicio subito, caracteriza-se por
febre com duracao inferior a quatro semanas, palidez cutdneo-mucosa e hepatoesplenomegalia
incipiente. J4 a fase de estado geralmente ocorre ap6s dois meses de evolucdo, com febre
irregular, emagrecimento progressivo, acentuacdo da palidez e aumento significativo da
hepatoesplenomegalia, com nitido comprometimento do estado geral do paciente. Por fim, a
fase final (calazar) surge quando ndo hé intervencao terapéutica ou quando esta ¢ ineficaz e a
doenca progride para febre continua, desnutricdo severa e edema de membros inferiores (que
pode evoluir para inchaco generalizado). Nesta fase, surgem complicagdes sistémicas graves,
como hemorragias, ictericia, ascite e infec¢des bacterianas secunddérias e recaidas, as quais sao
as principais causas de 6Obito (Brasil, 2006; Oliveira et al.; Gontijo et al., 2021).

O desfecho clinico da leishmaniose visceral ¢ influenciado por diversos fatores que
elevam os indices de mortalidade, como idade (criangas menores que 5 anos e adultos maiores
que 50 anos possuem maior risco), presenca de ictericia, anemia grave e quadros hemorragicos.
Além do mais, a presenca de comorbidades e coinfec¢des, como a tuberculose e o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), é considerada um fator de risco para o agravamento da LV

(Alvar, 2021; Pareyn et al., 2025).
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1.3 Aspectos epidemiologicos

Do ponto de vista epidemioldgico, a leishmaniose possui uma ampla distribuicao
global, presente em quase 100 paises, principalmente no Sudeste Asiatico, leste da Africa e
Américas, sendo endémica em areas subtropicais e tropicais (Costa-da-Silva et al., 2022; Vilas-
Boas et al.; Solano-Galvez et al., 2024; Kato, 2025). A doenca ¢ considerada um grave problema
de satde publica pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS), classificada entre as principais
doengas do mundo, devido a alta morbidade e mortalidade, com mais de 12 milhdes de pessoas
infectadas mundialmente e 700.000 a 1.000.000 de novos casos anualmente, sendo a maioria
desses casos nas Américas, na Africa e na Asia, em paises como Argélia, Etiopia, Iraque,
Afeganistdo, Brasil, Peru e Ardbia Saudita (Lupi ef al., 2009; WHO, 2024). A severidade desse
cendrio ¢ evidenciada pelo impacto letal da forma visceral, a qual foi responsavel por 4.627

obitos no mundo em 2023 de acordo com o relatorio Global Burden of Disease (GBD, 2023).

Figura 2 — Endemicidade da leishmaniose visceral em 2024.

Fonte: Organiza¢ao Mundial da Satde.

Além disso, a doenca afeta, especialmente, as popula¢des economicamente
desfavorecidas, sendo classificada como uma Doenga Tropical Negligenciada (DTN) pela
OMS, associada a desnutri¢do, ao deslocamento populacional, a moradias precarias, ao sistema
imunolégico debilitado e a falta de recursos financeiros, fatores determinantes para o
diagnéstico, tratamento e controle da patologia. (Sheikh et al.; Vilas-Boas et al.; Solano-Gélvez
et al.; OPAS; WHO, 2024).

Na América Latina, os casos de leishmaniose eram restritos ao ambiente rural e

silvestre, tratados como uma zoonose, com os mamiferos selvagens (roedores, marsupiais e
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primatas) como reservatorios naturais, sendo rara a infec¢cdo em seres humanos (Peterson et al.,
2003; Reithinger et al., 2007). Todavia, esse cenario epidemioldgico tem sofrido modificacdes,
expandindo-se para as areas urbanas de médio e grande porte, impulsionado por fatores como
a urbanizacdo intensa, o desmatamento e as mudancas climéticas, o que permite a adaptagao
dos ciclos de transmissdo aos ambientes peridomésticos, ocupando areas anteriormente nao
endémicas, com animais domésticos como potenciais reservatorios, intensificando o aumento
dos casos em seres humanos (Reithinger et al., 2007; Salomoén et al., 2012; Teixeira-Neto et al.,
2014).

Segundo a Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPAS), a leishmaniose ¢
endémica em mais de 10 paises da América Latina (como Argentina, Bolivia, Paraguai, México
e Brasil), com a dindmica epidemioldgica influenciada pelas caracteristicas geograficas,
ecologicas e sociais do continente. Além disso, na regido estd concentrada uma grande
diversidade de insetos vetores e de animais que atuam como reservatorios do parasito. Na
América Latina, entre os anos de 2001 e 2023, foram registrados mais de 1.000.000 de casos
de LT. Em 2024 foi notificado o maior nimero absoluto de casos com 9.810 infectados. Nesse
mesmo periodo, foram reportados 74.440 casos de LV, sendo o Brasil o principal pais endémico
nessa regido, responsavel por 92% dos casos em 2024, além de concentrar a maioria dos
municipios com transmissdo intensa ou muito intensa (WHO, 2024; OPAS, 2024, 2025).

No Brasil, a LV configura-se como um importante problema de saude publica, em
especial, no Nordeste. Segundo dados do Ministério da Satude, no periodo de 2007 a 2024, o
pais registrou cerca de 50.372 casos de LV, com a regido Nordeste respondendo por mais da
metade das notificagdes nesse periodo. Sdo destaques os estados do Maranhao (MA), Piaui (PI),
Pernambuco (PE) e Bahia (BA), classificados como éreas de alto risco. O Ceara (CE) representa
o estado com maior numero de casos na regido, e sua capital, Fortaleza, lidera entre os
municipios dos estados citados, com 2.194 casos de LV, durante esse periodo, o que pode ser
explicado pela urbanizagdo, intenso fluxo migratorio e potenciais reservatorios, fatores que
facilitam a disseminagdo da doenga (Cavalcante et al., 2022; Melo et al., 2023; Ministério da

Saude do Brasil, 2024).

1.4 Ciclo de vida de Leishmania spp.

O ciclo biolodgico de Leishmania spp. € digenético e heteroxénico, ou seja, o parasito
alterna entre dois hospedeiros: o vetor flebotomineo e os hospedeiros mamiferos (Ansari et al.,

2025). No flebotomineo, o parasito existe como promastigota, que sdo formas alongadas, de
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nucleo arredondado ou ovalado, com o cinetoplasto situado entre a extremidade anterior e o
nucleo proximo a bolsa flagelar. Ademais, possuem flagelo longo e livre, que emerge da regiao
anterior do parasito, e extremidade posterior afilada, podendo medir entre 16-40 um de
comprimento, incluindo o flagelo (Conceigdo-Silva; Alves, 2014). No vetor, as promastigotas
passam por diferentes estdgios de desenvolvimento, o que inclui a transformagdo de
promastigotas prociclicas — as quais estdo em intensa replicacdo, em promastigotas
metaciclicas — a forma infectante do parasito, vivendo no meio extracelular, no trato digestivo
(Gontijo; Carvalho, 2003; Dostalova; Volf, 2012; Solano-Galvez et al., 2024).

Por outro lado, a forma amastigota ¢ arredondada e imdvel, de nicleo arredondado,
com flagelo curto e internalizado na bolsa flagelar, e cinetoplasto localizado préximo a bolsa
flagelar. O tamanho da amastigota pode variar, dependendo da espécie do parasito, em torno de
1,5-3 pm x 3-6,5 um de diametro (Conceicao-Silva; Alves, 2014). Essa forma de vida esta
presente no interior das células do sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro vertebrado,
onde se multiplica e se dissemina (Gontijo; Carvalho, 2003).

A transmissdo ocorre quando a fémea do flebotomineo infectada, ao se alimentar
de sangue no hospedeiro mamifero, injeta as formas promastigotas metaciclicas, seguida de
fagocitose por células do sistema fagocitico mononuclear (como macréfagos, células
dendriticas e neutrofilos) (Figura 3). No interior dos macréfagos, ¢ formado o vacuolo
parasitoforo no fagossomo, que se funde ao lisossomo e resulta na formagao do fagolisossomo,
local onde as promastigotas metaciclicas diferenciam-se em amastigotas, que, por sua vez,
multiplicam-se dentro das células, rompem a membrana dos macrofagos e espalham-se para
outros tecidos (Reithinger et al., 2007).

Ao se alimentar de um hospedeiro infectado, o flebotomineo fémea ingere as células
contendo as formas amastigotas do parasito. No intestino médio do vetor, as amastigotas se
transformam em promastigotas prociclicas, que se multiplicam. Destaca-se que as alteragdes no
pH e na disponibilidade de nutrientes funcionam como sinais para a metaciclogénese, que
direciona as promastigotas prociclicas a probdscida, onde amadurecem, transformam-se
novamente em promastigotas metaciclicas e instalam-se proximas as glandulas salivares do
flebotomineo fémea, aptas para um novo ciclo de transmissdo, durante um novo repasto
sanguineo (Elmahallawy et al., 2021; Costa-Da-Silva et al., 2022; Divenuto et al., 2023; Pareyn
et al., 2025).

A dindmica de transmissdo e a alta prevaléncia mundial da leishmaniose foram
diretamente influenciadas pelo processo de coevolugao parasito-hospedeiro. Essa interagdo faz

parte de um sistema biologico multifatorial, imprevisivel e dinamico. Estudos demonstraram,
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por exemplo, que a saliva dos flebotomineos possui moléculas farmacologicamente ativas de
natureza anti-hemostaticas, quimiotaticas e imunomoduladoras, injetadas no local da picada

\

durante o repasto sanguineo que sdo associadas a capacidade de Leishmania manipular o
sistema imunolégico do hospedeiro. Esses fatores favorecem a alta infectividade do parasito,
pois se associam a resisténcia, a disseminacao e ao estabelecimento da infec¢do no hospedeiro.
Algumas dessas propriedades dos componentes salivares dos flebotomineos tém sido
exploradas como potenciais alvos para o desenvolvimento de vacinas (Brasil; Lestinova ef al.;

Scorza et al., 2017; Serafim et al., 2020).

Figura 3 - Ciclo de vida de Leishmania spp.
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Fonte: adaptado de Reithinger et al., 2007.

1.5 Resposta imunoldgica contra Leishmania infantum

A resposta imunologica frente a infec¢do por Leishmania spp. tem inicio no local
da picada, onde o inseto vetor inocula as formas promastigotas metaciclicas do parasito na
derme do hospedeiro (Costa-da-Silva et al., 2022). Nesse local, a interacdo entre os parasitos,

as células imunologicas residentes no tecido e as células epiteliais ativa a resposta imune inata
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do hospedeiro, por meio do reconhecimento de padrdes moleculares associados ao dano
(DAMPs) e de padrdes moleculares associados ao patégeno (PAMPs) pelos receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs) das células residentes (Almeida et al., 2023). Esse processo
desencadeia a liberagdo de citocinas e quimiocinas, promovendo o recrutamento de fagdcitos e
de células apresentadoras de antigenos, especialmente os neutréfilos, as células naturais killer
(NK), as células dendriticas (DCs) e os macrofagos (Serafim ef al.; Mirzael et al., 2021; Costa-
da-Silva et al., 2022). Com o estabelecimento da infec¢do, o parasito passa a interagir com as
células recrutadas, modulando suas fungdes, seus fendtipos e a posterior resposta adaptativa
(Ayala et al., 2024).

Inicialmente, por serem as células de defesa mais abundantes na circulagdo, os
neutrofilos sdo as primeiras células da imunidade inata que chegam ao local da infec¢do, onde
liberam substancias antimicrobianas e realizam a fagocitose dos parasitos (de Figueiredo ef al.,
2016; de Menezes et al., 2016). Uma vez fagocitados pelos neutrofilos, o parasito enfrenta dois
caminhos possiveis: a morte pela explosdo oxidativa ou a evasdo dos mecanismos citotdxicos
dos neutroéfilos (Lodi ef al., 2024). Os neutréfilos podem expelir armadilhas extracelulares de
neutrdfilos (NETs) para aprisionar os parasitos e produzir espécies reativas de oxigénio (ROS)
para elimina-los (Regli et al., 2017).

No cenario de evasdo, os parasitos podem induzir a sobrevivéncia prolongada dos
neutrdfilos, nos quais se instalam e resistem aos efeitos microbicidas. Uma vez instalados, os
parasitos induzem a apoptose dos neutrofilos e os seus restos celulares sdo reconhecidos pelos
macroéfagos, que realizam a eferocitose no local. Esse processo permite a entrada silenciosa dos
parasitos sobreviventes nos macrofagos, sem a presenca de sinais inflamatorios que gerem
resisténcia a infeccdo, em um mecanismo denominado “cavalo de Tréia” (van Zandbergen et
al., 2004; Liu e Uzonna, 2012). E valido destacar que, embora seja um mecanismo silencioso,
os neutréfilos infectados podem liberar quimiocinas como a interleucina-8 (IL-8) e a Proteina
Inflamatéria de Macrofagos-1 beta (MIP-1) durante a apoptose como sinais de recrutamento
de macrofagos, que passardo a ser local principal da infec¢ao (Bacellar e Carvalho, 2005; Ayala
et al., 2024).

Desse modo, ainda que as primeiras horas de infec¢ao por Leishmania sp. contem
com a atuagdo principal dos neutréfilos, sdo os macrofagos as principais células efetoras na
imunidade inata contra a leishmaniose (de Menezes et al.; de Figueiredo et al., 2016). Os
macrofagos sdo as principais células fagociticas da imunidade inata e tém por caracteristica a
plasticidade de suas fung¢des e de seus fenodtipos em resposta a diversos estimulos, regulando a

homeostasia ¢ a evolugdo da defesa do hospedeiro (Almeida et al.; Chen et al., 2023). Vale
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ressaltar que, as respostas imunes inatas pelos macrofagos sdo desencadeadas pela interagao
entre PAMPs ou DAMPs com os receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), como os
receptores do tipo Toll-like (TLRs) expressos na sua superficie ou pela sinalizagdo de citocinas
(Chen et al., 2023; Lodi et al., 2024).

Uma vez ativados, os macrofagos realizam a fagocitose do parasito e a sua
destrui¢do intracelular, no fagolisossomo, onde o parasito ¢ exposto a enzimas proteoliticas, a
espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, como 6xido nitrico (NO). Os fragmentos dos
parasitos sdo apresentados via Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) as células
T, ativando-as e dando inicio a resposta imune adaptativa. Essas células s3o, ainda, capazes de
promover o reparo tecidual do local lesionado, removendo células mortas, estimulando a
angiogénese e sintese da matriz extracelular rica em colageno (Chen et al.; Abbas et al., 2023).

Nesse sentido, o estabelecimento eficiente da imunidade mediada por células T ¢
de fundamental importdncia para o controle da infec¢do e desfecho clinico da doenca,
relacionado a recuperacgdo na leishmaniose visceral (Bacellar e Carvalho, 2005; Mirzael et al.,
2021; Yasmin et al., 2022). Os subconjuntos das células T CD4+ T auxiliares 1 (Th1) e T helper
2 (Th2), ativados pelos macrofagos, possuem fungdes distintas e importantes no controle eficaz
da LV, em que cada perfil expressa diferentes tipos de citocinas em resposta a determinado
estimulo, definindo a resisténcia ou suscetibilidade a infec¢ao (Ayala et al., 2024; Abbas et al.,
2023).

A resposta Th1 estd associada ao combate a infec¢do por meio de mecanismos pro-
inflamatorios, ja& a via Th2 induz um ambiente anti-inflamatorio e regenerativo, porém
relacionado a persisténcia do parasito (Figura 4) (Yasmin et al., 2022; Ayala et al., 2024). Entao,
o equilibrio entre Th1 x Th2, em conjunto com outros mecanismos regulatorios que promovam,
oportunamente, as suas respectivas ativacdes sdo determinantes para o curso clinico na infec¢ao
por Leishmania infantum (Costa-da-Silva et al., 2022). Além disso, a conexdo adequada entre
imunidade inata e adaptativa permite que as células da via Thl e os macrofagos infectados
interajam, induzindo a sintese de mediadores pro-inflamatdrios, a exemplo do fator de necrose
tumoral (TNF-a) e a interleucina-12 (IL-12), que, sinergicamente com o interferon-gama (IFN-
vY), ativam as fun¢des microbicidas dos macréfagos e promovem a eliminagdo mais eficiente

dos parasitos (Elmahallawy et al., 2021).
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Figura 4 — Resposta imune hospedeira na leishmaniose.
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Fonte: adaptado de Ayala ef al., 2024. Resposta imune Th1/Th2 a infec¢@o por Leishmania.
Perfis de ativagdo macrofagica M1 (verde) e M2 (amarelo) induzidos pela infec¢do por
Leishmania e associados as respostas imunes Th1 e Th2, respectivamente. O perfil M1 promove

a eliminacao do parasito, enquanto o perfil M2 favorece a progressdo da infecgao.

Entretanto, na maioria dos casos em pacientes sintomaticos, a LV encontra-se
caracterizada pelo comprometimento funcional da resposta Thl e, consequentemente, da
producdo de citocinas pro-inflamatérias importantes, como IL-2, IL-12, TNF-a e IFN-y, além
de apresentar niveis elevados de IL-10, IL-4 e TGF-B, mediadores anti-inflamatorios, que
inativam os macréfagos M1 e estdo relacionados a progressao da leishmaniose e ao aumento da
carga parasitaria nos macrofagos (Rodrigues et al., 2016; Mirzael et al., 2021).

Assim, a resposta imunologica ndo estd suprimida durante a leishmaniose visceral
ativa. Ao contrario, o sistema imunoldgico encontra-se altamente ativado, porém a resposta pro-
inflamatoria via Th1 torna-se pouco eficaz em controlar a proliferagdo parasitaria, uma vez que
se encontra regulada negativamente por citocinas anti-inflamatérias via Th2, que inibem
principalmente a producdo de o6xido nitrico (NO) pelos macrofagos, mecanismo efetor
fundamental a eliminag¢do dos parasitos internalizados. Esse fato provavelmente ¢ mediado
pelos mecanismos de sobrevivéncia desenvolvidos por Leishmania sp. durante sua evolugado,
em especial nos 6rgaos pelos quais o parasito apresenta tropismo (bago, figado e medula 6ssea),
0 que provoca seus sintomas cldssicos (Rodrigues et al., 2016; Bohr et al., 2021; Lodi et al.,

2024).
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Com rela¢do a imunidade humoral, a leishmaniose visceral ¢ caracterizada pela
ativacdo desregulada dos linfécitos B e pela hipergamaglobulinemia, que apresenta baixa
capacidade protetora ao hospedeiro (Omachi et al., 2017; Gongalves et al., 2020). Modelos
murinos infectados com L. infantum demonstraram uma produgdo precoce de Imunoglobulina
IgM e IgG com capacidade de formar imunocomplexos e de induzir a produgao de IL-10 pelos
macrofagos, correlacionando-se a maior carga parasitaria e a progressdo da doenga (Kane e
Mosser, 2001; Deak et al., 2010). Além disso, foi demonstrado que as células B humanas
incubadas com as formas amastigotas de L. infantum apresentaram uma diferenciagdo em
células B regulatorias (Bregs) que resultou em um maior nivel de secre¢do da IL-10, com
supressao das células T (CD4+), e redugdo do Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a) e Interferon
v (IFN-y) (Andreani et al., 2015).

Ademais, infec¢des experimentais em camundongos BALB/c com L. donovani e L.
infantum demonstraram o desenvolvimento de uma resposta Th1/Th2 mista, sem a presenca de
um padrao polarizado bem definido. Tal resposta foi caracterizada pela producao simultanea de
IFN-y, IL-4 e IL-10 nas células do bago e do figado, com correlagdo positiva, inclusive, na
cinética da sintese dessas citocinas. Além disso, a resposta mista foi confirmada pela detec¢ao
concomitante de IgG1, associada a Th2, e de IgG2a, relacionada a Thl. Esses achados sugerem
uma relacdo multifatorial na resposta imunoldgica do hospedeiro, a qual pode ndo depender
unicamente do balango explicado pelo modelo classico Th1/Th2. Ao passo que a compreensao
dos mecanismos de sinalizagdo e resposta das células efetoras, como os macroéfagos, mediante
sinais polarizantes, pode auxiliar na melhor compreensdo do curso da doenca. Isto ¢, ha
hiperativa¢do do sistema imunoldgico, mas o que de fato os macrofagos fazem para decidir
combater ou ndo a infec¢do ainda permanece pouco esclarecido (Roldo et al., 2007; Salgueiro

etal., 2018).

1.5.1 Resposta imune no baco e no figado

No curso da doenga ativa, o bago e o figado apresentam respostas imunologicas
contrastantes, devido aos microambientes inflamatérios distintos, mas complementares entre si,
pois enquanto o figado controla a infeccdo, o bago apresenta deficiéncia na contencao
parasitaria, determinando o curso clinico (Poulaki ef al., 2021). Desse modo, o bago atua como
um filtro imunoldgico da corrente sanguinea, além de ser central na coordenacao dos gradientes
de quimiocinas que modulam os linfocitos T e B. No bago, a polpa vermelha ¢ responsavel pela

retirada de patdgenos e de células senescentes presentes no sangue, ao passo que a polpa branca
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organiza as zonas T e B, permitindo o desenvolvimento da resposta imune adaptativa
(Tennenbaum et al., 2023; Yannick e Mueller, 2023).

Durante a infec¢do por L. infantum, o parasito alcanga o baco, onde desencadeia
uma resposta imune caracterizada pela producdo de citocinas pro-inflamatorias e regulatorias
(Palacios et al., 2023). Desse modo, as células B da zona marginal sdo hiperativadas e passam
a produzir grandes quantidades de anticorpos IgM e, posteriormente, IgG, pouco eficazes contra
o parasito (Deak et al., 2010; De Carvalho et al., 2020). Com a progressao da doenga, tem-se
aumento na sintese de citocinas como IL-6 e IL-10, atuantes na imunossupressdo, que
contribuem para a desregulacdo dos gradientes de quimiocinas, como CXCL13 e CCLI19,
comprometendo a ativagdo, a migragdo e o posicionamento adequado das células imunes, o que
provoca a desorganizacdo da polpa branca e a falha na formagao dos granulomas em torno dos
parasitos (de Melo et al., 2021; Fontes et al., 2024). Com a imunossupressdao progressiva,
inicialmente surge a hiperplasia da polpa branca, acompanhada de forte recrutamento
leucocitario, associado a hipergamaglobulinemia (de Melo et al., 2021; Dirkx et al., 2024).

A medida que a doenga avanga para a fase cronica, hi uma queda na expressio de
quimiocinas, comprometendo a quimiotaxia leucocitaria e agravando a desorganizagdo do
tecido esplénico, com reflexo na ndo eliminagdo do parasito (de Melo et al., 2021). Como
resultado, ocorre a desestruturagdo progressiva da polpa branca, com perda da sua arquitetura
funcional, associada ao acimulo de plasmocitos e de macréfagos parasitados, além do aumento
dos megacariocitos, que culmina na esplenomegalia, um dos sinais marcantes na leishmaniose
visceral, confirmando, inclusive, a falha das respostas granulomatosas do hospedeiro em
controlar a carga parasitaria no baco (Montes de Oca et al., 2020; de Melo et al., 2021; Poulaki
etal., 2021).

Por sua vez, no figado a resposta classica ¢ aquela mediada por IFN-y, TNF-a e IL-
12, sendo, portanto, uma resposta inflamatoria pela via Thl. Em compara¢do com o bago, no
figado ocorre a formacao eficiente de granulomas hepaticos, o que permite um controle melhor
sobre o parasito, especialmente devido a ativagdo das células de Kupffer, que pode persistir por
meses ou anos (Sukhumavasi et al., 2021; Rodrigues et al., 2022). Em conjunto com as células
T CD4+ e T citotdxicas, as células de Kupffer infectadas ou que formam o granuloma hepético
diferenciam-se ao fenotipo M1 dos macrofagos, eliminando os parasitos em seu interior, por
meio das espécies reativas (Kaye et al., 2004). A formacdo organizada desses granulomas no
figado ¢ um dos fatores que permite a ocorréncia de uma eliminagdo eficaz dos parasitos, ao
contrario do bago, que apresenta uma sobrecarga parasitaria (Poulaki et al.; Sukhumavasi et al.,

2021).
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As alteragdes estruturais hepaticas observadas durante a leishmaniose visceral sdo
a hepatomegalia, devido a proliferagdao das células de Kupffer, a formacdo de granulomas
multiplos e a presenca de infiltrados inflamatorios, além da possibilidade de necrose e de
disfun¢des metabolicas, ocasionados por citocinas imunossupressoras, especialmente pela IL-
10 produzida nos macréfagos infectados, a qual diminui a producao de albumina por meio da
interferéncia nos mecanismos dependentes dos fatores de transcricdo JAK/STAT3 e CEBP-

(Singh et al.; Andrade et al., 2025).

1.5.2 Macrofagos como células-chave: hospedeiras e efetoras

Como visto inicialmente, a infec¢@o acontece nos neutréfilos ao tentar controlarem
os parasitos. Porém, eles sdo células de vida curta e os parasitos ndo encontram neles um abrigo
ideal para sua sobrevivéncia prolongada, sendo, portanto, usados como um meio para chegar
aos macréfagos (Liu e Uzonna, 2012). Desse modo, ¢ no interior dos macroéfagos que os
parasitos sdo capazes de se instalar e se diferenciar nas formas amastigotas, as quais sdo formas
intracelulares obrigatdrias, e se multiplicar, de modo a viabilizar ndo s6 a infec¢do, mas também
o seu ciclo de vida (de Menezes et al., 2016).

Os macrofagos sao células versateis, responsaveis por diversas fungdes ao serem
ativados por estimulos do patdgeno ou por citocinas. Na pele, atuam como células sentinelas,
respondendo aos estimulos iniciais da infeccdo, além de promoverem a fagocitose e a
homeostase tecidual. Na circulacdo sistémica, participam da amplificagdo da resposta imune,
por meio do recrutamento de monodcitos presentes no sangue para o sitio de infeccdo por
Leishmania sp., onde se diferenciam em macréfagos efetores (Loria-Cervera e Andrade-
Narvaez, 2020; Carneiro et al., 2021; Abbas et al., 2023).

Em contraste, os macrofagos como células hospedeiras relacionam-se ao aumento
da carga parasitaria e encontram-se regulados, na maioria das vezes, pelas citocinas IL-10 e IL-
4, indispensaveis ao estabelecimento da leishmaniose. Paradoxalmente, como nicho replicativo,
os macrdofagos oferecem um ambiente seguro a sobrevivéncia e a replicagdo de Leishmania sp.,
ao interromper os mecanismos pro-inflamatorios dos macréfagos, provocados pelos
mecanismos de evasdo imunoldgica empregados pelos parasitos (Toepp e Petersen, 2020;
Yasmin et al., 2022). E no interior dos macrofagos que os parasitos se diferenciam em
amastigotas, adaptados ao ambiente do fagolisossomo, transformando-o em um vactolo

parasitoforo (Oliveira et al., 2022). E também no fagolisossomo que os parasitos encontram
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suas principais fontes de nutrientes, como ferro, aminoécidos e lipidios (Rabhi et al., 2016; Hu

etal., 2017).

1.5.3 Polarizacio de macrofagos

A plasticidade fenotipica ¢ uma caracteristica marcante dos macrofagos e permite
que adquiram capacidades funcionais distintas quando expostos a estimulos especificos. A
resposta dos macrofagos a diferentes citocinas produzidas pelas células T auxiliares ¢ um
exemplo classico de estimulo que leva a polarizagdo e depende, dentre outros fatores, da
interagdo célula-célula e do estado patoldgico do hospedeiro (Lampiasi et al., 2016; Kumar et
al., 2025). Nesse sentido, a polarizacdo dos macrdéfagos € um processo em que se estimula essas
células a se diferenciarem em perfis funcionais contrastantes, determinados pelos tipos de
citocinas presentes no ambiente infeccioso (Tomioto-Pellissier et al, 2018).

Essas modificagdes trazem consigo impactos significativos na resoluciao da doenca
e no reparo dos tecidos lesados, garantindo, em ultima andlise, a homeostase tecidual e
diferentes desfechos clinicos, tanto resolutivos quanto regenerativos (Liu e Uzonna, 2012;
Carneiro et al., 2021; Ghafouri-Fard et al., 2021). De inicio, uma visao dualistica bem simplista
classificou os macrofagos diferenciados em dois subconjuntos: os macrofagos M1 e M2.
Todavia, atualmente ja se sabe que existem outras subdivisdes oriundas dessas células
diferenciadas, como M2a, M2b, M2c e M2d, com vias metabdlicas de indu¢do complexas e
altamente controladas, demonstrando a complexidade desse mecanismo (Atri et al., 2018;
Ghafouri-Fard et al., 2021).

Nesse contexto, a ativagdo dos macrofagos MO ¢ dividida em dois espectros: a
ativacao classica e alternativa (Liu e Uzonna, 2012). Os macrofagos que sdo ativados pela via
classica exibem o fenotipo M1 e adquirem as caracteristicas pro-inflamatorias, ao passo que
aqueles ativados pela via alternativa passam a exibir o fenotipo M2, de caracteristicas anti-
inflamatorias (Abbas et al., 2023; Kumar et al., 2025) (Figura 5).

A ativacdo dos macréfagos pela via classica pode se dar por meio de produtos
microbianos, como o lipopolissacarideo (LPS), que entram em contato com os receptores de
reconhecimento de padrdo dos macrofagos, bem como por citocinas pro-inflamatorias
derivadas das células T auxiliares (Th1), em especial o IFN-y e o TNF-a, no curso da resposta
imune adaptativa (Ghafouri-Fard et al., 2021; Kumar et al., 2025). Os macréfagos M1 exibem
fortes propriedades microbicidas e fagociticas, uma vez que expressam em sua superficie os

receptores Toll-like 2 e 4, as proteinas coestimuladoras de superficie B7-1 e B7-2 e 0o MHC de
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classe II, além de liberarem citocinas e quimiocinas que retroalimentam positivamente a
polarizagdo adicional dos macrofagos, amplificando, assim, a resposta imunolédgica (Ghafouri-
Fard et al., 2021).

Além disso, o subconjunto M1 torna-se mais eficiente para eliminar os
microrganismos, por possuir alta expressdo de enzimas lisossomicas e da enzima 6xido nitrico
sintase induzivel (iNOS), o que, consequentemente, leva a producao de grandes quantidades de
mediadores toxicos, como o 6xido nitrico (NO) e as espécies reativas de oxigénio (ROS),
marcadores do fendtipo M1 (Abbas er al., 2023). Ainda sdo fontes de citocinas pro-
inflamatoérias como TNF-a, IL-2, IL-6 e IL-12, predominando em muitas das reagdes
inflamatorias agudas, sendo importantes para controlar a infec¢do, como as causadas por
Leishmania sp., no hospedeiro (Patel et al., 2017; Goto e Mizobuchi, 2023).

Em contrapartida, a ativagdo alternativa dos macréfagos ¢ mediada pela exposi¢do
a citocinas da via Th2, como IL-4, IL-5, IL-13, IL-10 e TGF-B, estando singularmente envolvida
em infecgdes parasitarias, a exemplo de infec¢des por L. infantum, e nas respostas humorais
(Porta et al., 2015; Atri et al., 2018; Alizadeh et al., 2023). Os macréfagos do fenotipo M2 nao
possuem atividades microbicidas nem de apresentacdao de antigenos, tornando-se mais aptos a
imunossupressdo, ao controle da inflamagao, ao reparo tecidual, a eferocitose, a angiogénese, a
sintese de coldgeno e, em alguns casos, a inflamacao cronica, garantindo a homeostase do local
(Lampiasi et al., 2016; Goto e Mizobuchi, 2023; Kumar et al., 2025). Desse modo, a ativagao
do subconjunto M2 leva a sintese e a liberacdo de grandes quantidades de citocinas anti-
inflamatorias e regulatérias, a exemplo da IL-4, IL-13, IL-10 e do TGF-B, além do aumento na
expressao da arginase-1, um marcador funcional classico dos macrofagos de perfil M2, e dos

receptores de IL-4 (IL-4R) (Sica et al., 2014; Loria-Cervera e Andrade-Narvaez, 2020).

Figura 5 - Ativacado cléssica e alternativa dos macrofagos.

Macréfago classicamente ativado (M1) Macrofagos ativados alternativamente (M2)
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Fonte: Kumar et al., 2023. Ativacdo classica e alternativa dos macrofagos. Produtos
microbianos e citocinas induzem macréfagos classicamente ativados (M1), responsaveis pela
fagocitose, destrui¢do de microrganismos e amplificagdo da inflamagao. J4 citocinas especificas
induzem macréfagos alternativamente ativados (M2), que atuam no reparo tecidual e na

resolugdo da inflamacao.

1.5.4 Mecanismos de evasdo do parasito

A sobrevivéncia dos parasitos do género Leishmania no interior das células do
sistema fagocitico mononuclear dos hospedeiros depende da capacidade deles de interromper
ou alternar os eventos de sinalizag¢ao celular do hospedeiro que resultem na falha da producao
de moléculas microbicidas e citocinas pré-inflamatorias, bem como na interferéncia na
apresentacdo adequada de antigenos através do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) (Liu; Uzonna, 2012; Carneiro et al., 2021).

Durante o processo evolutivo, os parasitos de Leishmania spp. desenvolveram
mecanismos complexos para evadir o sistema imunoldgico do hospedeiro, desregulando
cascatas metabdlicas de sinalizacdo e de ativagdo, conferindo €xito a infeccdo e a manutengao
de seu ciclo de vida (Rios-Barros et al., 2025). Assim, a imunorregulacio benéfica a infecgao ¢
consequéncia ndo s6 das moléculas derivadas da superficie do parasito, como também dos
componentes da saliva do inseto vetor introduzidos no local da picada durante o repasto
sanguineo (Lestinova et al., 2017). Esta ultima, por sua vez, ¢ caracterizada pelas propriedades
imunossupressoras dos seus componentes que modulam a resposta imunoldgica do hospedeiro
e inibem o microambiente inflamatério dos macrofagos M1, pois aumentam a expressdo de
citocinas relacionadas a resposta Th2 e atenuam a expressdo de citocinas associadas a resposta
Thl, além de reduzirem a producdo de NO pelos macréfagos, o que resulta na persisténcia do
parasito e no aumento da carga parasitaria (Rohousova e Volf, 2006; Prates et al., 2011; Chaves
et al., 2016). Dessa maneira, a imunomodulac¢do tem seu inicio no momento da picada pelo
Lutzomyia longipalpis e facilita a infec¢do das células do sistema fagocitico mononuclear do
hospedeiro pelas promastigotas metaciclicas (Kumari ef al., 2022).

De modo geral, apds estabelecida a infecgdo, L. infantum é capaz de direcionar o
sistema imune do hospedeiro a desenvolver uma resposta de perfil Th2/M2. Ao regular
negativamente a acdo inflamatoria dos macréfagos, esse evento favorece o aumento da
atividade da arginase-1, levando a deple¢do da sintese do NO, o que resulta no desequilibrio

entre protecdo e patogénese, comprometendo o controle da infec¢do pelo hospedeiro (Tomiotto-
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Pellissier et al., 2018; Antonia et al., 2021; Conde et al., 2022). Essa modulagao das vias de
sinalizacdo visa desregular as fungdes criticas dos macréfagos em beneficio do parasito,
permitindo o estabelecimento de L. infantum no interior dos macréfagos recrutados para
eliminé-lo (Shio et al., 2011).

Além disso, protozoarios do género Leishmania desenvolveram estratégias de
evasao dependentes das moléculas presentes em sua membrana plasmatica, bem como no seu
material genético (Rios-Barros et al., 2025). Nesse contexto, a presenca de um glicocalice
espesso, composto por uma matriz de glicoconjugados como lipofosfoglicano (LPG) e
glicoinositolfosfolipidios (GIPLs), além da Glicoproteina 63 (GP63), da proteina de membrana
de cinetoplastideos de 11 kDa (KMP-11), reconhecidas como padrdes moleculares associados
ao patogeno (PAMPs), e do gene A2, constituem elementos cruciais aplicados no processo de
evasdo imunologica em parasitos do género Leishmania (Atayde et al., 2016; Kumari et al.,
2022).

A GP63, ou protease de superficie principal (MSP), ¢ uma metaloprotease zinco-
dependente, expressa na superficie através de uma ancora de glicofosfatidilinositol (GPI) ou
secretada diretamente (Atayde et al., 2016; Kumari et al., 2022). Esta molécula desempenha
funcdes essenciais na viruléncia e patogénese da leishmaniose, pois promove a adesdo as células
fagociticas e atua na sobrevivéncia do parasito (Kumari et al., 2022; Al-Kaeebi et al., 2025). A
funcdo bioldgica da GP63 esté relacionada a multiplos mecanismos de prote¢do e evasdo em
promastigotas metaciclicas, em especial, na capacidade de clivar a proteina do complemento
C3b em iC3b inativo, o que permite a evasdo da lise provocada pelo sistema complemento,
favorecendo a entrada do parasito sem sinais inflamatorios (Atayde et al., 2016; Matlashewski,
2001; Contreras et al., 2010). Além disso, a GP63 inativa o C4b, bloqueando a via das lectinas
do sistema complemento (Pereira-Filho et al., 2023). A GP63 entra no citoplasma e acessa o
nicleo do macréfago, onde cliva substratos como proteinas tirosina fosfatases (PTPs), fatores
de transcricdo (FTs) e a proteina DoK (Atayde et al., 2016; Kumari et al., 2022). Essas
clivagens, por sua vez, suprimem a expressdo da iNOS, a sintese de NO, TNF-q, IL-12 ¢ a
atividade bioldgica da proteina ativadora 1 (AP-1), reguladora positiva da producdo das
citocinas pro-inflamatdrias e da expressdao da iNOS (Silva-Almeida et al., 2012; Rath et al.,
2014; Kumari et al., 2022). No vetor, a GP63 ¢ crucial para a protecao das formas promastigotas
contra enzimas hidroliticas do intestino médio do inseto (Matlashewski, 2001; Silva-Almeida
etal., 2012).

O lipofosfoglicano (LPG) ¢ a macromolécula de superficie mais abundante no

estdgio promastigota, atuando na persisténcia do parasito e exibindo um carater
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imunossupressor em infecgdes por L. infantum (Ibraim et al., 2013; Forestier et al., 2015). O
parasito evade o ataque pelo sistema complemento, devido a atuagdo dessa macromolécula ao
formar uma barreira superficial resistente que restringe o acesso e o depdsito das proteinas do
complemento a superficie do parasito e retarda a formacao do complexo de ataque a membrana
(MAC), impedindo a sua eliminagdo (Pereira-Filho et al., 2023). Além disso, o LPG age na
subversdo do estresse oxidativo provocado pelos macrofagos e inibe a ativagdo da proteina
quinase C (PKC) (Zamora-Chimal et al., 2017; Descoteaux et al., 1992) que desempenha um
papel fundamental na regulagdo das fungdes dos macréfagos, incluindo a produgdo de citocinas
pro-inflamatérias, de NO e de ROS criticamente associadas a ativagdo dos linfocitos Thl e a
eliminagdo do parasito (Liu & Uzonna, 2012).

Ademais, o LPG inibe transitoriamente a fusdo fagossomo-endossomo,
prejudicando a formagdo do fagolisossomo e permitindo a sobrevivéncia das promastigotas
antes da diferenciacdo em amastigotas no interior dos macrdéfagos (Matlashewski, 2001;
Quintela-Carvalho et al., 2022; Nunes et al., 2025). Por fim, o parasito, com auxilio do LPG, ¢
capaz de prejudicar a montagem do complexo NADPH oxidase na membrana do fagossomo,
reduzindo a sua exposi¢do as espécies reativas de oxigénio (ROS), além de alterar o pH acido
dentro do vacuolo parasitéforo (VP) para que as amastigotas sobrevivam e passem, inclusive,
a competir pela arginina a fim de reduzir a sintese de 6xido nitrico (NO) (Nunes et al., 2025).

Nessa perspectiva, a atividade da arginase I (Arg-1) nos macréfagos ¢ aumentada
na infec¢do por Leishmania spp. e o efeito bioldgico desse aumento repercute na resposta
imunoldgica do hospedeiro. Isso porque Arg-1 compete com a 6xido nitrico sintase induzivel
(INOS) pelo metabolismo da L-arginina, ou seja, esse aminoacido ¢ um substrato comum a
iNOS e a Arg-1. Por sua vez, o catabolismo da L-arginina pela arginase em macrofagos
infectados promove o desvio metabolico desse aminoacido, gerando ureia e ornitina, as quais
podem ser utilizadas para a sintese de poliaminas, utilizadas como nutriente pelos parasitos.
Esse processo leva a deplecao da disponibilidade da L-arginina e, por consequéncia, a queda na
sintese de NO, fato que favorece a sobrevivéncia de Leishmania nos macrofagos
alternativamente ativados (Gotoh & Mori, 1999; Iniesta et al., 2005; Wanasen et al., 2007,
Lentini et al., 2023). Além disso, o aumento da atividade da Arg-1 durante a infec¢do por
Leishmania pode estar relacionado ao aumento da producgdo de IL-10 e IL-4 pelos macrofagos
infectados, em um cendrio de retroalimentacao positiva (Costa et al.,2011; Mandal et al., 2017).
Desse modo, o desvio metabdlico da L-arginina ¢ estratégico para a sobrevivéncia da
Leishmania sp., estando ligado a capacidade do parasito de evadir a agdo protetora dos agentes

redutores, a exemplo do NO, além de garantir o suprimento de L-arginina para a nutricdo do
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parasito (Zilberstein; Myler, 2021). Ainda, a L-arginina ¢ importante para a resposta imune
adaptativa na leishmaniose, e o aumento do desvio metabdlico desse aminoacido para a sintese
de poliaminas limita sua disponibilidade as células T especificas para Leishmania, levando a
diminui¢do da resposta dessas células (Munder et al., 2009).

Os GIPLs prejudicam a translocacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB), inibem a
sintase de oxido nitrico e promovem uma resposta com elevados niveis de IL-4 no inicio da
infeccdo, diminuindo a resposta inflamatoria e induzindo as vias anti-inflamatoérias, o que
favorece a entrada do parasito e a progressdo da leishmaniose (Liu ef al., 2009; Argueta-
Donohué¢ et al., 2008; Silva-Almeida et al., 2012). Os GIPLs podem também contribuir para
um ambiente mais permissivo a infec¢ao por Leishmania por meio da manipulagdo das fungdes
dos macroéfagos ao inibir a produgdo de IL-12 nos estagios iniciais da infec¢do, o que altera o
equilibrio das respostas Th1/Th2, favorecendo, portanto, a sobrevivéncia do parasito e sua
evolucdo para a forma amastigota (McNeely et al., 1989; Assis et al., 2012).

Destaca-se também a proteina KMP-11, uma molécula com propriedades
imunomoduladoras capaz de induzir a expressdo de IL-10, que regula negativamente a
expressao de IL-6, IL-12 e TNF-a, condi¢des favoraveis ao perfil M2 (Carvalho et al., 2005;
Silva-Almeida et al., 2012; Almeida et al., 2023). Nesse ponto, os macrofagos infectados por
Leishmania sp. tém a producdo de IL-10 aumentada, inibindo as suas fun¢des microbicidas
(Elmahallawy et al., 2021). Ainda, o aumento de IL-10 acompanhado da redugdo de IL-6
constitui um dos mecanismos que L. infantum utiliza na infec¢ao das células dendriticas (Neves
etal.,2010).

Por fim, o Gene A2, exclusivo de espécies que causam leishmaniose visceral (L.
donovani e L. infantum), ¢ expresso na forma amastigota do parasito e estd localizado junto a
proteina BiP no reticulo endoplasmatico. Esse gene ¢ fundamental na protecdo contra o estresse
térmico durante a visceralizagdo, pois permite a sobrevivéncia em temperaturas elevadas
(Kumari et al., 2022; Matlashewski, 2001).

Assim, essa complexa modulacdo se da pela manipulacdo dos sinais de entrada nas
células hospedeiras, pelo bloqueio de vias de sinalizag¢do, pela inibig¢do dos mecanismos
leishmanicidas mediados pelos macrofagos pro-inflamatorios e pela supressdo de genes
reguladores de intermediarios metabolicos, o que influencia a dindmica funcional das células
efetoras do hospedeiro, a persisténcia da L. infantum e o desfecho clinico da doenga (Atayde et

al., 2016; Paixao et al., 2021).
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1.6 Diagnostico, tratamento e controle

1.6.1 Diagnostico

A leishmaniose configura-se como um desafio para o diagnéstico, tendo em vista
as limitacdes dos testes disponiveis e as dificuldades impostas pela doenga, pois os sinais e
sintomas se sobrepdem aos de muitas outras doengas infecciosas (Akhoundi et al., 2017). O
diagnodstico adequado ¢ fundamental para o controle da patologia e o sucesso do tratamento,
evitando a progressdo para formas clinicas graves. Assim, a falha no diagnodstico tem
consequéncias diretas no aumento da letalidade da doenca (Alvar et al., 2008; Nharwal et al.,
2025).

Nesse contexto, o diagnostico de infec¢do por Leishmania spp. ¢ realizado em
etapas que envolvem um teste provisorio, com base na apresentacdo clinica e nos sintomas do
paciente, seguido de um teste confirmatdrio laboratorial, que pode ser parasitoldgico,
sorologico ou molecular (Louizi et al., 2023; Assolini et al., 2022). Compreende o método
parasitoldgico a cultura in vitro, a histopatologia e a microscopia direta de esfregacos (corados
com Giemsa) ou aspirados do bago, dos linfonodos ou da medula 6ssea. Esse método ¢
considerado o padrao-ouro para o diagndstico, devido a sua elevada especificidade e por avaliar
recidivas de leishmaniose visceral, muito embora apresente baixa sensibilidade, necessite de
profissionais especializados e, por ser invasivo, possa levar a complicacdes como dor,
sangramento e cicatrizes (Nath-Chowdhury et al., 2016; Churiso et al., 2020; Zaho et al., 2024;
Pareyn et al., 2025).

O Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) integra o grupo de testes soroldgicos e possui
boa sensibilidade, entretanto os desafios relacionados ao teste incluem a necessidade de equipe
de laboratorio profissional, periodos de incubagdo longos e etapas de lavagem trabalhosas
(Zaho et al., 2024). Ainda nesse grupo, os testes rapidos rK39 sdo aplicados para o diagndstico
da leishmaniose visceral especialmente em areas com recursos limitados e/ou endémicas
(Reimdo et al., 2020). Destacam-se pela facilidade de uso — aplicaveis, inclusive, ao
diagnéstico em campo —, pelo baixo custo e pela estabilidade em temperatura ambiente. No
entanto, dependendo da regido geografica, a sensibilidade dos testes rK39 pode sofrer variagdes
(Reimao et al., 2020; Nharwal et al., 2025).

Por fim, o método de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), que faz parte dos
testes moleculares, destaca-se pela alta especificidade, sensibilidade e rapidez, auxiliando até

mesmo na identificagdo da espécie do parasito — fundamental para o sucesso do tratamento.
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Todavia, também possui limitagdes que estdo relacionadas ao alto custo e a demanda por

equipamentos especializados (Nath-Chowdhury et al., 2016; Orucho et al., 2025).

1.6.2 Tratamento

O tratamento se baseia, principalmente, no uso de antimoniais pentavalentes
(antimoniato de meglumina) e do estibogluconato de sodio, considerados farmacos de primeira
escolha para varias formas clinicas da leishmaniose, além da anfotericina B e da miltefosina em
casos de resisténcia ao antimonio (De Aratjo et al., 2017; Oryan et al., 2018). A eficicia dessas
opgdes pode variar de acordo com o estado imunolégico do hospedeiro e a localizagao
geografica onde a infec¢do por Leishmania spp. foi adquirida (Van Griensven et al., 2019).
Nesse sentido, nas formas mais graves da doenca, a terapia representa um desafio constante,
pois esses medicamentos apresentam limitagdes considerdveis: o alto custo, a necessidade de
longos periodos de administragcdo, a elevada toxicidade e a ocorréncia de efeitos colaterais
frequentes e graves, incluindo a intolerancia hematoldgica e a toxicidade renal, cardiaca e
pancreatica (Pandey et al., 2005; Espinoza-Hicks et al., 2019; Dupont, 2002; Chaves et al.,
2020). A toxicidade sistémica ¢ provocada, em parte, pelo baixo indice de seletividade (IS) da
maioria dos fArmacos convencionais disponiveis, os quais ndo sdo capazes de distinguir com
eficdcia entre o parasito e as células do hospedeiro, causando danos as células humanas (Sousa
et al., 2023). Essas limitagdes prejudicam a adesdo dos individuos infectados ao tratamento,
principalmente nas zonas rurais e areas de dificil acesso, e consequentemente, permitem que
cepas mais resistentes do parasito sejam selecionadas (Roatt et al., 2020).

Embora o tratamento para a leishmaniose visceral tenha passado por avancos
consideraveis na ultima década, com o aprimoramento da anfotericina B em sua formulacgao
lipossomal, que reduziu uma parte dos efeitos colaterais, € a introdu¢do do medicamento oral
miltefosina e da paromomicina injetavel, o impacto financeiro dessas terapias nas regides
economicamente desfavorecidas ainda preocupa, pois sdo caras e ndo estdo prontamente
disponiveis a maior parte da populagdo (Alves et al., 2018; Kobets et al., 2019).

O desenvolvimento de uma vacina para a leishmaniose ainda continua sendo um
desafio significativo devido a grande variedade de espécies de Leishmania, cada qual com suas
particularidades, e a complexa relacdo parasito-hospedeiro que impacta diretamente a
seguranca do imunizante para o ser humano, o que agrava o cendrio atual (Roatt et al., 2020;
Assolini et al., 2022; Madusanka et al., 2022). Desse modo, tendo em vista todas essas

limitagdes das terapias convencionais, ¢ urgente considerar o desenvolvimento de terapias
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alternativas inovadoras, seguras e eficazes, adaptadas a espécie, a forma clinica e aos padrdes
de resisténcia, além de levar em consideracdo as caracteristicas sociais e geograficas da

populacao (Alves et al., 2018, Chaves et al., 2020; Brunetto et al., 2026).

1.6.3 Controle

O controle das manifestagdes clinicas da leishmaniose e a definicdo de uma
estratégia terapéutica adequada estdo condicionados ao diagndstico correto e precoce,
fundamental para amenizar ou, até mesmo, evitar a toxicidade medicamentosa (Madusanka et
al., 2022; Pareyn et al., 2025). Assim, as caracteristicas epidemiologicas da leishmaniose,
ocasionadas pela diversidade de agentes, de reservatdrios e de vetores, aliadas a complexidade
da relagdo parasito-hospedeiro e a desigualdade social, evidenciam a relevancia de medidas de
controle que sejam flexiveis, distintas e adequadas as particularidades de cada regido (Brasil,
2017). Somada a isso, a subnotificagdo ¢ outro fator que dificulta acdes de satde publica
direcionadas para o controle da leishmaniose, sendo prejudicial a populagdo que reside em
regides endémicas, remotas ou afetadas por conflitos, onde a real prevaléncia da doenca ¢
desconhecida (Costa et al., 2008; Alencar et al., 2023; Pareyn et al., 2025).

Nesse cenario, o controle vetorial ¢ imprescindivel na gestdo epidemiologica da
doenca, sendo recomendado o uso combinado de ferramentas seguras e economicamente
eficazes (WHO, 2017). Uma das estratégias aplicadas ¢ o controle quimico, com a pulverizagao
residual intradomiciliar, instituida na esfera da protecdo coletiva, sendo destinada ao inseto
adulto; além disso, ¢ recomendado o uso de mosquiteiros impregnados com inseticida e de
repelentes principalmente nas 4reas endémicas, associados ao manejo ambiental, com
melhorias nas condi¢des de moradia e no saneamento basico. Tais estratégias tém como
finalidade prevenir o contato entre o flebotomineo e o ser humano na residéncia, interromper o
ciclo de transmissao e, portanto, reduzir a probabilidade de infec¢ao (Brasil, 2017; WHO, 2017;
2023; Pareyn et al., 2025).

Da mesma forma, o controle do reservatorio canino ¢ complexo e necessita de uma
abordagem integrada e adaptada a situagdo de cada local (WHO, 2010; 2023). A ideia de que
todos os cdes diagnosticados com a doenca deveriam ser sacrificados € ultrapassada por razdes
éticas e por ndo ter demonstrado eficacia na contengdo da infec¢do em varios paises, incluindo
o Brasil (WHO, 2010, Seva et al., 2016). Assim, as estratégias aplicadas priorizam a detec¢ao
e o tratamento de cdes infectados, além da vacinagdo e do uso de coleiras impregnadas com

deltametrina. Essa estratégia ja se demonstrou eficaz na redugdo da leishmaniose visceral em
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paises como Italia, Tunisia e Brasil (Reithinger et al., 2004, WHO, 2010). Ressalta-se que os
medicamentos aplicados no tratamento da leishmaniose em humanos ndo devem ser usados

para o tratamento da leishmaniose canina, pois ndo sdo eficazes e podem levar a resisténcia

parasitaria (WHO, 2010; 2023; Brasil, 2017; Oryan, 2016).
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2 JUSTIFICATIVA

A leishmaniose visceral representa um grave problema de satde publica no Brasil,
onde a progressiva urbanizag¢do e a expansdo geografica do vetor tém elevado o numero de
infecgdes por L. infantum. A auséncia de vacina humana, as limitagdes das opgdes terapéuticas
¢ os obstaculos ao controle do vetor ¢ do reservatorio canino reforcam a necessidade de
compreender os mecanismos imunologicos que determinam o sucesso ou fracasso no controle
da doenca.

Os macroéfagos ocupam papel central na leishmaniose, atuando, simultaneamente,
como células hospedeiras do parasito e como células efetoras da resposta imunologica do
hospedeiro. Embora o modelo de polarizagdo seja bem estabelecido na literatura, o
comportamento de L. infantum frente aos macréfagos diferenciados em fendtipos M1 e M2
permanece pouco explorado de forma comparativa e sistemdtica. Nao estd elucidado se a
capacidade de infeccao de L. infantum, pode variar em virtude do perfil funcional dos
macrofagos.

De igual forma, ndo esta claro se a polariza¢ao prévia dos macroéfagos condiciona
os mecanismos de evasdo empregados por L. infantum para subverter as fungdes efetoras dos
macrofagos M1, nem em que medida o parasito ¢ capaz de repolarizalos em dire¢dao ao perfil
M2, comprometendo a produ¢do de mediadores pré-inflamatorios vitais ao controle da
infeccdo. Dessa maneira, percebe-se que a relagdo entre o perfil dos macréfagos e a produgao
de citocinas inflamatorias e anti-inflamatorias, apds a infec¢do por L. infantum, possui
implicagdes diretas e importantes na compreensdo do desequilibrio do eixo Th1/Th2, como
observado em pacientes sintomaticos.

Assim, o presente estudo se justifica pela necessidade de expandir a compreensdo
dos mecanismos empregados por L. infantum na interacdo com macréfagos M1 e M2,
contribuindo para o entendimento da imunopatogénese da leishmaniose visceral, inclusive nos
casos de falhas terapéuticas, e subsidiando pesquisas futuras voltadas ao desenvolvimento de

novas terapias para a doenga.



43

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o papel da Leishmania infantum na imunomodulac¢do de macrofagos

murinos de perfil M1 e M2 in vitro

3.2 Objetivos especificos:
e Induzir a diferenciacdo de macréfagos J774 em M1 e M2 in vitro.

e Determinar a taxa de infeccdo e a carga parasitaria em macréfagos murinos J774

de perfil M1 e M2 infectados por L. infantum.

e Determinar a producdo de TNF-a, IL-10 e IL-4 em macrdfagos de perfil M1 e M2
infectados por L. infantum.
e Determinar a produ¢ao de NO em macrofagos de perfil M1 e M2 infectados por L.

infantum.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Polarizaciao de macrofagos J774

Alinhagem celular de macrofagos murinos J774, obtida do Instituto Gonzalo Moniz
(Fiocruz-Bahia), foi cultivada em meio RPMI suplementado com 10% de soro bovino fetal
(SBF), 2 mM de L-glutamina e solucao antibiotico-antimicdtica a 1%, e incubada em estufa
umidificada (Thermo Electron Corporation) a 37 °C em atmosfera de 5% de CO:x.

Para a etapa de plaqueamento, os macréfagos foram centrifugados a 1.500 rpm,
durante 10 min a 4°C, ressuspendidos em 1 mL de meio RPMI suplementado e quantificados
em camara de Neubauer. A concentracdo celular foi ajustada para a concentragdo de
1x10° células/mL e distribuida em ciAmaras Lab-Tek de 8 pogos em aliquotas de 300 pL
(Thermo Scientific). As placas foram incubadas em estufa com 5% de CO- a 37 °C por 24h para
adesdo das células.

Decorrido esse periodo, foi realizada a polarizagdo dos macréfagos. Para a indugao
do fenotipo M1, foi utilizado 1 pg/mL de lipopolissacarideo (LPS, Sigma) por 24 horas, ao
passo que a inducdo do fendtipo M2 foi realizada utilizando 10 ng/mL de IL-4 por 24 horas
(Brito Sousa et al., 2020). Em ambos os casos, os estimulos foram diluidos em RPMI
suplementado, e 300 puL de cada dilui¢ao foram adicionados aos respectivos pogos previamente
lavados para a remocao das células ndo aderidas, seguidos de incubagdo a 37 °C, 5% de CO:
por 4 horas. As células ndo estimuladas constituiram o grupo controle, correspondendo ao
fenotipo MO. Ao término desse periodo, as células foram lavadas duas vezes com solugdo salina

estéril e utilizadas nos experimentos subsequentes.

4.2 Infeccao dos macrofagos

A cultura de promastigotas de Leishmania infantum em fase estacionaria de
crescimento foi submetida a centrifugagdo a 2.500 rpm por 15 minutos a 4 °C, seguida pela
contagem em camara de Neubauer. A concentracdo de parasitos foi ajustada para 1x107
parasitos/mL em meio RPMI suplementado. A infeccdo dos macrofagos foi realizada na
propor¢cdo de 10 parasitos para 1 macréfago, pela adicio de 270 pL de meio RPMI
suplementado e 30 uL da suspensdo de parasitos por pogo, seguida de incubagdo por 4 h. Apos
esse periodo, os pocos foram lavados com 300 pL de salina estéril e receberam 300 pL. de meio

RPMI suplementado. As placas contendo os macrofagos infectados foram incubadas em estufa



45

a 37 °C com 5% de CO: e 95% de umidade por 24 e 48 horas. Ao término de cada periodo, os
sobrenadantes foram coletados e armazenados a —80 °C para posterior analise de citocinas e
mediadores pr6 e anti-inflamatorios. As laminas foram removidas das placas, coradas com
Giemsa (Sigma-Aldrich) e analisadas em microscopio Optico para determinacdo da taxa de

infeccdo e da carga parasitaria dos macrofagos.

4.3 Determinacio da taxa de infeccio e da carga parasitaria

Para quantificar a taxa de infecg@o e a carga parasitaria de L. infantum nos diferentes
perfis de macrofagos, as laminas foram removidas das placas, coradas com Giemsa (Sigma-
Aldrich) e analisadas em microscopio Optico com aumento de 100x em 6leo de imersdo. Para
a taxa de infec¢do, em cada lamina foi determinado o nimero de macréfagos nos fenotipos MO,
M1 e M2 infectados. Para a carga parasitaria, em cada ldmina foi determinado o numero de
amastigotas por célula, nos fenétipos M0, M1 e M2. Em ambas as contagens se utilizou areas
com 100 macréfagos. Para a taxa de infecg¢do, os resultados foram expressos como N° de
macrofagos infectados/100 macrofagos. Ja para os resultados da carga parasitaria como N° de

amastigotas/100 macrofagos.

4.4 Dosagem de citocinas inflamatorias e anti-inflamatorias

A dosagem dos niveis das citocinas TNF-q, IL-10 e IL-4 obtidas dos sobrenadantes
das culturas de macrofagos infectados por L. infantum foi realizada por meio da técnica ELISA,
conforme as recomendagdes do fabricante dos kits (BD Biosciences, San José, CA, USA), nos
tempos de 24 e 48 horas apods a infecgdo. Para isso, placas de 96 pogos (Nunc-Immuno) foram
sensibilizadas com anticorpo anti-citocina purificado (anticorpo de captura) por 12 a 18 horas.
Em seguida, as placas foram lavadas com a solu¢do de lavagem PBS + Tween 20 a 0,05%,
bloqueadas com PBS acrescido de soro fetal bovino (SBF 10%) e incubadas por 1 hora em
temperatura ambiente. Apds esse periodo, realizou-se nova lavagem com PBS + Tween 20 e
foram adicionados 100 pL das amostras e das dilui¢des seriadas do padrdo de citocinas para a
elaboracdo da curva padrdo. Todas essas diluicdes e amostras foram avaliadas em triplicata. A
placa foi entdo incubada por um periodo de 2 horas em temperatura ambiente e submetida a
nova lavagem. Ap0s esse intervalo, o anticorpo de detec¢do conjugado a enzima peroxidase foi
adicionado e a placa foi incubada por mais 1 hora em temperatura ambiente. Apos isso, a placa

foi novamente lavada, seguida pela adi¢do do substrato e incubada por 30 minutos a temperatura
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ambiente. A reacgdo foi interrompida pela adi¢ao da solug¢do de parada contendo acido fosforico
(1:20). A absorbancia foi mensurada em leitor de microplacas com comprimento de onda de
450 nm, e os dados foram processados no software SoftMax v.5 (Molecular Devices Corp.,

Sunnyvale, CA, USA). Os resultados foram expressos em pg/mL.

4.5 Determinagio da producio de Oxido Nitrico

A producao de 6xido nitrico (NO) foi avaliada pela quantificacao de nitrito por meio
da reagdo de Griess. Para tanto, 100 puL do sobrenadante foram misturados a 100 uL do reagente
de Griess, composto por 0,1% de dihidrocloreto de N-(1-naftil) etilenodiamida (NED), 1% de
sulfanilamida e 5% de acido fosférico (HsPO4). As amostras dos sobrenadantes das culturas de
macrofagos, junto com os reagentes de Griess, foram incubadas em placas de 96 pogos por 10
minutos a temperatura ambiente. A absorbancia foi mensurada em espectrofotometro com
comprimento de onda de 540 nm e a concentragdo de nitrito foi calculada a partir de uma curva
padrdo de nitrito de sddio, com uso do software SoftMax PRO (Molecular Devices Corp.,

Sunnyvale, CA, USA), e os resultados expressos em pmol/mL.

4.6 Analise estatistica

Para a comparagao multipla entre os grupos M0, M1 e M2, foi utilizada a Analise
de Variancia de uma via (one-way ANOVA), seguida do pos-teste de Tukey. As andlises foram
realizadas com uso do software GraphPad Prism versdo 5.0 para Windows (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA). Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM),

com nivel de significancia de p < 0,05.
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5S RESULTADOS

5.1 Taxa de infec¢cio dos macrofagos infectados com Leishmania infantum

O grupo M1+Li apresentou, nas primeiras 24 horas, o menor valor de macréfagos
infectados (20,17 £ 0,47 macrofagos infectados/100 macrofagos), quando comparado aos
valores dos grupos MO+Li (31,14 + 1,22 macréfagos infectados/100 macréfagos) e M2+Li
(33,71 £ 0,56 macrofagos infectados/100 macréfagos). Desse modo, foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre o grupo M1+Li e os grupos MO+Li e M2+Li.
Entretanto, ndo foram identificadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
MO+Li e M2+Li (Figura 6A). Apods 48 horas de infecg¢do, o grupo M1+Li permaneceu com a
menor taxa de infec¢do (18,75 £ 0,75 macrofagos infectados/100 macrofagos), ao passo que os
grupos MO+Li e M2+Li apresentaram valores de 35,00 + 0,87 macrofagos infectados/100
macrofagos e 37,86 £ 0,95 macrdofagos infectados/100 macrofagos, respectivamente. Nesse
cenario, houve diferengas estatisticamente significativas entre o grupo M1+Li e os grupos
MO+Li e M2+Li. Além disso, observou-se diferenca significativa entre os grupos MO+Li e
M2+Li, diferentemente do que ocorreu em 24 h, com maior taxa de infec¢do no grupo M2+Li

(Figura 6B). Checar se ¢ em negrito ABNT

Figura 6 — Taxa de infec¢ao dos macréfagos.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Taxa de infeccdo em macréfagos J774 infectados com L. infantum nos
tempos de 24 e 48 horas apo6s infeccdo. MO+Li = macréfago nio polarizado infectado com L. infantum.
MI1+Li = macrofago polarizado para o perfil M1 infectado com L. infantum. M2+Li = macrofago
polarizado para o perfil M2 infectado com L. infantum. Os valores representam a média aritmética =

erro padrdo da média, com nivel de significancia p<0,05 (One-way ANOVA, pos-teste de Tukey).
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5.2 Carga parasitaria dos macrofagos infectados com Leishmania infantum

O grupo M1+Li apresentou a menor carga parasitaria (106,7 + 1,38 amastigotas/100
macrofagos), no tempo de 24 h, valor este, inferior ao observado nos grupos MO+Li (123,3 £+
1,30 amastigotas/100 macrofagos) e M2+Li (133,5 + 1,30 amastigotas/100 macréfagos). Foram
observadas diferencas significativas entre o grupo M1+Li e os grupos MO+Li e M2+Li, bem
como entre os grupos MO+Li e M2+Li, indicando maior carga parasitaria no grupo M2+Li
(Figura 7A). Além disso, ap6s 48 horas, observou-se em todos os grupos um aumento da carga
parasitaria, em relagdo ao tempo de 24 h. Nesse contexto, o grupo M1+Li apresentou o menor
nimero de amastigotas (116,5 + 0,80 amastigotas/100 macréfagos), seguido pelo grupo MO+Li
(127,3 £ 1,85 amastigotas/100 macrofagos), enquanto o grupo M2+Li apresentou a maior carga
parasitaria (141,2 + 1,04 amastigotas/100 macrofagos). Verificou-se, portanto, que as diferencas

entre os grupos foram estatisticamente significativas, conforme indicado na Figura 7B.

Figura 7 — Carga parasitaria dos macrofagos.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Carga parasitaria em macrofagos J774 infectados com L. infantum nos
tempos de 24 e 48 horas apo6s infeccdo. MO+Li = macréfago nao polarizado infectado com L. infantum.
MI1+Li = macrofago polarizado para o perfil M1 infectado com L. infantum. M2+Li = macrofago
polarizado para o perfil M2 infectado com L. infantum. Os valores representam a média aritmética =

erro padrdo da média, com nivel de significancia p<0,05 (One-way ANOVA, pos-teste de Tukey).

5.3 Producio de 0xido nitrico em macrofagos infectados com L. infantum.

Os grupos MO+Li, M1+Li e M2+Li apresentaram valores de 3,01 £ 0,13 pumol/mL,

3,71 £ 0,37 pmol/mL e 2,93 + 0,08 pmol/mL, respectivamente, em 24 h, sem apresentarem
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diferencas estatisticamente significativas entre eles durante o periodo avaliado (Figura 8A). Em
contraste, apds 48 horas de infec¢do, o grupo M1+Li demonstrou aumento significativo na
produgdo de nitrito (21,95 £+ 0,40 pmol/mL), em comparagdo aos grupos MO+Li (5,33 + 0,05
pumol/mL) e M2+Li (4,87 £ 0,05 pumol/mL). Nesse mesmo intervalo de tempo, foram
observadas diferengas estatisticamente significativas ndo s entre o grupo M1+Li e os grupos

MO+Li e M2+Li, mas também entre os grupos MO+Li e M2+Li (Figura §B).

Figura 8 - Niveis de 6xido nitrico produzidos pelos macrofagos.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Niveis de 6xido nitrico em macrofagos J774 infectados com L. infantum
nos tempos de 24 e 48 horas apds infecgdo. MO+Li = macrofago ndo polarizado infectado com L.
infantum. M1+Li = macrofago polarizado para o perfil M1 infectado com L. infantum. M2+Li =
macrofago polarizado para o perfil M2 infectado com L. infantum. Os valores representam a média
aritmética + erro padrdo da média, com nivel de significando p<0,05 (One-way ANOVA, pods-teste de

Tukey).

5.4 Producio de TNF-a nos macrofagos infectados com L. infantum.

O grupo M1+Li apresentou concentracdo de TNF-o maior (40,84 + 2,74 pg/mL)
com 24 h, quando comparado aos grupos MO+Li (15,80 + 1,09 pg/mL) e M2+Li (14,77 + 0,91
pg/mL). Nesse sentido, foram identificadas diferencas significativas entre o grupo M1+Li e os
grupos MO+Li e M2+Li. Todavia, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos MO+Li e M2+Li (Figura 9A). Apds 48 h de infeccdo, o grupo
MI1+Li manteve os maiores niveis de TNF-a (73,41 + 4,15 pg/mL), ao passo que os grupos
MO+Li e M2+Li apresentaram concentragdes de 9,81 + 0,74 pg/mL e 9,57 + 0,52 pg/mL,

respectivamente. Assim, observaram-se diferengas estatisticamente significativas entre o grupo
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M1+Li e os grupos MO+Li e M2+Li, de modo que ndo se identificou diferenga estatisticamente

significativa entre os grupos MO+Li e M2+Li (Figura 9B).

Figura 9 - Niveis de TNF-a produzidos pelos macréfagos.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Niveis de TNF-a em macrofagos J774 infectados com L. infantum nos
tempos de 24 e 48 horas apo6s infeccdo. MO+Li = macréfago nio polarizado infectado com L. infantum.
M1+Li = macrofago polarizado para o perfil M1 infectado com L. infantum. M2+Li = macrofago
polarizado para o perfil M2 infectado com L. infantum. Os valores representam a média aritmética +

erro padrdo da média, com nivel de significando p<0,05 (One-way ANOVA, pos-teste de Tukey).

5.5 Producao de IL-4 nos macrofagos.

Os grupos MO+Li, M1+Li e M2+Li apresentaram concentragdes de 10,63 + 0,81
pg/mL, 12,21 + 0,24 pg/mL e 13,15 £ 0,97 pg/mL, respectivamente, com 24 h. Ainda que tenha
sido observada uma tendéncia de aumento nos niveis de IL-4 no grupo M2+Li, ndo foram
verificadas diferengas significativas entre os grupos neste tempo de avaliagdo (Figura 10A).
Apo6s 48 h de infecgdo, os niveis de IL-4 foram de 11,46 + 0,72 pg/mL no grupo MO+Li, 6,87
+ 0,28 pg/mL no grupo M1+Li e 15,83 + 1,08 pg/mL no grupo M2+Li. Observou-se redugdo
significativa da produgdo de IL-4 no grupo M1+Li quando comparado aos grupos MO+Li e
M2+Li. Além disso, o grupo M2+Li apresentou niveis significativamente maiores de IL-4 em

relagdo ao grupo MO+Li (Figura 10B).
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Figura 10 - Niveis de IL-4 produzidos pelos.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Niveis de IL-4 em macrofagos J774 infectados com L. infantum nos tempos
de 24 e 48 horas ap6s infecg@o. MO+Li = macrofago ndo polarizado infectado com L. infantum. M1+Li
= macrofago polarizado para o perfil M1 infectado com L. infantum. M2+Li = macréfago polarizado
para o perfil M2 infectado com L. infantum. Os valores representam a média aritmética + erro padrao

da média, com nivel de significando p<0,05 (One-way ANOVA, pos-teste de Tukey).

5.6 Producao de IL-10 nos macrofagos.

No tempo de 24 h, os grupos MO+Li, M1+Li e M2+Li apresentaram concentragoes
de 8,09 £ 0,86 pg/mL, 3,50 £ 0,56 pg/mL e 17,74 + 0,90 pg/mL, respectivamente. Observou-se
que o grupo M2+Li apresentou os maiores niveis de IL-10, diferindo significativamente dos
grupos MO+Li e M1+Li. Além disso, o grupo M1+Li apresentou niveis significativamente
menores de IL-10 quando comparado ao grupo MO+Li (Figura 11A). Ap6s 48 h de infecgdo, os
grupos MO+Li, M1+Li e M2+Li apresentaram concentragdes de IL-10 iguais a 6,05 + 2,17
pg/mL, 5,19 + 0,88 pg/mL e 22,25 + 1,31 pg/mL, nessa ordem. O grupo M2+Li manteve os
maiores niveis de IL-10, apresentando diferencas significativas em relacdo aos grupos MO+Li
e M1+Li. Nao foram observadas diferencgas estatisticamente significativas entre os grupos

MO+Li e M1+Li neste tempo de avaliagdo (Figura 11B).
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Figura 11 - Niveis de IL-10 produzidos pelos macrofagos.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Niveis de IL-10 em macréfagos J774 infectados com L. infantum nos
tempos de 24 e 48 horas apo6s infeccdo. MO+Li = macréfago nio polarizado infectado com L. infantum.
MI1+Li = macrofago polarizado para o perfil M1 infectado com L. infantum. M2+Li = macrofago
polarizado para o perfil M2 infectado com L. infantum. Os valores representam a média aritmética =

erro padrdo da média, com nivel de significando p<0,05 (One-way ANOVA, pos-teste de Tukey).
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6 DISCUSSAO

A leishmaniose visceral resulta de uma interagdo dindmica e multifatorial entre
Leishmania infantum e o sistema imunologico do hospedeiro, na qual os macréfagos ocupam
posi¢do central, pois sdo, simultaneamente, o principal nicho intracelular do parasito e a
principal célula fagocitica responsavel por sua eliminagdo. Em um sistema imunologico
complexo, a polarizagdo dessas células aos perfis fenotipicos M1 e M2 tem, portanto,
repercussdes consideraveis sobre o controle ou a persisténcia da infecgdo, respectivamente
(Tomiotto-Pellissier et al., 2018; Almeida et al., 2023).

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que os macréfagos M1+Li
apresentaram as menores taxas de infec¢do e as menores cargas parasitarias em ambos 0s
tempos avaliados, sugerindo que a polarizagao para o fendtipo M1 favoreceu o estabelecimento
de um ambiente intracelular hostil ao parasito. Esse controle foi acompanhado pela maior
producdo de TNF-a e 6xido nitrico, achados compativeis com o perfil funcional associado ao
eixo Th1/M1. Embora IL-12 e IFN-y ndo tenham sido avaliadas no presente estudo, a literatura
demonstra que essas citocinas constituem os principais indutores da ativacdo cldssica dos
macrofagos e atuam sinergicamente com o TNF-a na amplificagdo da resposta imunoldgica e
na resisténcia a infec¢do por Leishmania spp. (Pérez-Cabezas et al., 2019; Carneiro et al., 2021;
Ansari et al., 2025). Em modelos resistentes a infec¢do por L. infantum, respostas associadas a
producdo simultanea de IFN-y e TNF-a estdo relacionadas a redugdo da carga parasitaria e ao
desenvolvimento de imunidade protetora (Pérez-Cabezas et al., 2019), o que torna os elevados
niveis de TNF-a observados no grupo M1+Li consistentes com esse papel imunomodulador.

Entre os mecanismos microbicidas empregados pelos macrofagos M1, a produgdo
de 6xido nitrico ¢ considerada a principal estratégia imunoldgica no combate a leishmaniose
visceral (Olekhnovitch e Bousso, 2015). No presente estudo, o grupo M1+Li apresentou os
maiores niveis de NO, especialmente com 48 h, coincidindo com as menores taxas de infec¢ao
do periodo. O NO atua diretamente sobre as amastigotas intracelulares, interferindo na
respiragdo mitocondrial, reduzindo a produgdo de ATP e promovendo danos oxidativos a
proteinas, lipidios e dcidos nucleicos do parasito (Liew et al., 1994; Olekhnovitch et al., 2014).

Além disso, o NO pode difundir-se pelo microambiente celular, ampliando a
atividade antiparasitaria para células vizinhas infectadas (Olekhnovitch et al., 2014). A
relevancia desse mediador para o controle parasitario ¢ respaldada por diversas evidéncias
experimentais. Liew ef al. (1994) demonstraram que a inibi¢do de NO reduz significativamente

a atividade leishmanicida dos macrofagos. Por sua vez, um estudo de Gantt et al. (2001)
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evidenciou que espécies reativas de nitrogénio e oxigénio atuam de forma complementar na
destruicdo intracelular de Leishmania. Por fim, Ribeiro et al. (2020) observaram que mondcitos
humanos infectados por L. infantum apresentam aumento concomitante de TNF-o e NO
associado ao controle da infec¢do. Em conjunto, esses achados reforgam que os elevados niveis
de TNF-a e NO observados no grupo M1+Li contribuiram diretamente para a redugdo da taxa
de infeccdo e da carga parasitaria.

Em contraste, o grupo M2+Li apresentou as maiores taxas de infeccdo e cargas
parasitarias, acompanhadas de aumento significativo de IL-10 e IL-4 e redu¢do de TNF-a e NO.
Os macrofagos M2 estdo associados a mecanismos regulatdrios, anti-inflamatorios e de reparo
tecidual, frequentemente relacionados a suscetibilidade a leishmaniose visceral (Maspi et al.,
2016; Almeida et al., 2023). Nesse contexto, IL-10 e IL-4 ndo representam apenas marcadores
funcionais do perfil M2, mas atuam diretamente na retroalimenta¢do negativa dos mecanismos
efetores responsaveis pela eliminagdo do parasito (Tomiotto-Pellissier et al., 2018; Lodi et al.,
2024).

A citocina IL-10 destaca-se como um dos principais mediadores envolvidos na
progressdo da leishmaniose visceral. Sua sinalizagdo promove ativacdo da STAT3 e reduz a
expressdo de moléculas associadas a resposta inflamatéria, incluindo mediadores essenciais
para a inducdo de iNOS e produ¢do de NO (Murray et al., 2002; Kupani et al., 2021). Nesse
sentido, Verma et al. (2010) demonstraram correlacdo positiva entre niveis elevados de IL-10 e
aumento da carga parasitaria em pacientes com LV ativa. Além disso, Mesquita et al. (2018)
evidenciaram, em modelo murino transgénico, que a superexpressao precoce de IL-10 durante
infecc¢do por L. donovani suprimiu o desenvolvimento de células T CD4* em Thl e reduziu a
razdo IFN-y/IL-10, estabelecendo um microambiente permissivo a progressao parasitiria com
maior carga no bago e no figado. Murray et al. (2002) complementaram esses achados ao
demonstrar que o bloqueio da sinalizagdo de IL-10 resultou em maior expressao de IL-12, IFN-
v € iNOS, com controle acelerado da infec¢do. Em pacientes humanos com LV, Kupani et al.
(2021) observaram que niveis elevados de IL-10 estavam associados ao aumento da atividade
da arginase, resultando em supressdao da produc¢do de NO. Adicionalmente, Cardoso et al.
(2021) demonstraram, em caes naturalmente infectados por L. infantum, que o bloqueio do
receptor de IL-10 reduziu significativamente a infectividade do parasito e aumentou a producgao
de TNF-a, corroborando com os achados do presente estudo.

Além de seu papel como marcador do perfil M2, a elevada producao de IL-10
observada no grupo M2-+Li pode refletir mecanismos imunomoduladores explorados por L.

infantum para favorecer sua sobrevivéncia intracelular, tendo em vista a possibilidade de o
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parasito explorar circuitos regulatorios do hospedeiro, estimulando a produgdo de IL-10 e
comprometendo a ativacao de respostas efetoras dependentes do eixo Th1/M1 (Nylen & Sacks,
2007; Toepp & Petersen, 2020). Castelli et al. (2019) acrescentaram que a liberacdo de
exossomos por L. infantum € capaz de induzir aumento da producdo de IL-10 em macrofagos
infectados, sugerindo que os altos indices dessa citocina no grupo M2+Li podem ndo
representar apenas uma consequéncia da polarizagdo alternativa, mas também um mecanismo
ativo de evasdo imunoldgica mediado pelo proprio parasito.

Em conjunto com IL-10, a citocina IL-4 também exerceu papel relevante na
permissividade a infeccdo. O grupo M2+Li apresentou aumento dessa citocina
concomitantemente ao aumento da carga parasitaria e a redu¢do de NO, especialmente apos 48
h. A sinalizagdo mediada por IL-4 ativa a via STAT6 e promove a expressdo de genes
caracteristicos do fenotipo M2, incluindo a arginase-1 (Biswas et al., 2011; Almeida et al.,
2023).

Vouldoukis et al. (1997) demonstraram que IL-10 e IL-4 reduzem
significativamente a capacidade leishmanicida de macréfagos humanos, principalmente por
interferirem nos mecanismos dependentes de NO. Biswas et al. (2011) refinaram essa
compreensdo ao demonstrarem que IL-10, apesar de ndo induzir arginase-1 de forma
independente, atua sinergicamente com IL-4 por meio de uma cascata STAT3-dependente que
amplifica a expressdo do receptor IL-4Ra, potencializando a sinalizagdo via STAT6/CEBPf
para a inducdo de arginase-1 e desviando o metabolismo da L-arginina da via iNOS/NO para a
via da arginase.

Assim, a concomitante elevacdo de IL-10 e IL-4 no grupo M2+Li sugere que a
maior carga parasitaria observada ndo resulta apenas da redu¢ao dos mecanismos efetores, mas
da combinagdo entre supressdo inflamatoria e estabelecimento de condi¢des metabodlicas
favoraveis a replicagdo parasitaria, fendmeno coerente com o modelo atualmente aceito para a
progressdo da leishmaniose visceral (Tomiotto-Pellissier et al., 2018; Almeida et al., 2023;
Ansari et al., 2025).

Adicionalmente, os resultados indicam que, para os parametros de taxa de infeccao,
carga parasitaria e produgdo de NO, o grupo MO+Li apresentou um comportamento mais
proximo ao observado em M2+Li do que em M1+Li, sugerindo que, na auséncia de um estimulo
polarizador pro-inflamatdrio, os macréfagos permanecem relativamente permissivos ao
estabelecimento e a sobrevivéncia de L. infantum. Essa observagdo levanta a hipotese de que a
ativacdo classica dos macrofagos seja determinante para o desenvolvimento de mecanismos

efetores capazes de restringir a infeccao.
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Por fim, ¢ vélido destacar que, em um hospedeiro mamifero, a coexisténcia dos
mecanismos pro-inflamatorios (via Th1/M1) e regulatérios (via Th2/M2) representa uma
caracteristica fundamental da resposta imune frente a leishmaniose visceral. As respostas
regulatorias sdo essenciais para limitar o dano tecidual provocado pela inflamagdo excessiva.
O problema surge quando esse equilibrio ¢ deslocado em favor dos mecanismos anti-
inflamatorios, favorecendo a sobrevivéncia e a multiplicagdo de L. infantum no interior dos
macrofagos (Almeida et al., 2023; Lodi et al., 2024).

Nesse sentido, os dados do presente estudo sdo compativeis com a hipotese de que
L. infantum seja capaz de explorar e potencializar o0 microambiente imunologico associado ao
perfil M2, amplificando a producdo de IL-10 e IL-4 possivelmente por meio de mecanismos
imunomoduladores, 0 que comprometeria a manutencao da resposta leishmanicida. No entanto,
dado o delineamento in vitro do estudo, ndo ¢ possivel afirmar se L. infantum ¢é capaz de
repolarizar ativamente macréfagos com fendtipo M1 estabelecido em dire¢do ao perfil M2, o

que constitui uma limitag¢do relevante e uma questdo a ser investigada em estudos futuros.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que a polarizagao de macréfagos para
os perfis M1 e M2 in vitro ¢ determinante na resposta imune a infec¢do por Leishmania
infantum. Macrofagos M1 apresentaram maior capacidade leishmanicida, sustentada pela
producdo elevada de oOxido nitrico e TNF-a, enquanto macréfagos M2 mostraram-se
permissivos a infeccdo, com maior carga parasitdria associada ao aumento de IL-10 e IL-4.
Macréfagos MO, por sua vez, exibiram perfil mais préximo ao observado em M2, refor¢ando a
relevancia da ativagdo classica para a conten¢do do parasito. Em conjunto, esses achados
reforcam a centralidade do eixo M1/M2 na imunopatogénese da leishmaniose visceral e
apontam sua modulacdo como via promissora para o desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas.
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