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RESUMO

MOREIRA, Fernanda de Paula Pepino. Caracterizacdo da infeccdo da linhagem de
macrofagos felinos (fcwf-4) por Leishmania amazonensis. 2026. 67p.Dissertacao (Mestrado
no Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Veterinarias) — Universidade Federal Rural do

Rio de Janeiro, Seropédica, 2026.

As leishmanioses sao um grupo de doengas causadas por protozoarios do género Leishmania,
com uma vasta distribuicdo mundial e de alta relevancia em satde publica, ainda assim ¢
negligenciada, acometendo principalmente paises ainda em desenvolvimento. O Brasil
mantém a maior parte dos registros de casos por leishmaniose da América Latina,
apresentando formas tegumentares e viscerais da doenga. Sua transmissao ocorre através de
flebotomineos infectados e possuem multiplos reservatérios, em especial os canideos.
Contudo, a leishmaniose felina (FeL) tem sido cada vez mais descrita na literatura, o que
sugere um potencial papel dos gatos como reservatorios secundarios, principalmente, em
areas endémicas. Desta forma, este trabalho tem o objetivo de estabelecer um modelo de
infeccdo felina in vitro para elucidar os aspectos bioldgicos e imunoldgicos da leishmaniose
felina, buscando caracterizar a linhagem de macrofagos felinos Fewf-4 durante a infecg@o por
Leishmania amazonensis e promover um modelo in vitro para futuros estudos. Foi observado
que essa célula é capaz de promover interacdo com o parasita € que estes permanecem viaveis
por pelo menos 48 horas. A fim de simular uma coinfecc¢ao, foi utilizado o polissacarideo
capsular glucuronoxilomanana (GXM) de Cryptococcus neoformans,que pode imunomodular
negativamente a resposta celular, nossos dados mostraram que na presenga deste, ha alteragdo
na produgdo de 6xido nitrico (NO) e radicais de oxigénio (ROS), e na expressao de citocinas,

o que favorece permanéncia intracelular do parasita.

Palavras-chave: Leishmaniose felina, Fcwf-4, L. amazonensis, Glucuronoxilomanana
(GXM), macrofagos.



ABSTRACT

MOREIRA, Fernanda de Paula Pepino. Characterization of infection of the feline
macrophage cell line (FCWF-4) by Leishmania amazonensis.2026. 67p. Dissertation
(Master’s degree in the Graduate Program in Veterinary Sciences) — Federal Rural University

of Rio de Janeiro, Seropédica, 2026.

Leishmaniases are a group of diseases caused by protozoa of the genus Leishmania, with a
wide worldwide distribution and high relevance to public health; nevertheless, they remain
neglected and mainly affect developing countries. Brazil accounts for most of the reported
cases of leishmaniasis in Latin America, presenting both cutaneous and visceral forms of the
disease. Transmission occurs through infected sandflies and involves multiple reservoirs,
especially canids. However, feline leishmaniasis (FeL) has been increasingly reported in the
literature, suggesting a potential role of cats as secondary reservoirs, particularly in endemic
areas. Therefore, this study aimed to establish an in vitro feline infection model to elucidate
the biological and immunological aspects of feline leishmaniasis, seeking to characterize the
feline macrophage cell line Fcwf-4 during infection with Leishmania amazonensis and to
provide an in vitro model for future studies. It was observed that this cell line is capable of
interacting with the parasite and that the parasites remain viable for at least 48 hours. In order
to simulate a coinfection, the capsular polysaccharide glucuronoxylomannan (GXM) from
Cryptococcus neoformans, which can negatively immunomodulate the cellular response, was
used. Our data showed that in its presence there are changes in nitric oxide (NO) and reactive
oxygen species (ROS) production, as well as in cytokine expression, which favors the

intracellular persistence of the parasite.

Keywords:Feline leishmaniasis, FCWF-4, L. amazonensis, glucuronoxylomannan (GXM),
macrophages.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doengas de grande importancia para saide publica. Causadas por
protozodrios do género Leishmania, a progressao da infeccdo depende da interagdo
célula-hospedeiro, sendo a principal célula infectada os macréfagos. A patogénese da doenca
¢ amplamente investigada em humanos e caes. Em felinos o numero de casos relatados vem
aumentando, principalmente, em regides endémicas. Ainda assim, os conhecimentos sobre a
infeccdo em felinos s@o limitados. Desta forma, entender a biologia dos macrofagos felinos e
suas caracteristicas ¢ fundamental para esclarecer os mecanismos imunolédgicos envolvidos na
resposta ao parasita e os fatores que podem contribuir para a manutengdo da infec¢do nesses
animais.

A falta de pesquisas sobre a interagdo entre Leishmania spp. € macrofagos felinos
possivelmente decorre pela dificuldade na obtengdo de células primarias (mondcitos isolados
do sangue periférico). Desta forma uma alternativa para promover essa interacdo ¢ o uso de
uma linhagem celular que apresente caracteristicas de macrofagos, como a Fcwf-4, sendo
assim uma alternativa relevante e reprodutivel para o estudo da leishmaniose felina in vitro.
Partindo desse ponto, esse modelo experimental possibilita a investigagdo dos eventos iniciais
da infeccdo, a viabilidade celular, a capacidade fagocitica e a produgdo de mediadores
microbicidas, como 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS), que sd@o um dos
principais mecanismos utilizados pelos macrofagos para combater a infec¢ao por Leishmania.
Essas moléculas participam diretamente da atividade microbicida, atuando na eliminag¢do do
parasita apo6s sua internalizacdo. Assim, contribuem para a compreensdo dos mecanismos
celulares envolvidos no controle ou na progressao da infec¢do por Leishmania em felinos.

A proposta central deste estudo ¢ promover a caracterizagao da infec¢do da linhagem de
macrofagos felinos Fewf-4 por Leishmania amazonensis partindo da hipdtese que assim como
outros macrofagos de linhagem (caninos, murinos), os macrofagos felinos também sao
suscetiveis a infeccdo por Leishmania, permitindo a internalizagdo e a sobrevivéncia do
parasita, podendo modular fungdes celulares essenciais, influenciando na resposta a da
infeccao.

A capsula fungica glucuronoxilomanana (GXM) de Cryptococcus neoformans é descrita
por causar efeitos imunomoduladores negativos, contribuindo para inibicdo da resposta

imune. Nao existem relatos da interagdao desta capsula com Fcwf-4, desta forma, utilizamos a



2.

GXM como forma de explorar o efeito junto ao macrofago felino e simular uma coinfec¢ao
junto a L. amazonensis.

O objetivo geral deste trabalho ¢ caracterizar e avaliar os aspectos funcionais da linhagem
de macrofagos felinos Fewf-4 durante a infec¢do por Leishmania, com énfase em L.
amazonensis, bem como estabelecer um modelo experimental in vitro aplicdvel a estudos

futuros.

REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmaniose

As leishmanioses sao um conjunto de doengas causadas por protozoarios do género
Leishmania ¢ da familia Trypanosomatidae (Fiocruz, 2026). Elas representam um desafio,
pois sdo consideradas umas das doencas negligenciadas, sendo um importante problema de
saude publica em 4 regides ecoepidemioldgicas: Américas, Africa Oriental, Norte da Africa e
Oeste e Sudeste Asiatico (OPAS, 2026). Choi et al. (2021), estimam que o nimero de novos
casos da doenga e numero de mortes aproxima-se de 1 milhdo e mais de 20 mil casos por ano,
respectivamente. A endemia das leishmanioses ocorre em mais de 90 paises de diferentes
continentes, como Europa, Asia e Africa (Velho Mundo) e América (Novo Mundo), afetando
principalmente as populacdes de baixa renda (Choi et al., 2021; Sasidharan & Saudagar,
2021). O Brasil ¢ responsavel por mais de 90% dos casos notificados na América Latina
(Teles et al., 2023) e apresentou 56.448 casos no periodo de 2021-2025 de leishmaniose
tegumentar, segundo o Boletim Epidemiologico publicado pelo Ministério da Saude (2025).
Em 2023, o Brasil registrou aproximadamente 13 mil casos de leishmaniose tegumentar,
sendo os estados da Regido Norte, como Pard e Amazonas os mais afetados. A leishmaniose
visceral, apresentou uma média de 2 mil casos, especialmente no Norte e Nordeste (Ministério
da Saude, 2024)

Segundo a WHO, 2023, a leishmaniose ¢ causada por mais de 20 espécies
de Leishmania. Mais de 90 espécies de flebotomineos sdo conhecidas por transmitir o
parasita. Existem trés formas principais da doenga (Figura 1):

o A Leishmaniose Visceral (LV), também conhecida como calazar, possui
evolugdo cronica, com acometimento sistémico e, se nado tratada, segundo os
orgdos de saude pode levar a 6bito em 90% dos casos (WHO, 2023; Ministério

da Saude, 2026). Esta forma da doenca caracteriza-se por crises irregulares de



febre, perda de peso, aumento do baco e do figado e anemia. A maioria dos
casos ocorre no Brasil, na Africa Oriental e na India (WHO, 2023). Nos
ultimos cinco anos foram registrados em média cerca de 1.966 casos de
leishmaniose visceral nas Américas, com letalidade média de 8,5%. A
leishmaniose visceral foi registrada em 13 paises, porém 94% dos casos
ocorrem no Brasil (OPAS, 2026).

A Leishmaniose cutinea (LC) ¢ uma doenga infecciosa, ndo contagiosa. E a
forma mais comum e causa lesdes cutaneas, principalmente tlceras, em partes
expostas do corpo, cerca de 95% dos casos de LC ocorrem nas Américas, na
bacia do Mediterraneo, no Oriente Médio e na Asia Central (WHO, 2023).

A leishmaniose mucocutinea manifesta-se por danos nas mucosas nasal e
oral, como ulceragdao no palato, edema gengival e nas narinas (David & Cratft,
2009; Sasidharan & Saudagar, 2021). Mais de 90% dos casos de leishmaniose
mucocutanea ocorrem na Bolivia (Estado Plurinacional), Brasil, Etiopia e Peru

(WHO, 2023).



Figura 1. Apresentacoes clinicas de leishmaniose em humanos. (A) LV - hepatomegalia e
esplenomegalia em paciente; (B) LV em crianga de 4 anos de idade apresentando distensdo
abdominal decorrente de hepatoesplenomegalia, emagrecimento e palidez cutanea; (C) LC
com ulcera na base do nariz; (D) LC apresentando uma lesdo cldssica da doenca; (E)
Leishmaniose mucocutanea com lesdo ulcerada na face posterior da lingua; (F) Leishmaniose
mucocutdnea com inchago e ulceracdo do ldbio superior e palato duro. (Fonte: Adaptado de
Linse et al., 2022; Sanchez et al., 2021; Silveira et al., 2016; FIOCRUZ, 2026; Djabaté et al.,
2024; Silva et al., 2014).
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2.2 O parasita

As leishmanioses sdo causadas pelo parasita Leishmania spp. (Leishman, 1903) e
transmitidas por um inseto-vetor, denominado flebotomineo, que pertence a ordem Diptera,
Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae (Galati, 2003). Segundo, Kmetiuk et al.,
2022. O género Leishmania provavelmente evoluiu na era Mesozodica antes de dividir o
supercontinente Pangea, j& a origem geografica particular das diferentes espécies
de Leishmania permanece controversa (Steverding, 2017).

O parasito Leishmania spp. possui duas formas evolutivas basicas (promastigota e
amastigota) (Figura 2). No inseto vetor os promastigotas sdo as formas presentes e apresentam
uma morfologia fusiforme que ¢ sustentada por microtubulos subpeliculares interligados, com
excegdo da bolsa flagelar que ¢ a nica regido que nao possui esse suporte € envolve a base do
flagelo. Ao redor da bolsa flagelar concentra-se organelas das vias secretora e endocitica,
sendo considerada o local principal de exocitose e endocitose no parasita (Landfear &
Ignatushchnko, 2001). Nos promastigotas as organelas das vias secretoras sdo bem
desenvolvidas (reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi) e que a via endocitica inclui
trés estruturas principais, sendo elas: Endossomos tubulares que se localizam proximos a
bolsa flagelar, corpos multivesiculares e um tibulo multivesicular (Waller & McConville,
2002). O citoesqueleto flagelar ¢ formado por um axonema microtubular canonico de 9+2
microtubulares que ¢ montado em um corpo basal. Uma estrutura filamentosa chamada haste
paraflagelar estd presente e corre paralela ao axonema, as promastigotas tém cerca de 10-20
um de comprimento e 1,5-3,0 um de largura. (Pereira, 2016). Apos a internalizacdo do
parasita por macrofagos ocorre a diferenciacdo do promastigota para amastigota, uma forma
mais esférica e adaptada ao ambiente intracelular envolvendo principalmente a redugdo e
remodelagdo do flagelo, uma diminuicdo da relagdo superficie/volume, aumentando a
resisténcia ao ambiente do vacuolo parasitoforo. Também ocorrem algumas alteracdes
estruturais importantes como reorganizacao da bolsa flagelar (Sunter & Gull, 2017). Nos
amastigotas, o reticulo endoplasmatico e o complexo de Golgi sdo reduzidos e menos
evidentes ¢ o sistema lisossomico se expande. Na espécie L. mexicana, essa expansao ¢
marcada por vactolos lisossdmicos denominados megassomos que sao associados ao aumento
da expressdo de proteases de cisteina e a presenca de glicoinositolfosfolopideos no seu

interior (Waller & McConville, 2002).



O flagelo dos promastigotas presentes no flebétomo promove a motilidade do parasita
com a fun¢do de escapar da matriz peritréfica e migrar para o intestino anterior, também
propicia a fixacao das microvilosidades do intestino médio e a valvula estomodeal, além de
exercer fungdes sensoriais auxiliando na sua orientagdo dentro do flebotomineo (Sunter &
Gull, 2017). O flagelo dos promastigotas podem chegar a 20 pum, as formas amastigotas
possuem um flagelo curto, que se estende do corpo basal até a abertura da bolsa flagelar,
medindo 2,5-6,8 um de diametro e seu nucleo esta localizado no polo posterior da célula
(Pereira, 2016).

As formas amastigotas ja foram encontradas em diversas espécies de mamiferos
domésticos como: caes, gatos, vacas, cabras, coelhos e equinos e selvagens, como: raposa,
gambads, rato selvagem, lebres, bufalos e cangurus vermelhos, o que demonstra uma grande

diversidade na sua adaptacdo a biologia de varios animais (Mhadhbi & Sassi, 2020).
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Figura 2. Tipos morfologicos principais encontrados no ciclo de vida da Leishmania. (A)
Forma Promastigota e (B) Forma Amastigota.Fonte: Rocha, 2013.

Apesar das questdes supracitadas, de forma geral, uma espécie € aceita como
reservatorio quando combina um xenodiagnostico e a cultura de tecidos positivos mostra um
potencial biodisponibilidade de parasitos ao vetor. Para a leishmaniose, algumas dessas
espécies sdo: do género Didelphis, das ordens Pilosa, Cingulata, Rodentia, Chiroptera e

Primata. Entretanto, até hoje os reservatorios mais significativos sdo os da ordem Carnivora:



os canideos, e mais recentemente, os gatos domésticos (Felis catus) (Roque & Jansen, 2014;

Santos & Oliveira, 2020).

2.3 Ciclo

Leishmania spp. sao conhecidas por sua capacidade de infectar células fagociticas do
sistema imunologico, ou seja, neutrofilos, células dendriticas e macrofagos (Ansari et al,
2025; Silva-Moreira et al.,, 2025). Seu ciclo (Figura 3) inicia-se quando um vetor
pré-infectado (flebotomineos fémeas) regurgita, durante sua refeicdo sanguinea, formas
infecciosas, porém, nao proliferativas (promastigotas metaciclicas) na pele do hospedeiro
mamifero (Assis et al.,2021), infectando neutrofilos que sao atraidos para o local da picada.
Os parasitos se transformam em amastigotas intracelulares antes que os neutrdfilos sofram
morte apoptotica, corpos apoptoticos de neutrdfilos infectados mortos sdo capturados por
macrofagos, que se tornam infectados (Silva-Moreira et al., 2025). Os amastigotas dentro dos
macrofagos evitam as respostas imunes modulando as vias de sinalizacdo do hospedeiro e
inibindo a ativacdo celular. FEles se multiplicam por fissdo bindria dentro
do vacuolo parasitoforo, causando a ruptura da célula hospedeira. Os amastigotas liberados
infectam as cé€lulas vizinhas, facilitando a disseminagdo sist€émica do parasita e contribuindo
para as manifestagdes clinicas da leishmaniose (Ansari et al.,2025). A infec¢ao do hospedeiro
invertebrado se inicia quando a fémea do flebotomineo se infecta apds ingerir células
infectadas contendo amastigotas durante uma refeicdo de sangue em um hospedeiro
vertebrado infectado. No trato digestivo do vetor, os amastigotas sdo liberados e se
transformam em promastigotas flagelados, que se multiplicam por fissdo binaria. Seu ciclo de
vida foi demonstrado que um ¢ um ciclo semelhante ao sexual, com hibridiza¢do de parasitos
de acasalamento fundidos. Também dentro do trato digestivo do flebotomineo os
promastigotas prociclicos ndo infectantes que passam por uma sequéncia de mudancas
bioquimicas e morfologicas até se diferenciarem em promastigotas metaciclicos infecciosos,
os quais sdo inoculados na derme de um hospedeiro mamifero em uma segunda refeicao de

sangue (Silva-Moreira et al., 2025).



Dentro do trato digestivo do flebotomineo, os
promastigotas prociclicos ndo infecciosos passam por
uma sequéncia de mudangas bioguimicas e
morfologicas até que promastigotas metaciclicos
altamente infecciosos sejam gerados, os quais sdo
inoculados na derme de um hospedeiro mamifero
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Figura 3. Ciclo de infecciao de Leishmania spp.
Fonte: Adaptado de Silva-Moreira et al., 2025

2.4 Leishmaniose Felina

Os gatos tém sido uma escolha muito comum para tutores da atualidade, devido a um
conjunto de fatores, entre eles praticidade e necessidade de menos espago disponivel ao
animal, em relacdo aos caes. No passado, os gatos eram considerados como hospedeiros
acidentais resistentes a leishmaniose, contudo, hoje o felino surge como uma pega relevante
dentro do sistema ecologico em que os parasitos Leishmania se mantém indefinidamente
(Pereira & Maia, 2021).

A leishmaniose felina tem emergido mais comumente nos ultimos 20 anos, em geral,
nas regioes endémicas (Mhadhbi & Sassi, 2020). A principal forma de transmissdo atribuida
aos felinos ¢ a picada do flebotomineo infectado. Os dados sobre os gatos domésticos
infectados com Leishmania spp. sdo mais limitados que os de caes, além do fato que em geral
suas infecgdes sdo subclinicas ou raras. No entanto, em regides endémicas, esses individuos

podem atuar como um reservatorio secundario, pois sdo capazes de infectar o flebotomineo



(Mendonga et al., 2020). No Brasil, alguns estudos mostram que a prevaléncia varia de 6 a
30% de infeccao em felinos em regides endémicas, € em algumas regides, como Aragatuba,
em Sao Paulo, chega a 49% (Pennisi & Persichetti, 2018; CRMVSP, 2021).

Ao longo dos tultimos 40 anos, aproximadamente 80 estudos transversais sobre a
prevaléncia da leishmaniose felina (FeL) em todo o mundo mostraram uma soroprevaléncia
média mundial de 12%. Ao mesmo tempo, o nimero de artigos publicados sobre FelL
aumentou em areas endémicas, principalmente na Europa e na América do Sul, notadamente
no Brasil (Nascimento et al, 2022). Gatos infectados por parasitos Leishmania foram
encontrados em todo o mundo e a leishmaniose felina surge como uma doenga emergente,
relatada principalmente em paises banhados pelo Mar Mediterraneo e no Brasil (Pereira et al,
2021). A FeL ¢ causada principalmente por Leishmania infantum e tem sido relatada
globalmente, especialmente em areas endémicas para leishmaniose humana e
canina (Nascimento et al, 2022).

A infeccdo natural de um gato doméstico por Leishmania spp. foi descrita pela
primeira vez na Argélia, em 1912, em um animal de quatro meses de idade, que convivia com
um cdo e uma crianga, portadores de leishmaniose visceral. O achado de formas amastigotas
do parasita na medula 6ssea do animal foi a base para um diagnéstico, sem a identificagdo da
espécie causadora da enfermidade (Oliveira, 2019). No Brasil, um dos primeiros casos de FelL
foi relatado em Belo Horizonte, Minas Gerais, em um gato doméstico, com numerosos
amastigotas observados na coloragdo de Giemsa e posteriormente, por meio de reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) (Soares, 2024). Entretanto, foi somente no ano 2000 que o
primeiro caso de FeL foi relatado no estado de Sao Paulo, no qual L. infantum foi identificada
(Nascimento et al., 2022), contudo outras espécies como L. amazonensis, Leishmania tropica,
Leishmania braziliensis também foram identificadas em gatos infectados (LeishVet., 2024)

Até o momento, seis espécies pertencentes ao subgénero Leishmania e uma ao
subgénero Viannia foram identificadas em gatos domésticos (F. catus) (Figura 4) por meio de
métodos de tipagem baseados em DNA ou isoenzimas (Pereira & Maia., 2021; LeishVet.,
2024).

Recentemente um estudo comparando gatos e cdes de 4area endémica para a
leishmaniose mostrou que a imunopatogénese da infec¢do por L. infantum sdo semelhantes,
embora o nivel de resposta imunitaria especifica do parasita em caes tenha sido geralmente
mais elevado que em gatos (Priolo et al., 2022). A coinfec¢ao com outros microrganismos foi
relatada em estudos epidemioldgicos de gatos com leishmaniose. Gatos de area endémicas

para leishmaniose, coinfectados com L. infantum e outros microrganismos como Toxoplasma



gondii, esporotricose, criptococose, coronavirus felino, e especialmente com virus da
imunodeficiéncia felina (FIV) e virus da leucemia viral felina (FeLV), poderiam explicar em
parte o sucesso da infec¢ao por Leishmania spp. nesses animais (Sobrinho et al., 2012; Spada
et al., 2016; Iatta et al., 2019; Priolo et al., 2022; Sousa et al., 2025). Esses dados sugerem que
as coinfec¢des possam modular o sistema imunoldgico e assim favorecer o desenvolvimento
da infec¢do por Leishmania, uma vez que infeccdes com o FIV e FeLV modulam
negativamente o sistema imunitario.

Estudos sugerem que os gatos sdo hipoteticamente menos suscetiveis ao
desenvolvimento da doenca por L. infantum quando comparados aos caes, apesar de também
apresentarem parasitemia de longa duracdo (Pereira & Maia, 2021). Alguns sintomas sdo
comuns as infecgdes caninas e felinas como linfadenomegalia, perda de peso, anorexia,
letargia, poliuria e polidipsia, estomatite (Pennisi & Persichetti, 2018) e raramente sdo
observados sinais de ictericia, hepatomegalia, esplenomegalia, caquexia, febre, vomito,
diarréia, desidratacdo, corrimento nasal, dispnéia, sibilos, aborto e hipotermia. Além disso,
dificilmente ¢ observado azotemia, hipoalbuminemia, neutrofilia, pancitopenia, proteinuria e
anemia regenerativa (Souza et al., 2020). Contudo, as caracteristicas clinicas dos gatos
domésticos associadas a infec¢do por Leishmania spp. ndo sdo patognomonicas e podem ser
confundidas com muitas outras doengas, o que pode levar a uma subestimagao consideravel
desta enfermidade (Gondim & Lima., 2023).

Acredita-se que gatos sdo subdiagnosticados devido a grande variedade de sinais
clinicos e por serem achados clinicos inespecificos (Figura 5), que podem ser confundidos
com outras doengas, como por exemplo, infecgdes causadas por FeLV, FIV, histoplasmose e
esporotricose (Pennisi, 2015). Dentre os achados clinicos estdo: anorexia, émese,
linfoadenomegalia, dermatites,uveites, alopecia difusa, emaciagdo, hipertermia e atrofia do
musculo temporal (Piraja et al, 2013), perda de peso, desidratacdo, lesdes crostosas nas pontas
das orelhas e/ou areas de alopecia na regido cervical dorsal, espirros, gengivite e tlceras na
cavidade oral, sugerindo complexo gengivite-estomatite (Santos et al., 2021), sinais oculares,
lesdao do canal auditivo, palidez da mucosa oral, lesdo nasal (Nascimento et al., 2024).

A apresentagdo clinica combinada com o contexto epidemioldgico pode levar a
suspeita de leishmaniose felina, mas para um diagndstico definitivo, s3o necessarios testes
laboratoriais  especificos para Leishmania. Estes incluem testes diretos (citologia,
histopatologia, imuno-histoquimica e PCR, que demonstram a presenca do parasita ou de seus
componentes, e testes indiretos (sorologia quantitativa, como IFAT, ELISA ou DAT) que

avaliam a resposta do hospedeiro a infeccdo (Pereira & Maia, 2021; LeishVet, 2024).
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Geralmente, o diagndstico comeca com uma anamnese, observando a area geografica
onde o animal vive o risco de exposicao a flebotomineos e o uso de repelentes, seguindo uma
avaliacdo clinica e bioquimica para investigacdes mais especificas. Os principais métodos
diagnodsticos laboratoriais incluem: a andlise parasitologica, métodos soroldgicos e
moleculares (Soares et al., 2016). Citologia de baco, figado, medula 6ssea e linfonodos
(6rgaos classicamente afetados pelas formas amastigotas), geralmente coradas com Giemsa,
sdo as mais frequentemente utilizadas (Savani et al., 2004; Coelho et al., 2011). Apesar da
possibilidade do uso de vérias técnicas diagnosticas, a PCR aparenta ser o teste com maior
sensibilidade para o diagnostico de animais positivos quando da infec¢do por Leishmania spp.

(Morais, 2014).
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Figura 5. Gatos com Leishmania spp. (A) ulceras (seta i), (B) opacidade da cérnea em
ambos os olhos, (C) descamacao e ulceras na face (seta i), (D) no labio superior (setas 1), (E)
ulceras na cavidade oral, sugerindo complexo gengivite-estomatite (setas 1), (F) edema e
hiperemia bilaterais da conjuntiva. Fonte: Adaptado de Santos et al. (2021) e Nascimento et
al. (2024).

Pouco se sabe sobre o tratamento, mas, a literatura sugere que os mesmos farmacos
utilizados no tratamento canino se mostram eficazes e seguros em gatos (Souza et al., 2020).
O tratamento empirico se baseia no uso de alopurinol (10 mg/kg, a cada 12 h, ou 20 mg/kg,
SID, PO, durante pelo menos 6 meses) e o antimoniato de meglumina (50 mg/kg, SID, SC,
por 30 dias), sendo o alopurinol o mais utilizado, estes dois farmacos também sdo
administraveis em combinacdo (Baneth et al., 2020; LeishVet, 2024). O mecanismo de agdo
do antimoniato de meglumina ocorre por meio da inibi¢do da glicolise e oxidacao de acidos
graxos do parasito, seu uso em longo prazo pode trazer consequéncias, como: pancreatite,

alteracOes cardiacas e renais (Luiz et al., 2022). Em relacdo ao miltefosina, o propilenoglicol
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estd entre os excipientes de sua formulagdo oral licenciada para o tratamento da leishmaniose
canina (CanL) e pode causar a formacdo de corptsculos de Heinz em globulos vermelhos
felinos, o que demonstrou causar a anemia, devido a diminui¢do da vida utildos globulos
vermelhos felinos. Portanto, a miltefosina ndo ¢ recomendada para o tratamento da FeL
(LeishVet, 2024).

A resposta imunologica felina contraa Leishmania ainda ndo estd totalmente
esclarecida e muito do que se sabe deriva de estudos em humanos e caes. O que se sabe € que
em comparacdo com o0s cdes, oS gatos possuem certo grau de resisténcia a Leishmania,
resultando em baixa infecgdo ou desenvolvimento da doenga € menor manifestagao dos sinais
clinicos caracteristicos da leishmaniose nesses animais (Nascimento et al., 2022). O
desequilibrio entre o perfil de células Th2/Thl ¢ o principal fator que leva ao
desenvolvimento dos sinais clinicos (Solano-Gallego et al., 2009; Esch et al., 2013). Alguns
estudos t€m relacionado o agravamento da doenga com o aumento na expressao de anticorpos
anti-Leishmania spp., conforme também observamos nos cdes. Em caes com sinais clinicos
graves e infectados por Leishmania donovani, foi observada baixa producdo de IFN-, e, altos
titulos de anticorpos, esses animais demonstraram alta parasitemia (Solano-Gallego et al.,
2016). Recentemente, pela técnica de PCR, observou-se que a média da carga parasitaria de
Leishmania spp. em gatos, ao contrario dos caes, ¢ significativamente menor nas amostras de
sangue positivas. Isso pode estar associado em parte, com um menor titulo de anticorpos
nesses gatos, possivelmente devido a prevaléncia de uma resposta Thl (Priolo et al., 2019;
Baneth et al., 2020). No trabalho de Silva (2019) houve um aumento significativo de
linfocitos T CD4+ e auséncia de uma expressao ativa de linfocitos T CD8+ em gatos com
leishmaniose felina por L. infantum, quando comparado aos gatos ndo infectados, o que
sugere a participacao dos linfocitos CD4+ na progressao da doenca. No mesmo estudo, o
aumento significativo dos isotipos IgA, IgG e IgM em felinos doentes em relagdo ao grupo
controle indicam a participacao da resposta imune humoral na leishmaniose felina.

O curso da infeccao nos felinos pode estar ligado a resposta imune do hospedeiro e a
persisténcia e a multiplicacdo do parasita. Os componentes da imunidade inata e adaptativa
interagem de forma complexa e diversa. A resposta imune inata tem um papel relevante no
direcionamento da resposta imune adaptativa como demonstrado em animais
experimentalmente infectados que sdo capazes de controlar a infeccdo (Moreno & Alvar,
2002). O principal mecanismo efetor de uma resposta imune protetora ¢ a ativagdo dos
macrofagos por IFN-y e TNF-a, levando a morte das formas amastigotas do parasita através

da producao de oxido nitrico pela via da L-arginina. O segundo maior papel dos macréfagos ¢

13



a apresentacdo de antigeno para os linfécitos T através das moléculas de complexo principal
de histocompatibilidade de classe II (MHC II)(Pinelli et al., 1995; Rodrigues et al., 2007;
Zafra et al., 2008). A auséncia de uma resposta de célula T adequada para o controle do
parasita leva ao aparecimento de sinais clinicos e de altos niveis de anticorpos contra
Leishmania spp. e alta carga parasitaria na pele, medula 6ssea, figado, bago e linfonodos
(Sanchez et al., 2004). Um estudo comparando a ativagdo das vias do sistema complemento
em soro de gatos,caes e humanos frente a L. infantum mostrou que nos gatos a via lectinica ¢
altamente ativada enquanto em caes e humanos foi observado a ativagdo da via alternativa e
classica apos incubagdo com L. infantum (Tirado et al., 2021). Pereira & Maia (2021)
mostraram que gatos naturalmente expostos a infeccdo por L. infantum produzem IFN-y
apo6s estimulacdo sanguinea ex vivo com antigenos do parasita, conforme relatado em caes,
isso destaca que os parasitos Leishmania podem desencadear uma resposta imune celular
protetora em gatos. Trabalhos recentes mostram que células mononucleares primdrias felinas
obtidas de sangue periférico podem ser infectadas in vitro por L. infantum e Leishmania
tarentolae (Mendonza-Roldan et al., 2025) e que gatos naturalmente infectados com L.

infantum tem niveis de IL-12 mais alto no soro do que gatos saudéaveis (Lode et al., 2025).

2.5 Macraéfagos

Ilya Metchnikov descobriu, em 1908, células capazes de realizar fagocitose e as
denominou macrofagos (Peng et al., 2023). Os macrofagos sdo células mieloides que fazem
parte do sistema imune que desempenham um papel essencial na resposta imune inata e
adaptativa (Ngambenjawong et al., 2017). Essas células sao encontradas em todos os tecidos
do corpo humano e exibem diversidade anatdmica e funcional (Boutilier & Elsawa,2021).
Provenientes de precursores monociticos sanguineos, essas células heterogéneas passam por
diferenciagdo nos tecidos que invadem guiadas por citocinas (Fujiwara et al., 2005; Dijkgraaf
et al.,, 2013; Boutilier & Elsawa,2021). Entretanto, alguns estudos tém reformulado
substancialmente a compreensdo sobre a origem dos macrdofagos, ao demonstrar que muitos
macrofagos residentes em tecidos sdo estabelecidos durante o desenvolvimento embrionario e
se mantém na vida adulta independentemente da contribuicdo de monocitos circulantes em
condigdes de homeostase (Epelman et al., 2014). Sua funcdo ndo se limita apenas a
elimina¢do dos patdgenos com fagocitose, degradagdo e sua atividade microbicida, mas os

macrofagos também sdo essenciais no desenvolvimento de tecidos, na manutengdo da
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homeostase do organismo na reparacao de tecidos e sdo capazes de discriminar o proprio do
nao proprio (Peng et al., 2023).

Um dos principais papéis dos macréfagos na resposta imune ¢ a capacidade de
fagocitar, digerir e apresentar antigenos através do MHC 11, que ¢ fundamental para a ativagao
do sistema imune adaptativo (Boutilier & Elsawa,2021). Durante a inflamag¢do, os macrofagos
exercem papel central na imunidade inata e adaptativa, atuando como células apresentadoras
de antigeno (APCs), promovendo a ativagdo de linfocitos T e B e liberando citocinas e
quimiocinas pré-inflamatorias. Esses fagdcitos produzem espécies reativas de oxigénio (ROS)
e intermedidrios reativos do nitrogénio, como o 6xido nitrico (NO). A resposta imune inata ¢
desencadeada pela ativagdo do sistema complemento, pelo reconhecimento de Padroes
Moleculares Associados a Patégenos (PAMPs) por receptores de reconhecimento de padrdes
(RRP), especialmente os receptores semelhantes ao Toll (TLR), culminando em fagocitosee
producdo de mediadores inflamatdrios. O processo fagocitico envolve a internalizagdo do
patégeno e sua destruicdo no fagolisossomo, sendo a geragdo de ROS essencial para a
elimina¢do microbiana (Cruvinel et al., 2010)

Quando estimulados, os macrofagos em repouso (Mo) sdo polarizados e adquirem
varios fendtipos (Li et al., 2023). Quando expostos a lipopolissacarideos (LPS), adquirem o
fenotipo tipo M1, conhecido como macréfagos pro-inflamatdrios. Por outro lado, quando
estimulado por IL-4, adquire o fendtipo tipo M2, conhecido por macrogafos
anti-inflamatodrios (Atri et al., 2018; Orecchioni et al., 2019; Viola et al., 2019; Abe et al.,
2023)

Segundo Luo et al.(2024), os macrofagos M1 e M2 coexistem e mantém um equilibrio
fisiologico in vivo, podendo sofrer mudangas funcionais reversiveis em resposta a alteragdes
no microambiente inflamatério (Yunna et al.,, 2020). Esses fenotipos apresentam
biomarcadores de superficie distintos, sendo CD80, CD86 e TLR-4 caracteristicos de
macrofagos M1, enquanto CD163, CD206 ¢ CD209 sdo associados aos macrofagos M2.
Além disso, os macréfagos M2 podem ser subdivididos em quatro subtipos, os quais, ao
secretarem diferentes citocinas, exercem funcdes especificas em diversos processos
inflamatorios e patologicos (Figura 6) (Orecchioni et al., 2019).

O fendtipo M2a ¢ induzido por IL-4/IL-13(Li et al., 2023; Luo et al., 2024) e os
principais receptores da sua superficie incluem MHCII, MR, Argl, CD206, que podem
secretar 1L-10, TGF-B, IGF-1, fibronectina, CCL22 ¢ CCL17, que podem promover a
cicatrizacdo de feridas e fibrose (Roszer, 2015). O M2b exibe potentes propriedades

anti-inflamatorias e imunomoduladoras e sdo conhecidos como macrofagos reguladores,
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ativados por complexos imunes e ligantes de TLR e envolvidos em reagdes imunes e
inflamatoérias (Li et al., 2023). MHCII, MRe CD86 sdao exemplos de receptores de superficie
de M2b que podem secretar IL-1, IL-6, CCL1, CCL20 e outras substancias (Luo et al., 2024).
Os macrofagos M2c, que sao ativados por glicocorticoides ou IL-10, exercem principalmente
funcdes anti-inflamatérias (Li et al., 2023), secretam TGF-B, IL-10, metaloproteinases
(MMPs), CCL18, por exemplo (Funes et al., 2018; Wang et al., 2019) e ao mesmo tempo,
desempenha um papel na fagocitose, imunossupressdo, angiogénese e desenvolvimento de
fibrose tecidual(Luo et al., 2024). E por fim os macrofagos M2d que, sdo conhecidos como
TAMs, sdo ativados por TLR e agonistas do receptor de adenosina A2, e desempenham papéis

cruciais na regulagdo da progressao tumoral, angiogénese e metastase (Viola et al., 2019).
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Figura 6. Diagrama da polarizacdo de macroéfagos. A polarizagdo dos macrofagos ocorre
predominantemente em dois fenotipos principais, M1 e M2, os quais se diferenciam conforme
os estimulos celulares presentes no microambiente. O fendtipo M2 pode ainda ser
subclassificado em quatro subtipos distintos: M2a, M2b, M2c, M2d. Esses diferentes
fenotipos de macrofagos expressam marcadores especificos em sua superficie, permitindo sua
identificacdo. Além disso, os macrofagos M1 e M2 produzem perfis distintos de citocinas ao
longo do curso das doengas, desencadeando efeitos imunoldgicos opostos.

Fonte: Adaptado Lou, 2024.
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2.6 Fcwf-4

A linhagem Fcwf-4 ¢ um macréfago que possui capacidade fagocitica, receptores Fc e
esterase ndo especifica, ¢ uma linhagem celular felina continua que foi desenvolvida em 1979
por Niels C. Pedersen, derivada de feto de gato. Sdo células aderentes com suscetibilidade ao
virus da peritonite infecciosa felina (ATCC, 2025). Estas células tém sido utilizadas para
pesquisas em modelos de infec¢do (Kida et al., 2000; Balint et al., 2012; Tanaka et al., 2012;
Zabiegala et al., 2026), reposicionamento de drogas (Cerna et al., 2024) tratamento do cancer
(Maekawa et al., 2023) e resposta imunitéria (Robert-Tissot et al., 2012; Jang et al., 2024).

Muitos avangos na elucidagdo de mecanismos patologicos em geral tém sido possiveis
pela disponibilidade de linhagens celulares. As células (Fcwf-4) sdo uma linhagem de células
semelhantes a macrofagos felinos (Jacobse-Geels & Horzinek, 1983). Essas células crescem
em monocamadas em superficies de vidro ou pléastico e tém uma morfologia fusiforme a
estrelada (Figura 7). As células contém um nucleo oval com um ou dois nucléolos. Sua
capacidade de crescimento € boa em passagens baixas (tempo de duplicacdo 24 h), mas
diminui gradualmente apds a passagem numero 25 (tempo de duplicagdao 48 h). A fagocitose
de particulas de carbono foi encontrada em cerca de 60% das células e as particulas de latex
foram absorvidas em mais de 70%. Essas cé€lulas sdo capazes de se ligarem a hemadcias de
carneiro (SRBC) opsonizadas por anticorpo (Jacobse-Geels & Horzinek, 1983).

Na literatura ¢ possivel encontrar uma gama de trabalhos utilizando essa linhagem
celular, sendo a maioria para estudos virais, Alazawy et al. (2011), mostram a presenga de
coronavirus felino (FCoV) em células Fcwf-4 intracelular e extracelular apos 48 horas. Cook
et al. (2022), através de imunofluorescéncia, mostraram a expressao do marcador de
macrofago CDI14. A linhagem de macréfagos Fcwf-4 tratada com 4cido
poliinosinico-policitidilico [poli(I:C)] mostrou aumento na expressdao dos genes IFN-y, IL-1B,
IL-2, IL-4, IL-8, IL-10, IL-12A, IL-12B e TNF-a (Jang et al., 2024) e essa linhagem também
se mostrou promissora na replicacdo de Cytauxzoon felis, sendo esse um novo sistema para

cultivo desse parasita (Weerarathne et al., 2024).
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Figura 7. - Imagem oOptica da linhagem celular Fewf-4.
Fonte: ATCC, 2025.

2.7Cryptococcus neoformans e Glucuronoxilomanana (GXM)

O Cryptococcus neoformans € um fungo patogénico que infecta humanos e animais e
¢ encontrado em todo o mundo associado a excrementos de aves, como os pombos, candrios e
cacatuase no solo (Perfect& Casadevall, 2002). Esse fungo ¢é conhecido por causar
criptococose e foi classificado pela Organizagdo Mundial da Saide como um patéogeno de
grande importancia e representa uma ameaca significativa para individuos
imunocomprometidos, como receptores de transplante de orgdos solidos ou individuos com
AIDS(Crawford et al., 2024). E a doenca flngica sistémica mais comum em gatos (Pennisi et
al., 2013).

A célula fungica do C. neoformans apresenta uma capsula polissacaridica que ¢ uma
caracteristica comum de patdgenos bacterianos, mas em fungos esta presente nas espécies de
Cryptococcus (Rodrigues et al., 2009). As fungdes dessa capsula estdo ligadas a

sobrevivéncia, viruléncia e classificagdio do fungo. Ela ¢ composta pelos acgucares
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glucuronoxilomanana (GXM) e glucuronoxilomanogalactana (GalXM), além de
manoproteinas (MP) (Rodrigues et al., 2011).

A glucuronoxilomanana (GXM) ¢ um polissacarideo de alto peso molecular que
representa cerca de 90% da massa capsular (McFadden et al., 2006) (Figura 8). Nesse modelo,
a capsula ¢ a estrutura mais estudada, visto que ¢ considerada um dos principais fatores de
viruléncia. Na fase saprofitica, a capsula polissacaridica protege o fungo contra diversos tipos
de estresse e desidratacdo (Decote-Ricardo et al., 2019). O GXM, em particular, exerce
diversos efeitos imunomoduladores: sua carga negativa confere uma propriedade
antifagocitica, inibindo a interagdo entre as células efetoras do hospedeiro e o fungo,
contribuindo para a falta de resposta imune e inibicao da infiltragdo de neutréfilos em locais
de inflamacdo (Guimaraes-de-Oliveira, 2025). A sua presenca leva a uma diminui¢do de
citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1B e IFN-y), enquanto aumenta a IL-10, uma citocina
anti-inflamatoria, (Chen et al., 2022). Os estudos também mostram que o GXM ¢ capaz de
induzir a apoptose em macréfagos por meio de um mecanismo associado ao aumento da
expressao de Fas e Fas-Lnas células hospedeiras (Decote-Ricardo et al., 2019). Esse
polissacarideo também ¢ capaz de reduzir a expressao de MHCII, prejudicando a apresentagdo
de antigenos por células dendriticas e a proliferacdo de linfocitos T (Guimardes-de-Oliveira,
2025).

A maioria dos estudos com o polissacarideo utilizou células fagociticas, entretanto o
efeito da producdo de GXM nessas células ainda € pouco explorado (Rodrigues et al., 2009).
No entanto, essa molécula ¢ considerada promissora para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas (Ferreira-dos-Santos, 2025).

Ao considerar que a criptococose ¢ uma infec¢do fungica sist€émica comum em gatos e
os relatos de co-infec¢do Leishmania e outros patogenos, ¢ relevante o estudo desse
polissacarideo em macréfagos felinos Fewf-4, e assim esclarecer mecanismos envolvidos

junto a infec¢do por L. amazonensis.
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Figura 8. Diferentes micrografias e composicdes mostram a capsula polissacaridica de C.
neoformans. (A) Suspensio das células em tinta da India; (B) Microscopia eletrénica de
varredura; (C) Imunofluorescéncia usando mAbs especificos para a capsula (fluorescéncia
verde e vermelha), mostrando também a localizag¢do na parede celular (fluorecéncia azul). (D)
Composi¢do de imagem 3D de uma célula de C. neoformans marcada com dois mAbs
diferentes para a capsula. Em azul, a parede celular.(Adaptado Zaragoza et al., 2009)

MATERIAL E METODOS

3.1 Macréfagos

A linhagem de macréfagos felinos Fcwf-4 foi cultivada em meio DMEM (Sigma)
suplementado com 2mM de L-Glutamina (Gibco), 1mM de Piruvato de Sodio (Gibco),
50mM de B-Mercaptoetanol (Sigma), 10% de SFB (Gibco) e Aminoacidos Nao-Essenciais na
propor¢ao 1:100 (Gibco:11140-050) em estufa a 37°C com 5% de CO,.

3.2 Parasitos

As culturas de L. amazonensis (MHOM/BR/75/Josefa) foram mantidas em meio de
inseto Schneider (Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco) a 27°C. Apds
4 dias de cultivo, os parasitos foram lavados em PBS (tampao fosfato salina) a 2000 xg por 10

min. a 22°C. As células foram ressuspendidas em PBS e contadas na cAmara de Neubauer.
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3.3 Polissacarideo Capsular de Cryptococcus

Os polissacarideos capsulares do C. neoformans foram extraidos do sobrenadante de
cultura das cepas B3501, que foram utilizadas para extracdo da molécula de
Glucuronoxilomanana (GXM) e foi fornecida em uma concentragdo estoque de 1mg/mL,
gentilmente pelo Prof. Célio Freire de Lima do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,

Universidade Federal do Rio de Janeiro.

3.4 Avaliacao da Viabilidade dos Macrofagos Felinos Infectados com Leishmania spp.

Macrofagos felinos foram semeados (2x10°/pogo) em placas de 96 pogos, € as células
ndo aderentes foram lavadas apds 2 horas de incubagdo a 37°C/5% CO,. Apds esse periodo,
as cé¢lulas foram tratadas ou ndo com 100 pg/mL de GXM e incubadas por 24 horas, em
seguida foram infectadas com promastigotas de L. amazonensis na propor¢do 10 parasita: 1
macrofagos e incubadas a 37°C com 5 % de CO,, por 2 horas. Posteriormente foram lavadas e
incubadas por 24 e 48h. Apos os tempos citados, as células foram lavadas com PBS a 37 °C e
incubadas com 50uL de solu¢do de XTT (Sigma-Aldrich), na concentracdo de 0,001g/mL,
contendo 10% de Phenazine Methosulfate (PMS - 500uM) diretamente ao poco e apos 4h de
incubagdo a 37°C, a absorbancia da reagdo foi lida em leitor de microplaca com filtro de
450nM. A porcentagem de células viaveis foi determinada em comparagdo a leitura das

células controles ndo infectadas ou tratadas (100%).

3.5 Cinética de Infeccio dos Macrofagos Felinos e Determinacio do Indice de Infeccao

Macrofagos felinos foram plaqueados (2x10°/pogo) em laminulas de vidro de 13mm
em placas de 24 pogos, as células ndo aderentes foram retiradas por lavagem com PBS/37°C,
apods 2 horas de incubacdo a 37°C/5% CO,. Apos esse periodo, as células foram tratadas com
GXM e incubadas por 24 horas. A apo6s 24 horas de tratamento, as células foram infectadas
com promastigotas de L. amazonensis na propor¢ao de 10 parasitos: 1 macréfago, incubadas a
37°C com 5 % de CO,, por 2 horas, posteriormente foram lavadas e incubadas com meio por
2, 24 e 48 horas de infec¢do. A coloracdo das laminulas foi feita pelo método de coloragdo por

Giemsa. A determinacdo do indice de infeccdo (% de macrdéfagos infectados x numero de
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parasitos/macrofago) € feito apds contagem de no minimo 200 células em microscdpio Optico

(aumento de 1000x).

3.6 Carga Parasitaria/Killing

Macréfagos felinos foram plaqueados (2x10°/pogo) em placas de 24 pogos, as células
ndo aderentes foram retiradas por lavagem com PBS/37°C, apds 2 horas de incubacdo a
37°C/5% CO,. Apo6s esse periodo, as células foram tratadas com GXM em concentragdo 100
ng/mL e incubadas por 24h. Apds esse tempo, as células foram infectadas com promastigotas
de L. amazonensis na propor¢do de 10 parasitos: 1 macréfago, incubadas a 37°C com 5 % de
CO,, por 2 horas. Posteriormente os macrdéfagos felinos foram lavados com PBS a 37°C e
incubados com meio DMEM por 24 horas a 37°C/5% CO,. Apos esse periodo, as células
foram lavadas com PBS/37°C e adicionado meio de inseto Schneider aos macrofagos felinos
que foram incubados em estufa BOD a 27 °C. A contagem dos parasitos liberados foi

realizada em camara de Neubauer nos dias 3, 5 ¢ 7 de incubacao.

3.7 Detecciio de Oxido Nitrico (NO)

Macrofagos (2x10°/pogo) foram semeados em placas de 96 pogos, tratados ou ndo
com GXM em concentragdo 100 pg/mL e incubadas a 37°C com 5 % de CO, por 24 horas.
Apds esse periodo os macrofagos felinos foram infectados ou ndo com L. amazonensis na
propor¢ao 10 parasitos: 1 macrofago e/ou. Apds 2 horas, as culturas foram lavadas para a
remogao dos parasitos livres e foi acrescido meio novo adicionado ou ndao de LPS em
concentragdo 400ng/mL aos pogos por 24 horas, a 37°C /5% CO2. Ao término da incubagao,
os sobrenadantes foram retirados e centrifugados. Em uma nova placa as amostras do
sobrenadante foram recolocados e em paralelo foi feita uma curva de nitrito de sédio. O
volume de 50 pL das solucdes de Griess (solugdo A: sulfanilamida 1% e 4cido ortofosforico
5%; solucdo B: N-(1-naphthyl)-ethylendiamin 0,1% - Sigma) na propor¢ao 1:1 foi adicionado
as amostras e a curva de nitrito de sodio. Ap6s 15 min foi feita a leitura por absorbancia

(Varioskan LUX), em um comprimento de onda de 540 nM.

3.8 Deteccao de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

Macrofagos (2x10°/pogo) foram semeados em placas de 96 pogos, tratados ou nio

com GXM em concentragao 100 pg/mL e incubadas a 37°C com 5 % de CO, por 24 horas.
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Ap6s esse periodo as células foram infectadas ou ndo com L. amazonensis na propor¢ao de 10
parasitos: 1 macrofago. Apos 2 horas, as culturas foram lavadas para a remog¢ao dos parasitos
livres e foi acrescido meio novo adicionado ou nao de LPS em concentragao 400ng/mL por
24 horas 37°C /5% CO2. Ao término da incubagao, as células foram lavadas e incubadas com
a sonda CM-H2DCFDA[10uM] por 60 minutos, no escuro, a 37°C. Apods esse periodo, a
intensidade média de fluorescéncia foi avaliada por Fluorescéncia (Varioskan LUX), com

excitacao 493 nM e emissao em 522 nM.

3.9 Reacdo em Cadeia de Polimerase em Tempo Real (Real Time PCR)

Macréfagos felinos Fewf-4 foram semeados (3x10%/pogo) em placas de 24 pogos, as
células nao aderentes foram retiradas por lavagem com PBS/37°C, apos 2 horas de incubagao
a 37°C/5% CO,. Apos esse periodo, amostras foram tratadas ou nao com GXM e incubadas e
apos 24 horas as células foram infectadas ou ndo com promastigotas de L. amazonensis (10p:
1 mo), incubadas a 37°C/5 % CO,, por 2 horas. Posteriormente os macrofagos felinos foram
lavados e foi acrescido meio novo adicionado ou nao de LPS [400ng/mL] e incubados por 24
horas a 37°C/5% CO,. Em seguida, as células foram lavadas com PBS/37°C e adicionado
500uL do reagente TRIzol (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA) e o lisado foi submetido
a extragdo de RNA utilizando o kit PureLink RNA Mini (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific), seguindo as instrugdes do fabricante. A pureza e a concentracdo do RNA foram
medidas utilizando um espectrofotometro NanoDrop™ 2000 (Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific, Inc.). O RNA total (500ng) foi submetido a transcrigao reversa utilizando o
kit High-Capacity RNA-to-cDNA (ThermoFisher Scientific, EUA), seguindo as instru¢des do
fabricante. A mistura de reacdo continha 1 plL de Mistura Enzimatica 20x (incluindo
transcriptase reversa MuLV e inibidor de RNase), 4 uLL de Mistura Tampao RT 2x (incluindo
dNTPs, octameros aleatorios e oligo dT-16) e 1 pg de RNA total (4 uL de amostra de RNA),
em um volume final de 20 pL. As reacdes foram conduzidas em um termociclador Veriti®
(Thermo Fisher Scientific, EUA) sob as seguintes condi¢des: 37°C por 60 min, seguido de
95°C por 5 min. As reacdes de qPCR foram realizadas em um sistema StepOnePlus
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) em volume final de 12
pL, contendo 1x FastStart SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems), 400nM de primers
e 150ng/uL da amostra (3uL). As condi¢des de ciclagem térmica foram 95°C por 3 segundos
e 60°C por 30 segundos, com andlise de curva de dissociagcdo (melting curve). A linha limiar
(threshold) foi padronizada para o mesmo valor de baseline em todas as placas de qPCR. Os

conjuntos de primers utilizados estdo listados a seguir (Tabela 1):
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Tabela 1: Quadro de primers utilizados para analise de expressiio génica através de
qPCR.

Linhagem Felina FCWF-4

Foward Reverse
IL-10 5'-TCAAACCAAGGACGAGCTGC-3' 5'-TGTTTGATGTCTGGGTCCTCG-3'
TNF-0 | 5-CCCACATGGCCTGCAACTAA-3' 5'-GCTACTGGCTTGTCACTCGG-3'
GAPD
H 5'-AGTATGATTCCACCCACGGCA-3' 5'-GATCTCGCTCCTGGAAGATGGT-3'
IFEN-y 5'-ATGTAGCAGATGGTGGGTCG-3' 5'-TCCTTTGAATGCGCTGGTCA-3'
TGF-f |5-CCCTGGACACCAACTATTGC-3' 5'-TCCAGGCTCCAAATGTAGGG-3'
TLR-4 |5-TGCTTCAGGGTTTCATCCA-3' 5'- GACACTCGCTCAGCTTCTTG-3'

3.10 Analise Estatistica

Todos os dados foram analisados utilizando o GraphPad Prism 9.5 software. A
normalidade dos dados foi analisada através do teste estatistico Dagostino-pearson omnibus
normality test. Para analise das diferengas entre: uma variavel com duas categorias foi
utilizada o Students t-test; uma varidvel com trés ou mais categorias sera usado o teste
one-way ANOVA e para diferengas entre duas varidveis o teste two-way ANOVA. Foi

considerado como diferenca estatistica significante p<0.05.
4. RESULTADOS
4.1 Cinética e Determinacao do Indice de Infeccao

Para que fosse possivel dar inicio aos estudos, foi necessario avaliar a capacidade de
interacdo entre promastigotas de L. amazonensis e as células Fcwt-4. Os parasitos foram
incubados com os macréfagos de linhagem felina Fcwt-4, tratados ou ndo com polissacarideo
fungico GXM por 2, 24 ou 48 horas e o indice de infeccdo foi avaliado, considerando o
percentual de macrofagos infectados € o numero de parasitos por macrofagos (Figura 9 a-d).

Os resultados demonstraram que os macrofagos felinos da linhagem Fcwf-4 sao
capazes de interagir, reconhecer e se ligar a L. amazonensis, estabelecendo um contato

funcional em todos os tempos de infeccdo analisados. Em relagdo ao numero de parasitos por
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macrofagos, em 2 horas de interagdo ndo foi observado diferenca entre macrdéfagos felinos
infectados e tratados ou nao com GXM. No tempo de 24 horas ¢ observado um aumento do
numero de parasitos por macrofagos em células tratadas com GXM, onde se observou uma
média de 1,9 parasitos por macrofagos em relagdo as células ndo tratadas no mesmo tempo,
que apresentou uma média de 1,3 parasitos por célula. J& em 48 horas ndo observamos
diferenca estatistica no numero de parasitos por macrofagos (Figura 10a).

Em relagdo a porcentagem de macrofagos infectados, no tempo de 2 horas foi
observado um percentual de 62% em macrofagos infectados ndo tratados com GXM enquanto
o percentual de macrofagos infectados na presenca de GXM foi de 49%. Em 24 horas ndo foi
observado uma diferenga estatistica, embora tenha uma tendéncia de aumento do percentual
de macréfagos infectados na presenca de GXM. Entretanto, em 48 horas, foi observada uma
maior porcentagem de macréfagos infectados em células tratadas com o polissacarideo (24%)
em comparagao as células nao tratadas (10%) (Figura 10b).

O indice de infeccdo mostrou que na infeccdo de macrofagos felinos Fewf-4 por L.
amazonensis na presenga do polissacarideo GXM ¢ 2,9 e 3,04 vezes maior no periodo de 24 e

48 horas, respectivamente, do que na auséncia desse polissacarideo (Figura 10c).

Figura 9. Microscopia Optica de Macréfagos Felinos Fcewf-4 Infectados por L.
amazonensis: A, B e C= Macrofagos felinos infectados por L. amazonensis em 2, 24 e 48
horas, respectivamente; D, E e F = Macrofagos felinos tratados com GXM e infectados por L.
amazonensis em 2, 24 e 48 horas, respectivamente. As setas indicam os parasitos. Coloragdo
das células foi feita pelo método Giemsa, visualizagdo em microscopio optico 1000x.
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Figura 10. Infeccio de Macrofagos Felinos Fewf-4 com L. amazonensis. Macrofagos
felinos Fcwf-4 foram tratados ou ndo com o polissacarideo GXM [100 pg/ml] e incubados por
24 horas. Apdés o tratamento, as células foram infectadas com promastigotas de L.
amazonensis na propor¢do de 10p:lmo a 37°C/5% CO, por 2 horas. Posteriormente, as
culturas foram lavadas e mantidas por diferentes tempos (2, 24 e 48 horas). Ao final de cada
periodo, as laminulas foram coradas por Giemsa, e o indice de infec¢ao foi determinado por
contagem de, no minimo, 200 macréfagos por laminula. (A) Numero de parasitos por célula
infectada; (B) Porcentagem de células infectadas; e (C) o indice de infec¢do. Dados = Média
+ SEM de trés experimentos independentes em triplicata. *p < 0,05.

4.2 Viabilidade/Citotoxicidade Celular

Em seguida foi analisada a viabilidade dos macrofagos felinos na presenca de L.
amazonensis ¢ GXM. Os resultados mostraram que em 24 horas as células permanecem
viaveis, onde se observa 100% de viabilidade em macréfagos felinos infectados com L.
amazonensis, 98,7% em células tratadas com GXM e 98,8% de viabilidade em células
infectadas com L. amazonensis e tratadas com GXM. Em 48 horas, em todas as situagdes, foi

observada viabilidade acima de 98% (Figura 11).
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Figura 11. Viabilidade dos Macréfagos Felinos Fewf-4. Macréfagos felinos foram tratados
ou ndo com GXM [100 pg/mL] e incubadas por 24 horas. Posteriormente, as células foram
infectadas com promastigotas de L. amazonensis (10p:1mo) por 2 horas a 37 °C/ 5% de CO.,.
Apos esse periodo, as culturas foram lavadas e incubadas por (A) 24 e (B) 48 h a 37 °C/ 5%
de CO,. Ao final dos tempos experimentais, a porcentagem de viabilidade celular foi
determinada por comparacdo com as células controle ndo tratadas e/ou infectadas CT =
Controle, L = L. amazonensis, GXM = glucuronoxilomanano Dados = Média+SEM de trés
experimentos em triplicata.

4.3 Analise de Carga Parasitaria/Killing:

A fim de confirmar que os parasitos sobrevivem apos fagocitose e se sdo capazes de
proliferar e se manter vidveis no interior dos macréfagos felinos, foi realizado o experimento
onde foi possivel avaliar a carga parasitaria a partir dos parasitos que sao liberados dos
macrofagos infectados. Os dados mostram a presenga de L. amazonensis em todos os tempos
analisados apos incubagdo. Foi observado em 3 dias, 30,9 x 10°/mL parasitos em células ndo
tratadas e 24 x 10°/mL em células tratadas com GXM. Com 5 dias os dados mostram 57,7 x
10°/mLe 69 x 10°/mL parasitos vivos em macrofagos felinos tratados ou ndo com GXM,
respectivamente. Por fim, com 7 dias o nimero de parasitos viaveis em células nao tratadas
estimulados foi de 108 x 10°/mL e nas células tratadas 81,7 x 10°/mL. Nao houve diferenga
estatistica no numero de parasitos recuperados dos macrofagos felinos tratados ou ndo com

GXM (Figura 12).
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Figura 12. Analise da Carga Parasitaria em Macréfagos Felinos Fewf-4. Macrofagos
felinos Fewf-4 foram tratados ou nao com GXM [100 pg/mL] por 24 horas a 37°C/ 5% de
CO:. Apos esse periodo, as culturas foram infectadas com promastigotas de L. amazonensis
(10 p:1 mo) e incubadas por 2 horas a 37°C/ 5% CO,. Posteriormente, as células foram
lavadas com PBS e mantidas nas mesmas condi¢des acima. Em seguida, o meio foi
substituido por meio Schneider, e os macrofagos felinos incubados em estufa BOD a 27°C. A
quantificagdo dos parasitos liberados foi realizada em camara de Neubauer nos dias 3, 5 ¢ 7 de
incubagdo. L = L. amazonensis, GXM = glucuronoxilomanano. Grafico representativo de um
experimento em triplicata.

4.4 Producio de Oxido Nitrico (NO)

Com o intuito de avaliar a produgdo de 6xido nitrico, um importante mecanismo
microbicida presente nos macrofagos, foi determinada a produgdo indireta de NO através da
dosagem de nitrito no sobrenadante dos macrofagos felinos tratados ou ndo com GXM
infectados ou ndo com L. amazonensis e /ou estimulados ou ndo com LPS.

Nossos resultados preliminares mostram que as células Fcwf-4 sdo capazes de
produzir NO quando estimuladas com LPS [400ng/mL], onde foi observado uma diferenca
significativa na produgdo de nitrito em rela¢do ao controle (MO), sendo 1,19 vezes maior. No
entanto, na presenca de GXM foi observada uma reducao de 0,91 vezes na produgdo de NO
nos macroéfagos felinos estimulados com LPS.

Os dados mostram também que macrofagos felinos Fcwf-4 infectados com L.

amazonensis nao mostraram diferenca estatistica na producdo de NO em relagdo aos
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macrofagos controles ndo infectados. Entretanto, em macrofagos felinos estimulados com
LPS e infectados com L. amazonensis houve uma diminui¢do de 0,9 vezes na produgdo de
NO em relagao a células estimuladas com LPS. O mesmo foi observado em macrofagos

tratados com GMX infectados com L. amazonensis e estimulados com LPS (Figura 13).
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Figura 13. Producio de Oxido Nitrico por Macréfagos Felinos Fewf-4. Macrofagos
felinos Fcwf-4 foram tratados ou ndo com GXM [100 pg/ml], infectados ou ndo com
L.amazonensis (10p:1mo), estimulados ou ndo com LPS [400 ng/mL], por 24h. A
concentragdo de nitrito foi determinada utilizando o sobrenadante por rea¢do colorimétrica
com reagente de Griess. Grafico representativo de um experimento em triplicata. p** < 0,01;
p*** <0,001; p **** <0,0001.

4.5 Producao de Radicais de Oxigénio (ROS)

Outro ponto avaliado foi a produgao de ROS, outro mecanismo microbicida, onde os
resultados mostram que em relagdo aos macrofagos felinos houve uma diminuigdo de 0,73x
na producdo de ROS basal nas células tratadas com GXM. Na presenca de LPS houve um

aumento de 1,24x na produc¢do de ROS em relacdo aos macrdéfagos felinos controles. Nos
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macrofagos infectados com L. amazonensis ndo foi observado diferenca significativa em
relagdo aos macrofagos felinos controles.

Em comparagao as células estimuladas com LPS, a presenga de GXM, ou do parasita
L. amazonensis ou ainda de GXM e L. amazonensis levou ha uma reducdo na producao de

ROS pelos macrofagos felinos Fewt-4 de 0,66x; 0,75x; e 0,61x, respectivamente (Figura 14).
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Figura 14. Producio de Espécies Reativas de Oxigénio por Macréfagos Felinos Fewf-4.
Macroéfagos felinos foram tratados ou ndo com GXM [100 pg/mL] por 24 horas a 37°C/5%
CO:. Em seguida, as células foram infectadas ou ndo com L. amazonensis (10 p:1 Mo). Apds
2 horas de infecgdo, foi adicionado ou ndo LPS [400ng/mL]. As culturas foram mantidas por
mais 24 horas a 37°C/5% de CO,. Ao final da incubagdo, as células foram incubadas com a
sonda fluorescente por 60 minutos no escuro a 37°C. Posteriormente, a intensidade média de
fluorescéncia foi determinada em fluorimetro, utilizando excita¢do a 493 nm e emissdo a 522
nm. Dados = Media + SEM de trés experimentos em triplicata. p*** < 0,001; p **** <
0,0001.

4.6 Expressao Génica

A ativacao dos macrofagos confere a essas células propriedades que podem influenciar
a modulacdo da resposta imunoldgica. Dessa forma, avaliou-se a resposta de macrdofagos
felinos Fcwf-4 infectados por L. amazonensis e submetidos ao tratamento com GXM através
da expressdo de citocinas inflamatorias (IFN-y e TNF-o) e anti-inflamatorias (IL-10 e

TGF-B), que sdo importantes mediadores da resposta imune inata e de receptor semelhante ao

30


https://docs.google.com/document/d/1MAETL3QtNdFRM6u3H1IOAw3pqWyuLK9R/edit?pli=1#heading=h.qoaket5kf59g

Toll (TLR-4), utilizando PCR em tempo real (Figura 15).

Os dados preliminares da analise da expressdo de TGF-B mostram que embora haja
uma tendéncia de aumento da expressdo em macrofagos felinos estimulados com LPS e
GXM, ndo houve diferenca significativa entre macrofagos felinos Fcwf-4 controle,
estimulados com LPS, tratados com GXM ou infectados com L. amazonensis. Quando
comparamos a expressdo de TGF- em macrofagos felinos tratados com GXM e macréfagos
tratados com GXM e infectados com L. amazonensis, hA um aumento de 2,8 vezes da
expressdo de TGF-f em macrofagos felinos tratados com GXM e infectados com L.
amazonensis.

A andlise dos dados de expressdo de IL-10 mostra um aumento de 2,9x na expressao
de IL-10 em macréfagos felinos Fcwf-4 estimulados com LPS em relagdo as células controle.
Os macrofagos felinos infectados com L. amazonensis tém uma tendéncia de reducdo da
expressao de IL-10 em relag@o a célula controle. Ao compararmos a expressao de IL-10 entre
macrofagos felinos tratados com GXM e tratados com GXM e infectados com L. amazonensis
ha uma redugdo significativa na expressao de IL-10.

Ja em relacdo a expressao de citocinas inflamatorias, observamos uma tendéncia de
reducdo da expressdo de IFN-y em macréfagos felinos estimulados com LPS, tratados com
GXM e/ou infectados com L. amazonensis comparado aos macréfagos felinos controle.

Em relagdao a expressio de TNF-a, outra citocina inflamatoria, observamos uma
reducdo significativa da expressdo de TNF-a ao compararmos macrofagos felinos controle e
macrofagos estimulados com LPS ou tratados com GXM ou infectados com L. amazonensis
quando comparadas aos macrofagos felinos controle de 3,2; 97,9; 448,3 vezes
respectivamente. Observamos também uma redugdo significativa ao comparamos a expressao
entre macrofagos felinos tratados com GXM e tratados com GXM e infectados com L.
amazonensis de 4,5 vezes.

Por fim, avaliamos a expressdao do receptor TLR-4, onde curiosamente observamos
uma diminui¢cdo da expressdao de TLR-4 em macréfagos felinos estimulados com LPS e um
aumento na expressdo em cé¢lulas tratadas com GXM em relagdo aos macrofagos felinos
controle de 1,8x; 5,9x, respectivamente. Ao compararmos macréfagos felinos tratados com
GXM e tratados com GXM e infectados com L. amazonensis observamos uma redugao

significativa de 6x da expressao de TLR-4.
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Figura 15. Perfil de Citocinas dos Macréfagos Felinos Fewf-4. Macrofagos felinos foram
tratados ou ndo com GXM, infectados ou ndo com L. amazonensis ou estimuladas com LPS
[400ng/mL]. Apds 24 horas, as células foram lisadas e submetidas a extragdo de RNA, sintese
de cDNA e quantificagdo por PCR em tempo real da expressdo de citocinas e receptores de
reconhecimento padrdo. Dados = um experimento em sextuplicata **** p < 0,0001; *** p <
0,001; ** p<0,01; * p <0,05.

5. DISCUSSAO

Os estudos sobre a resposta imune de felinos frente a infec¢do por Leishmania ainda
sdo escassos, € essa lacuna de conhecimento limita a compreensdo dos mecanismos

imunoldgicos envolvidos, bem como o desenvolvimento de estratégias eficazes de prevengao,
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diagnostico e tratamento.A padronizagdo de um modelo experimental baseado na linhagem
Fcwf-4 nos permite estudar de forma controlada aspectos iniciais relevantes dessa interagao,
mimetizando condi¢des naturais de infeccdo e torna possivel a avaliagdo de processos de
imunomodulagao.

O uso de modelos celulares em infec¢des in vitro é uma ferramenta importante para
explorar os aspectos da biologia da Leishmania. Estudos mostram que linhagem de
macrofagos de diferentes espécies sao permissivas a infecgdo por esse parasita, entdo, dentro
deste cendrio utilizamos a linhagem Fcwf-4 que possui caracteristicas semelhantes as dos
macrofagos felinos, permitindo dessa forma a investigacdo dos aspectos relacionados a
infeccdo pela espécie L. amazonensis. Nossos resultados mostram que as células Fewf-4
foram capazes de interagir com L. amazonensis em todos os tempos de infec¢ao (2, 24 ¢ 48
horas), também ¢ observado uma tendéncia a diminui¢do da porcentagem de macréfagos
infectados nos tempos de 24 e 48 horas quando comparados ao tempo de 2 horas, sugerindo
que apesar de ndo eliminar o parasita, existe um possivel controle da infec¢do. Assim como a
Fcwt-4 ¢ capaz de interagir, outros estudos também mostram essa interacdo, como
macrofagos derivados de monocitos humanos (Silva et al., 2015), macréfagos peritoneais de
camundongos (Teles et al., 2015) e macrofagos de linhagem canina DH82 e murina
RAW264.7 (Nades et al., 2020). Trabalhos recentes mostram que macrofagos felinos
derivados de monocitos de sangue tem a capacidade de permanecerem infectados por L.
infantum, espécie majoritariamente encontrada nesses animais e L. farentolae, espécie
encontrada em répteis (Mendonza-Roldan et al., 2025). Na presenca de GXM observamos um
indice de infeccdo maior comparado a células infectadas sem a presenga de GXM. Segundo
Ferreira-dos-Santos et al. (2025) ha aumento significativo em macréfagos murinos infectados
por L. major tratados com GXM em relagcdo aos nao tratados, esse resultado corrobora com o
indice de infec¢do no periodo de 24 e 48 horas encontrado neste estudo, demonstrando que o
GXM pode influenciar no aumento da infec¢do por L. amazonensis em macrofagos felinos.
Segundo Decote-Ricardo et al. (2019), um dos mecanismos observados no polissacarideo ¢
sua capacidade de contribuir para uma supressao imunologica, reduzindo a resposta imune do
hospedeiro através da secrecdo de IL-10 que ¢ um potente supressor de citocinas
pro-inflamatoérias, interferindo na imunidade inata da célula.

Foi observada alta viabilidade celular em todas as condi¢des [infectadas por L.
amazonensis (L), tratadas com o polissacarideo (GXM) e células infectadas com L.
amazonesis ¢ tratadas (GXM+L)] nos tempos de 24 e 48 horas. Esse resultado indica que o

tratamento com o polissacarideo e a infec¢do pelo parasita ndo sdo citotoxicos para 0s
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macrofagos Fewf-4, pois uma reducdo no niimero de células vidveis estaria relacionada a
morte celular induzida pelo tratamento com GXM ou pela infecgdo com L. amazonensis. Esse
resultado se mostra altamente relevante, uma vez que, alteragdes na viabilidade poderiam
influenciar diretamente a interpretacdo dos resultados das outras analises realizadas durante
este estudo. Em um estudo realizado por Ferreira-dos-Santos et al. (2025) os autores
demonstraram que o GXM nao € toéxico para macrdéfagos peritoneais murinos quando tratados
com dosagens <300 ug/mL no tempo de 24 horas. Apesar de ndo apresentar dados especificos
de viabilidade em macrofagos de linhagem infectados por Leishmania spp., € possivel
encontrar na literatura varios trabalhos usando modelos in vitro de macrofagos de linhagem
para estudos com esse hospedeiro, como macrofagos murinos RAW 264.7 (Kolodziej &
Kiderlen., 2005; Maity et al., 2023; Banerjee et al., 2022) e macrofagos caninos DH82 (Mas
et al., 2022; Buffi et al., 2022).

Os parasitos internalizados conseguem ou ndo se manter no ambiente intracelular
dependendo dos mecanismos efetores exercidos pelos macrofagos, podendo contribuir para o
controle da infec¢dao. Desta forma, ¢ importante avaliar a carga parasitaria para observar se ha
uma eliminagdo efetiva do parasita ou se estes permanecem viaveis e sdo capazes de
proliferar. Em relacdo ao nimero de parasitos vidveis recuperados dos macrofagos felinos
tratados ou ndo com GXM, em todos os tempos (3, 5 e 7 dias), ndo foi observada diferenca
significativa, porém, os resultados indicam uma tendéncia ao aumento do niimero de parasitos
ao longo dos dias, indicando viabilidade e capacidade expansao destes parasitos. A carga
parasitaria de L. amazonensis em macrofagos murinos RAW 264.7 foi relatada 4,3x menor
em comparagao a infec¢cdo em macrdofagos caninos DH82 no periodo de 48 horas, evidenciado
uma diferenca espécie especifica da atividade dos macréfagos. Ja resultados com GXM,
Ferreira-dos-Santos et al. (2025) demonstram uma maior carga parasitaria de L.major em
macrofagos peritoneais murinos com 12 dias na presenga de GXM, sugerindo
comprometimento na eliminacdo do parasita causada por este polissacarideo

Os macrofagos produzem ROS e NO como resposta a ativagdo por estimulos
inflamatoérios, eles atuam principalmente como mecanismos microbicidas no controle dos
patdégenos intracelulares, dentro deste contexto, ROS e NO representam um dos principais
mecanismos de eliminacdo da Leishmania spp., sendo frequentemente utilizado o LPS em
experimentos para induzir essa resposta pro-inflamatoria e estimular a produgdo dessas
moléculas (Yunna et al., 2020). Segundo Ponti et al. (2001) linfécitos felinos ativados podem
expressar L-arginina CAT-2, que ¢é responsavel pelo transporte de L-arginina (o precursor

biossintético de NO) para o interior das células. Os resultados preliminares indicaram um
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aumento da produgdo de nitrito em células estimuladas com LPS em comparagdo com as
células controle e uma redugdo em comparagao as células estimuladas com LPS e infectadas
por L. amazonensis (LPS+L), tratadas com GXM (GXM+LPS) e infectadas e tratadas
(GXM+LPS+L), o que sugere que durante a infec¢do por L.amazonensis e o tratamento com o
polissacarideo existe uma interferéncia na ativagdo induzida por LPS nos macréfagos, onde
ocorre uma redugdo da capacidade microbicida da célula e favorece mecanismos de evasao do
parasita, resultando em um ambiente intracelular mais permissivo para a sua sobrevivéncia.
Assim como apresentado por Balestieri et al. (2002), onde células de linhagem murina
J774-G8 estimuladas por LPS tiveram um aumento da producgdo de nitrito, j& as células
estimuladas por LPS e infectadas por L.amazonensis apresentaram uma redu¢do acentuada.
Macrofagos peritoneais murinos infectados por L.major e tratados com GXM nao
apresentaram aumento significativo da produ¢do de NO (Ferreira-dos-Santos et al., 2025).

Na avaliacio de ROS foram observados um aumento na producdo em células
estimuladas com LPS e uma redugdo em células tratadas com GXM, em relacdo as células
controle. Células de linhagem canina DHS82 estimuladas com LPS e IFN-y apresentaram
aumento da producao de ROS, enquanto células nas mesmas condigdes, porém tratadas GXM,
foram capazes de induzir uma diminuigdo significativa da producdo de ROS
(LaRocque-de-Freitas et al., 2024), o que sugere que o polissacarideo promove uma
imunomodulacdo negativa nas células. Além disso, a producdo de ROS foi reduzida em
células estimuladas com LPS e infectadas por L.amazonensis (LPS+L), tratadas com GXM
(GXM+LPS) e infectadas e tratadas (GXM+LPS+L), em comparagdo com as células
estimuladas com LPS. Nao houve diferenca significativa das células infectadas por
L.amazonensis em comparagao ao controle, dados esses diferentes aos achados por Nadaes et
al. (2020), em células murinas RAW264.7, onde as células apresentaram um aumento de 5
vezes na producdo de ROS em células infectadas por L.amazonensis em relagdo ao controle.
Desta forma, os dados encontrados neste estudo sugerem que o LPS estimula a producgdo de
ROS como parte da resposta imune inata, porém, a presenca da L. amazonensis ¢ do
polissacarideo GXM podem reduzir essa resposta, supostamente por meio de mecanismos de
imunomodulacdo limitando a ativa¢do microbicida dos macrofagos.

A Leishmania dispde de estratégias para inverter os mecanismos microbicidas
ativados pelas células, onde sdo capazes de promover a inducdo de citocinas
imunossupressoras, como TGF-f e IL-10 citocinas relacionadas a desativagao das fungdes dos
macrofagos (Costa-da-Silva et al., 2022). Observou-se uma diferenga significativa em células

tratadas com GXM que mostrou uma reducdo na expressdo de TGF-f em comparacdo a
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células tratadas e infectadas por L. amazonensis (GXM+L). Resultados obtidos na expressao
TGF-B em macrofagos murinos RAW264.7 aumentaram 2 vezes a expressao em comparacao
com células controle ndo infectadas (Nadaes et al., 2020). Em macréfagos caninos DHS82, o
TGF-B aumentou 1,8 vezes em células tratadas com GXM em relacdo a células ndo tratadas
(LaRocque-de-Freitas et al., 2024) e em macrofagos peritoneais murinos infectados por
L.major e tratados com GXM também houve um aumento da expressdo (Ferreira-dos-Santos
et al., 2025).

A andlise da expressdo de IL-10 ¢é fundamental, uma vez que esta citocina esta ligada a
progressao das leishmanioses, pois niveis elevados de IL-10 contribuem para a replica¢do do
parasita nos macrdéfagos inibindo mediadores pré-inflamatorios, como IFN-y e NO (Silva et
al., 2022). O resultado mostrou um aumento significativo das células estimuladas com LPS
em relagdo as células controle ¢ uma reducao em células tratadas com GXM e tratados com
GXM e infectados com L. amazonensis. A infec¢ao por L. donovani e L.major e o estimulo de
LPS+IFN-y induziram a expressdao de IL-10 em células murinas RAW264.7 (Kolodziej &
Kiderlen, 2005), em concordancia com o resultado, Nadaes et al.(2020) mostraram que
células murinas RAW264.7 e caninas DHS82 infectadas por L. amazonensis e L.infantum
estimuladas por LPS aumentaram a expressao de IL-10. Os dados desse estudo ndo apontam
diferenga estatistica entre as células controle e células tratadas com GXM, diferindo dos
dados encontrados por Ferreira-dos-Santos et al.(2025), que mostram que em macrdofagos
peritoneais murinos infectados por L.major e tratados com GXM houve um aumento da
expressdo. A diferenga observada entre a resposta das células murinas RAW264.7 e caninas
DHS2 para a resposta da célula felina Fcwf-4 pode estar associada as condig¢des do estimulo
utilizado no modelo experimental, nas variagdes do tipo celular e/ou na espécie de origem.
Além disto, € possivel sugerir que a infec¢ao das células Fcwf-4 pelo parasita sem outro
estimulo, como o LPS, pode nao ser suficiente para induzir uma ativagdo celular significativa.

A expressdo de IFN-y ¢ fundamental para a eliminagdo dos parasitos pelos
macrofagos, pois promovem a ativacao do perfil M1, aumentando a produgdo de NO e assim,
favorecendo a morte do parasita (Abdoli et al., 2017). O resultado obtido da expressao de
IFN-y ndo apresentou nenhuma diferenga significativa. A interacdo entre macrofagos e
Leishmania, através da secrecdo de citocinas pro-inflamatorias (IFN- y) ¢ feita através da
diferenciagdo de macrofagos em M1, onde possue um aumento de ROS resultando em morte
do parasita Leishmania (Almeida et al., 2023). Um estudo feito com macrdéfagos felinos
Fewf-4 com interagdo de cepas bacterianas isoladas de felinos (Lactobacillus rhamnosus e

Bifido bacterium animalis subsp. lactis), mostra que essa célula reduziu a expressao de IFN-y
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em ambos os tratamentos (Jang et al., 2024). Essa divergéncia no resultado pode estar
associada ao estimulo.

Resultados preliminares deste estudo mostraram uma reducao na expressao de TNF-a
em todas as condigdes. Essa citocina ¢ produzida principalmente apds a ativacdo dos
macrofagos e possui fungdes como citotoxicidade, inflamagdo, remodelamento tecidual e
defesa contra microrganismos (Da-Cruz et al., 1996). Os dados apresentados por Souza et al.
(2010), mostram que LPS+ IFN-y ¢ capaz de estimular a expressao de TNF-o em macrofagos
humanos infectados por L. braziliensis; e Takano et al. (2007), onde células mononucleares do
sangue periférico felino (PBMC) expressaram significativamente TNF-o em culturas
infectadas pelo virus da peritonite infecciosa felina. Em macrofagos peritoneais murinos
infectados por L.major e tratados com GXM nao foi observada diferenca na expressao
(Ferreira-dos-Santos et al., 2025). A infeccdo por L. donovani e e L.major com ou sem o
estimulo de LPS+IFN-y induziram a expressdo de TNF-a em células murinas RAW264.7
(Kolodziej & Kiderlen, 2005). Em macrofagos felinos Fcwf-4, com interagdo da cepa
bacteriana Lactobacillus rhamnosus, mostraram uma reducao significativa da expressao de
TNF-a (Jang et al., 2024). Desse modo, os dados apontam que o TNF-a tem uma menor
expressdo em células de linhagem felina Fcwf-4, diferente dos macrdfagos humanos, das
células RAW264.7 ou de macrdéfagos peritoneais murinos podendo ser relacionado as
variacoes do tipo celular, da espécie ou do estimulo realizado.

O TLR-4 ¢ descrito como um receptor importante para a ativagdo da imunidade inata e
na modulacdo da resposta adaptativa durante a leishmaniose. Esse receptor reconhece padrdes
moleculares associados a patdégenos (PAMPs) da Leishmania que contribui para o controle da
infeccao (Rasouli et al., 2012). No estudo foi observado uma reducao da expressao de TLR-4
em macrofagos felinos estimulados com LPS e um aumento na expressao em células tratadas
com GXM, quando comparados com o controle, € uma diminui¢ao das células tratadas com
GXM e infectados com L. amazonensis em comparagdo as células tratadas com GXM.
Segundo Chandel et al.(2014), observaram que a expressdao de receptores Toll-like sob
estimulo de CD40 em macr6fagos murinos, derivados de BALB/c infectados por L. major,
que apenas TLR-9 teve sua expressdo aumentada em relacdo ao grupo ndo infectado. A
molécula CD40 ¢ importante para a ativacdo de APCs, e desempenha papel na resposta contra
Leishmania, promovendo a produgdo de citocinas pro-inflamatorias e a ativacdo de células
Thl, que s3o essenciais para a eliminagdo do parasita. A ativacdo de CD40 aumenta a
expressdo de TLR-9, formando um mecanismo que refor¢a a resposta imune protetora

(Chandel et al. 2014). Em relacdo aos resultados obtidos, de expressao de TLR-4, ndo foram
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encontrados dados na literatura que pudessem contribuir com a discussdo, mas infere-se que a
supressao de TLR-4 pode contribuir para a evasao imune de Leishmania.

Os nossos resultados demonstram pela primeira vez a interagdo entre L. amazonensis €
macrofagos de linhagem felina Fcwf-4e apontam para uma dindmica em que o parasita ¢
capaz de modular a célula hospedeira. O tratamento com o polissacarideo GXM sugere a
persisténcia intracelular do protozoario, comprometendo mecanismos celulares para o
controle da infeccdo, como a producao de ROS e NO. Nao existem estudos que mostrem a
interagdo desta linhagem celular com Leishmania e poucos sdo os estudos envolvendo
caracteristicas desta célula. Assim, ¢ de suma importancia que esses dados mostram a

capacidade deste modelo celular para novas pesquisas.

6. CONCLUSAO

Este estudo demonstra pela primeira vez que os macréfagos felinos Fewf-4 sdo capazes
de interagir com promastigotas de L. amazonensis € os parasitos permanecem vidveis por pelo
menos 48 horas no interior desses macrofagos. Os dados também mostram que na presenga do
polissacarideo GXM de C. neoformans ha uma imunomodulagdo da resposta, favorecendo a
sobrevivéncia intracelular do parasita. A presenga do polissacarideo GXM altera os
mecanismos microbicidas, como a producdo de NO e ROS, e reduz a ativagdo
pro-inflamatoria dos macréfagos. Esses achados destacam o modelo Fewf-4 como relevante
para o estudo das interagdes hospedeiro—parasita e para o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas bem como se apresenta como uma excelente ferramenta para

aprofundar estudos sobre a leishmaniose felina.
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