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RESUMO 

MOREIRA, Fernanda de Paula Pepino. Caracterização da infecção da linhagem de 

macrófagos felinos (fcwf-4) por Leishmania amazonensis. 2026. 67p.Dissertação (Mestrado 

no Programa de Pós-Graduação em Ciências Veterinárias) – Universidade Federal Rural do 

Rio de Janeiro, Seropédica, 2026. 

As leishmanioses são um grupo de doenças causadas por protozoários do gênero Leishmania, 

com uma vasta distribuição mundial e de alta relevância em saúde pública, ainda assim é 

negligenciada, acometendo principalmente países ainda em desenvolvimento. O Brasil 

mantém a maior parte dos registros de casos por leishmaniose da América Latina, 

apresentando formas tegumentares e viscerais da doença. Sua transmissão ocorre através de 

flebotomíneos infectados e possuem múltiplos reservatórios, em especial os canídeos. 

Contudo, a leishmaniose felina (FeL) tem sido cada vez mais descrita na literatura, o que 

sugere um potencial papel dos gatos como reservatórios secundários, principalmente, em 

áreas endêmicas. Desta forma, este trabalho tem o objetivo de estabelecer um modelo de 

infecção felina in vitro para elucidar os aspectos biológicos e imunológicos da leishmaniose 

felina, buscando caracterizar a linhagem de macrófagos felinos Fcwf-4 durante a infecção por 

Leishmania amazonensis e promover um modelo in vitro para futuros estudos. Foi observado 

que essa célula é capaz de promover interação com o parasita e que estes permanecem viáveis 

por pelo menos 48 horas. A fim de simular uma coinfecção, foi utilizado o polissacarídeo 

capsular glucuronoxilomanana (GXM) de Cryptococcus neoformans,que pode imunomodular 

negativamente a resposta celular, nossos dados mostraram que na presença deste, há alteração 

na produção de óxido nítrico (NO) e radicais de oxigênio (ROS), e na expressão de citocinas, 

o que favorece permanência intracelular do parasita. 

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

 

 

 

 

 

 



 

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.​ INTRODUÇÃO 
 

As leishmanioses são doenças de grande importância para saúde pública. Causadas por 

protozoários do gênero Leishmania, a progressão da infecção depende da interação 

célula-hospedeiro, sendo a principal célula infectada os macrófagos. A patogênese da doença 

é amplamente investigada em humanos e cães. Em felinos o número de casos relatados vem 

aumentando, principalmente, em regiões endêmicas. Ainda assim, os conhecimentos sobre a 

infecção em felinos são limitados. Desta forma, entender a biologia dos macrófagos felinos e 

suas características é fundamental para esclarecer os mecanismos imunológicos envolvidos na 

resposta ao parasita e os fatores que podem contribuir para a manutenção da infecção nesses 

animais. 

A falta de pesquisas sobre a interação entre Leishmania spp. e macrófagos felinos 

possivelmente decorre pela dificuldade na obtenção de células primárias (monócitos isolados 

do sangue periférico). Desta forma uma alternativa para promover essa interação é o uso de 

uma linhagem celular que apresente características de macrófagos, como a Fcwf-4, sendo 

assim uma alternativa relevante e reprodutível para o estudo da leishmaniose felina in vitro. 

Partindo desse ponto, esse modelo experimental possibilita a investigação dos eventos iniciais 

da infecção, a viabilidade celular, a capacidade fagocítica e a produção de mediadores 

microbicidas, como óxido nítrico (NO) e espécies reativas de oxigênio (ROS), que são um dos 

principais mecanismos utilizados pelos macrófagos para combater a infecção por Leishmania. 

Essas moléculas participam diretamente da atividade microbicida, atuando na eliminação do 

parasita após sua internalização. Assim, contribuem para a compreensão dos mecanismos 

celulares envolvidos no controle ou na progressão da infecção por Leishmania em felinos. 

A proposta central deste estudo é promover a caracterização da infecção da linhagem de 

macrófagos felinos Fcwf-4 por Leishmania amazonensis partindo da hipótese que assim como 

outros macrófagos de linhagem (caninos, murinos), os macrófagos felinos também são 

suscetíveis à infecção por Leishmania, permitindo a internalização e a sobrevivência do 

parasita, podendo modular funções celulares essenciais, influenciando na resposta a da 

infecção. 

A cápsula fúngica glucuronoxilomanana (GXM) de Cryptococcus neoformans é descrita 

por causar efeitos imunomoduladores negativos, contribuindo para inibição da resposta 

imune. Não existem relatos da interação desta cápsula com Fcwf-4, desta forma, utilizamos a 
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GXM como forma de explorar o efeito junto ao macrófago felino e simular uma coinfecção 

junto a L. amazonensis. 

O objetivo geral deste trabalho é caracterizar e avaliar os aspectos funcionais da linhagem 

de macrófagos felinos Fcwf-4 durante a infecção por Leishmania, com ênfase em L. 

amazonensis, bem como estabelecer um modelo experimental in vitro aplicável a estudos 

futuros. 

2.​ REVISÃO DE LITERATURA 

2.1​ Leishmaniose 
 

As leishmanioses são um conjunto de doenças causadas por protozoários do gênero 

Leishmania e da família Trypanosomatidae (Fiocruz, 2026). Elas representam um desafio, 

pois são consideradas umas das doenças negligenciadas, sendo um importante problema de 

saúde pública em 4 regiões ecoepidemiológicas: Américas, África Oriental, Norte da África e 

Oeste e Sudeste Asiático (OPAS, 2026). Choi et al. (2021), estimam que o número de novos 

casos da doença e número de mortes aproxima-se de 1 milhão e mais de 20 mil casos por ano, 

respectivamente. A endemia das leishmanioses ocorre em mais de 90 países de diferentes 

continentes, como Europa, Ásia e África (Velho Mundo) e América (Novo Mundo), afetando 

principalmente as populações de baixa renda (Choi et al., 2021; Sasidharan & Saudagar, 

2021). O Brasil é responsável por mais de 90% dos casos notificados na América Latina 

(Teles et al., 2023) e apresentou 56.448 casos no período de 2021-2025 de leishmaniose 

tegumentar, segundo o Boletim Epidemiológico publicado pelo Ministério da Saúde (2025). 

Em 2023, o Brasil registrou aproximadamente 13 mil casos de leishmaniose tegumentar, 

sendo os estados da Região Norte, como Pará e Amazonas os mais afetados. A leishmaniose 

visceral, apresentou uma média de 2 mil casos, especialmente no Norte e Nordeste (Ministério 

da Saúde, 2024) 

Segundo a WHO, 2023, a leishmaniose é causada por mais de 20 espécies 

de Leishmania. Mais de 90 espécies de flebotomíneos são conhecidas por transmitir o 

parasita. Existem três formas principais da doença (Figura 1):  

●​ A Leishmaniose Visceral (LV), também conhecida como calazar, possui 

evolução crônica, com acometimento sistêmico e, se não tratada, segundo os 

órgãos de saúde pode levar a óbito em 90% dos casos (WHO, 2023; Ministério 

da Saúde, 2026). Esta forma da doença caracteriza-se por crises irregulares de 
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febre, perda de peso, aumento do baço e do fígado e anemia. A maioria dos 

casos ocorre no Brasil, na África Oriental e na Índia (WHO, 2023). Nos 

últimos 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 países, porém 94% dos casos 

ocorrem no Brasil (OPAS, 2026).  

●​ A Leishmaniose cutânea (LC) é uma doença infecciosa, não contagiosa. É a 

forma mais comum e causa lesões cutâneas, principalmente úlceras, em partes 

expostas do corpo, cerca de 95% dos casos de LC ocorrem nas Américas, na 

bacia do Mediterrâneo, no Oriente Médio e na Ásia Central (WHO, 2023).  

●​ A leishmaniose mucocutânea manifesta-se por danos nas mucosas nasal e 

oral, como ulceração no palato, edema gengival e nas narinas (David & Craft, 

2009; Sasidharan & Saudagar, 2021). Mais de 90% dos casos de leishmaniose 

mucocutânea ocorrem na Bolívia (Estado Plurinacional), Brasil, Etiópia e Peru 

(WHO, 2023). 
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Figura 1. Apresentações clínicas de leishmaniose em humanos. (A) LV - hepatomegalia e 
esplenomegalia em paciente; (B) LV em criança de 4 anos de idade apresentando distensão 
abdominal decorrente de hepatoesplenomegalia, emagrecimento e palidez cutânea; (C) LC 
com úlcera na base do nariz; (D) LC apresentando uma lesão clássica da doença; (E) 
Leishmaniose mucocutânea com lesão ulcerada na face posterior da língua; (F) Leishmaniose 
mucocutânea com inchaço e ulceração do lábio superior e palato duro. (Fonte: Adaptado de 
Linse et al., 2022; Sánchez 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 são causadas pelo parasita Leishmania spp. (Leishman, 1903) e 

transmitidas por um inseto-vetor, denominado flebotomíneo, que pertence à ordem Diptera, 

Família Psychodidae, Subfamília Phlebotominae (Galati, 2003). Segundo, Kmetiuk et al., 

2022. O gênero Leishmania provavelmente evoluiu na era Mesozóica antes de dividir o 

supercontinente Pangea, já a origem geográfica particular das diferentes espécies 

de Leishmania permanece controversa (Steverding, 2017).  

O parasito Leishmania spp. possui duas formas evolutivas básicas (promastigota e 

amastigota) (Figura 2). No inseto vetor os promastigotas são as formas presentes e apresentam 

uma morfologia fusiforme que é sustentada por microtúbulos subpeliculares interligados, com 

exceção da bolsa flagelar que é a única região que não possui esse suporte e envolve a base do 

flagelo. Ao redor da bolsa flagelar concentra-se organelas das vias secretora e endocítica, 

sendo considerada o local principal de exocitose e endocitose no parasita (Landfear & 

Ignatushchnko, 2001). Nos promastigotas as organelas das vias secretoras são bem 

desenvolvidas (retículo endoplasmático e complexo de Golgi) e que a via endocítica inclui 

três estruturas principais, sendo elas: Endossomos tubulares que se localizam próximos à 

bolsa flagelar, corpos multivesiculares e um túbulo multivesicular (Waller & McConville, 

2002). O citoesqueleto flagelar é formado por um axonema microtubular canônico de 9+2 

microtubulares que é montado em um corpo basal. Uma estrutura filamentosa chamada haste 

paraflagelar está presente e corre paralela ao axonema, as promastigotas têm cerca de 10-20 

µm de comprimento e 1,5-3,0 µm de largura. (Pereira, 2016). Após a internalização do 

parasita por macrófagos ocorre à diferenciação do promastigota para amastigota, uma forma 

mais esférica e adaptada ao ambiente intracelular envolvendo principalmente a redução e 

remodelação do flagelo, uma diminuição da relação superfície/volume, aumentando a 

resistência ao ambiente do vacúolo parasitóforo. Também ocorrem algumas alterações 

estruturais importantes como reorganização da bolsa flagelar (Sunter & Gull, 2017). Nos 

amastigotas, o retículo endoplasmático e o complexo de Golgi são reduzidos e menos 

evidentes e o sistema lisossômico se expande. Na espécie L. mexicana, essa expansão é 

marcada por vacúolos lisossômicos denominados megassomos que são associados ao aumento 

da expressão de proteases de cisteína e à presença de glicoinositolfosfolopídeos no seu 

interior (Waller & McConville, 2002).  
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O flagelo dos promastigotas presentes no flebótomo promove a motilidade do parasita 

com a função de escapar da matriz peritrófica e migrar para o intestino anterior, também 

propicia a fixação das microvilosidades do intestino médio e à válvula estomodeal, além de 

exercer funções sensoriais auxiliando na sua orientação dentro do flebotomíneo (Sunter & 

Gull, 2017). O flagelo dos promastigotas podem chegar a 20 μm, as formas amastigotas 

possuem um flagelo curto, que se estende do corpo basal até a abertura da bolsa flagelar, 

medindo 2,5-6,8 µm de diâmetro e seu núcleo está localizado no polo posterior da célula 

(Pereira, 2016).  

As formas amastigotas já foram encontradas em diversas espécies de mamíferos 

domésticos como: cães, gatos, vacas, cabras, coelhos e equinos e selvagens, como: raposa, 

gambás, rato selvagem, lebres, búfalos e cangurus vermelhos, o que demonstra uma grande 

diversidade na sua adaptação a biologia de vários animais (Mhadhbi & Sassi, 2020).  

 

 

 
Figura 2. Tipos morfológicos principais encontrados no ciclo de vida da Leishmania. (A) 
Forma Promastigota e (B) Forma Amastigota.Fonte: Rocha, 2013. 
 

Apesar das questões supracitadas, de forma geral, uma espécie é aceita como 

reservatório quando combina um xenodiagnóstico e a cultura de tecidos positivos mostra um 

potencial biodisponibilidade de parasitos ao vetor. Para a leishmaniose, algumas dessas 

espécies são: do gênero Didelphis, das ordens Pilosa, Cingulata, Rodentia, Chiroptera e 

Primata. Entretanto, até hoje os reservatórios mais significativos são os da ordem Carnivora: 
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os canídeos, e mais recentemente, os gatos domésticos (Felis catus) (Roque & Jansen, 2014; 

Santos & Oliveira, 2020).  

 

2.3​ Ciclo 
 

Leishmania spp. são conhecidas por sua capacidade de infectar células fagocíticas do 

sistema imunológico, ou seja, neutrófilos, células dendríticas e macrófagos (Ansari et al, 

2025; Silva-Moreira et al., 2025). Seu ciclo (Figura 3) inicia-se quando um vetor 

pré-infectado (flebotomíneos fêmeas) regurgita, durante sua refeição sanguínea, formas 

infecciosas, porém, não proliferativas (promastigotas metacíclicas) na pele do hospedeiro 

mamífero (Assis et al.,2021), infectando neutrófilos que são atraídos para o local da picada. 

Os parasitos se transformam em amastigotas intracelulares antes que os neutrófilos sofram 

morte apoptótica, corpos apoptóticos de neutrófilos infectados mortos são capturados por 

macrófagos, que se tornam infectados (Silva-Moreira et al., 2025). Os amastigotas dentro dos 

macrófagos evitam as respostas imunes modulando as vias de sinalização do hospedeiro e 

inibindo a ativação celular. Eles se multiplicam por fissão binária dentro 

do vacúolo parasitóforo, causando a ruptura da célula hospedeira. Os amastigotas liberados 

infectam as células vizinhas, facilitando a disseminação sistêmica do parasita e contribuindo 

para as manifestações clínicas da leishmaniose (Ansari et al.,2025). A infecção do hospedeiro 

invertebrado se inicia quando a fêmea do flebotomíneo se infecta após ingerir células 

infectadas contendo amastigotas durante uma refeição de sangue em um hospedeiro 

vertebrado infectado. No trato digestivo do vetor, os amastigotas são liberados e se 

transformam em promastigotas flagelados, que se multiplicam por fissão binária. Seu ciclo de 

vida foi demonstrado que um é um ciclo semelhante ao sexual, com hibridização de parasitos 

de acasalamento fundidos. Também dentro do trato digestivo do flebotomíneo os 

promastigotas procíclicos não infectantes que passam por uma sequência de mudanças 

bioquímicas e morfológicas até se diferenciarem em promastigotas metacíclicos infecciosos, 

os quais são inoculados na derme de um hospedeiro mamífero em uma segunda refeição de 

sangue (Silva-Moreira et al., 2025).  
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Figura 3. Ciclo de infecção de Leishmania spp. 
Fonte: Adaptado de Silva-Moreira et al., 2025 
 

2.4​ Leishmaniose Felina 
 

Os gatos têm sido uma escolha muito comum para tutores da atualidade, devido a um 

conjunto de fatores, entre eles praticidade e necessidade de menos espaço disponível ao 

animal, em relação aos cães. No passado, os gatos eram considerados como hospedeiros 

acidentais resistentes à leishmaniose, contudo, hoje o felino surge como uma peça relevante 

dentro do sistema ecológico em que os parasitos Leishmania se mantêm indefinidamente 

(Pereira & Maia, 2021). 

A leishmaniose felina tem emergido mais comumente nos últimos 20 anos, em geral, 

nas regiões endêmicas (Mhadhbi & Sassi, 2020). A principal forma de transmissão atribuída 

aos felinos é a picada do flebotomíneo infectado. Os dados sobre os gatos domésticos 

infectados com Leishmania spp. são mais limitados que os de cães, além do fato que em geral 

suas infecções são subclínicas ou raras. No entanto, em regiões endêmicas, esses indivíduos 

podem atuar como um reservatório secundário, pois são capazes de infectar o flebotomíneo 
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(Mendonça et al., 2020). No Brasil, alguns estudos mostram que a prevalência varia de 6 a 

30% de infecção em felinos em regiões endêmicas, e em algumas regiões, como Araçatuba, 

em São Paulo, chega a 49% (Pennisi & Persichetti, 2018; CRMVSP, 2021).  

Ao longo dos últimos 40 anos, aproximadamente 80 estudos transversais sobre a 

prevalência da leishmaniose felina (FeL) em todo o mundo mostraram uma soroprevalência 

média mundial de 12%. Ao mesmo tempo, o número de artigos publicados sobre FeL 

aumentou em áreas endêmicas, 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 doença emergente, 

relatada principalmente em países banhados pelo Mar Mediterrâneo e no Brasil (Pereira et al, 

2021). A FeL é causada principalmente por Leishmania  infantum e tem sido relatada 

globalmente, especialmente em áreas endêmicas para leishmaniose humana e 

canina (Nascimento et al, 2022). 

A infecção 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 cão e uma criança, portadores de leishmaniose visceral. O achado de formas amastigotas 

do parasita na medula óssea do animal foi a base para um diagnóstico, sem a identificação da 

espécie causadora da enfermidade (Oliveira, 2019). No Brasil, um dos primeiros casos de FeL 

foi relatado em Belo Horizonte, Minas Gerais, em um gato doméstico, com numerosos 

amastigotas observados na coloração de Giemsa e posteriormente, por meio de reação em 

cadeia da polimerase (PCR) (Soares, 2024). Entretanto, foi somente no ano 2000 que o 

primeiro caso de FeL foi relatado no estado de São 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 subgênero Leishmania e uma ao 

subgênero 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 cães de área endêmica para a 

leishmaniose mostrou que a imunopatogênese da infecção por L. infantum são semelhantes, 

embora o nível de resposta imunitária específica do parasita em cães tenha sido geralmente 

mais elevado que em gatos (Priolo et al., 2022). A coinfecção com outros microrganismos foi 

relatada em estudos epidemiológicos de gatos com leishmaniose. Gatos de área endêmicas 

para leishmaniose, coinfectados com L. infantum e outros microrganismos como Toxoplasma 
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gondii, esporotricose, criptococose, coronavírus felino, e especialmente com vírus da 

imunodeficiência felina (FIV) e vírus da leucemia viral felina (FeLV), poderiam explicar em 

parte o sucesso da infecção 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 coinfecções possam modular o sistema imunológico e assim favorecer o desenvolvimento 

da infecção por Leishmania, uma vez que infecções com o FIV e FeLV modulam 

negativamente o sistema imunitário. 

Estudos sugerem que os gatos são hipoteticamente menos suscetíveis ao 

desenvolvimento da doença por L. infantum quando comparados aos cães, apesar de também 

apresentarem parasitemia de longa duração (Pereira & Maia, 2021). Alguns sintomas são 

comuns às infecções caninas e felinas como linfadenomegalia, perda de peso, anorexia, 

letargia, poliúria e polidipsia, estomatite (Pennisi & Persichetti, 2018) e raramente são 

observados sinais de icterícia, hepatomegalia, esplenomegalia, caquexia, febre, vômito, 

diarréia, desidratação, corrimento nasal, dispnéia, sibilos, aborto e hipotermia. Além disso, 

dificilmente é observado azotemia, hipoalbuminemia, neutrofilia, pancitopenia, proteinúria e 

anemia regenerativa (Souza et al., 2020). Contudo, as características clínicas dos gatos 

domésticos associadas à infecção por Leishmania spp. não são patognomônicas e podem ser 

confundidas com muitas outras doenças, o que pode levar a uma subestimação considerável 

desta enfermidade (Gondim & Lima., 2023).  

Acredita-se que gatos são subdiagnosticados devido à grande variedade de sinais 

clínicos e por serem achados clínicos inespecíficos (Figura 5), que podem ser confundidos 

com outras doenças, como por exemplo, infecções causadas por FeLV, FIV, histoplasmose e 

esporotricose (Pennisi, 2015). Dentre os achados clínicos estão: anorexia, êmese, 

linfoadenomegalia, dermatites,uveítes, alopecia difusa, emaciação, hipertermia e atrofia do 

músculo temporal (Pirajá et al, 2013), perda de peso, desidratação, lesões crostosas nas pontas 

das orelhas e/ou áreas de alopecia na região cervical dorsal, espirros, gengivite e úlceras na 

cavidade oral, sugerindo complexo gengivite-estomatite (Santos et al., 2021), sinais oculares, 

lesão do canal auditivo, palidez da mucosa oral, lesão nasal (Nascimento et al., 2024). 

A apresentação clínica combinada com o contexto epidemiológico pode levar a 

suspeita de leishmaniose felina, mas para um diagnóstico definitivo, são necessários testes 

laboratoriais específicos para Leishmania. Estes incluem testes diretos (citologia, 

histopatologia, imuno-histoquímica e PCR, que demonstram a presença do parasita ou de seus 

componentes, e testes indiretos (sorologia quantitativa, como IFAT, ELISA ou DAT) que 

avaliam a resposta do hospedeiro à infecção (Pereira & Maia, 2021; LeishVet, 2024).  
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Geralmente, o diagnóstico começa com uma anamnese, observando a área geográfica 

onde o animal vive o risco de exposição à flebotomíneos e o uso de repelentes, seguindo uma 

avaliação clínica e bioquímica para investigações mais específicas. Os principais métodos 

diagnósticos laboratoriais incluem: a análise parasitológica, métodos sorológicos e 

moleculares (Soares et al., 2016). Citologia de baço, fígado, medula óssea e linfonodos 

(órgãos classicamente afetados pelas formas amastigotas), geralmente coradas com Giemsa, 

são as mais frequentemente utilizadas (Savani et al., 2004; Coelho et al., 2011). Apesar da 

possibilidade do uso de várias técnicas diagnósticas, a PCR aparenta ser o teste com maior 

sensibilidade para o diagnóstico de animais positivos quando da infecção por Leishmania spp. 

(Morais, 2014).  
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Figura 5. Gatos com Leishmania spp. (A) úlceras (seta i), (B) opacidade da córnea em 
ambos os olhos, (C) descamação e úlceras na face (seta i), (D) no lábio superior (setas i), (E) 
úlceras na cavidade oral, sugerindo complexo gengivite-estomatite (setas i), (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 fármacos 

utilizados no tratamento canino se mostram eficazes e seguros em gatos (Souza et al., 2020). 

O tratamento empírico 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 fármacos também são 

administráveis em combinação (Baneth et al., 2020; LeishVet, 2024). O mecanismo de ação 

do antimoniato de meglumina ocorre por meio da inibição da glicólise e oxidação de ácidos 

graxos do parasito, seu uso em longo prazo pode trazer consequências, como: pancreatite, 

alterações cardíacas e renais (Luiz et al., 2022). Em relação ao miltefosina, o propilenoglicol 
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está entre os excipientes de sua formulação oral licenciada para o tratamento da leishmaniose 

canina (CanL) e pode causar a formação de corpúsculos de Heinz em glóbulos vermelhos 

felinos, o que demonstrou causar a anemia, devido à diminuição da vida útildos glóbulos 

vermelhos felinos. Portanto, a miltefosina não é recomendada para o tratamento da FeL 

(LeishVet, 2024). 

A resposta imunológica felina contra a Leishmania ainda não está totalmente 

esclarecida e muito do que se sabe deriva de estudos em humanos e cães. O que se sabe é que 

em comparação com os cães, os gatos possuem certo grau de resistência à Leishmania, 

resultando em baixa infecção ou desenvolvimento da doença e menor manifestação dos sinais 

clínicos característicos da leishmaniose nesses animais (Nascimento et al., 2022). O 

desequilíbrio entre o perfil de células Th2/Th1 é o principal fator que leva ao 

desenvolvimento dos sinais clínicos (Solano-Gallego et al., 2009; Esch et al., 2013). Alguns 

estudos têm relacionado o agravamento da doença com o aumento na expressão de anticorpos 

anti-Leishmania spp., conforme também observamos nos cães. Em cães com sinais clínicos 

graves e infectados por Leishmania donovani, foi observada baixa produção de IFN-ᵧ e, altos 

títulos de anticorpos, esses animais demonstraram alta parasitemia (Solano-Gallego et al., 

2016). Recentemente, pela técnica de PCR, observou-se que a média da carga parasitária de 

Leishmania spp. em gatos, ao contrário dos cães, é significativamente menor nas amostras de 

sangue positivas. Isso pode estar associado em parte, com um menor título de anticorpos 

nesses gatos, possivelmente devido à prevalência de uma resposta Th1 (Priolo et al., 2019; 

Baneth et al., 2020). No trabalho de Silva (2019) houve um aumento significativo de 

linfócitos T CD4+ e ausência de uma expressão ativa de linfócitos T CD8+ em gatos com 

leishmaniose felina por L. infantum, quando comparado aos gatos não infectados, o que 

sugere a participação dos linfócitos CD4+ na progressão da doença. No mesmo estudo, o 

aumento significativo dos isotipos IgA, IgG e IgM em felinos doentes em relação ao grupo 

controle indicam a participação da resposta imune humoral na leishmaniose felina. 

O curso da infecção nos felinos pode estar ligado à resposta imune do hospedeiro e a 

persistência e a multiplicação 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 são capazes de controlar a infecção (Moreno & Alvar, 

2002). O principal mecanismo efetor de uma resposta imune protetora é a ativação dos 

macrófagos por IFN-γ e TNF-α, levando a morte das formas amastigotas do parasita através 

da produção de óxido nítrico pela via da L-arginina. O segundo maior papel dos macrófagos é 

13 



 

a apresentação de antígeno para os linfócitos 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 ausência de uma resposta de célula T adequada para o controle do 

parasita leva ao aparecimento de sinais clínicos e de altos níveis de anticorpos contra 

Leishmania spp. e alta carga parasitária na pele, medula óssea, fígado, baço e linfonodos 

(Sanchez et al., 2004). Um estudo comparando a ativação das vias do sistema complemento 

em soro de gatos,cães e humanos frente a L. infantum mostrou que nos gatos a via lectínica é 

altamente ativada enquanto em cães e humanos foi observado a ativação da via alternativa e 

clássica após incubação com L. infantum (Tirado et al., 2021). Pereira & Maia (2021) 

mostraram que gatos naturalmente expostos à infecção por L. infantum produzem IFN-γ 

após estimulação sanguínea ex vivo com antígenos do parasita, conforme relatado em cães, 

isso destaca que os parasitos Leishmania podem desencadear uma resposta imune celular 

protetora em gatos. Trabalhos recentes mostram que células mononucleares primárias 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 níveis de IL-12 mais alto no soro do que gatos saudáveis (Lode et al., 2025). 

 

2.5​ Macrófagos 
 

Ilya Metchnikov descobriu, em 1908, células capazes de realizar fagocitose e as 

denominou macrófagos (Peng et al., 2023).  Os macrófagos são 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 são encontradas em todos os tecidos 

do corpo humano e exibem diversidade anatômica e funcional (Boutilier & Elsawa,2021). 

Provenientes de precursores monocíticos sanguíneos, essas células heterogêneas passam por 

diferenciação nos tecidos que invadem guiadas por citocinas (Fujiwara et al., 2005; Dijkgraaf 

et al., 2013; Boutilier & Elsawa,2021). Entretanto, alguns estudos têm reformulado 

substancialmente a compreensão sobre a origem dos macrófagos, ao demonstrar que muitos 

macrófagos residentes em tecidos são estabelecidos durante o desenvolvimento embrionário e 

se mantêm na vida adulta independentemente da contribuição de monócitos circulantes em 

condições de homeostase (Epelman et al., 2014). Sua função não se limita apenas a 

eliminação dos patógenos com fagocitose, degradação e sua atividade microbicida, mas os 

macrófagos também são essenciais no desenvolvimento de tecidos, na manutenção da 
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homeostase do organismo na reparação de tecidos e são capazes de discriminar o próprio do 

não próprio (Peng et al., 2023). 

Um dos principais papéis dos macrófagos na resposta imune é a capacidade de 

fagocitar, digerir e apresentar antígenos através do MHC II, que é fundamental para a ativação 

do sistema imune adaptativo (Boutilier & Elsawa,2021). Durante a inflamação, os macrófagos 

exercem papel central na imunidade inata e adaptativa, atuando como células apresentadoras 

de antígeno (APCs), promovendo a ativação de linfócitos T e B e liberando citocinas e 

quimiocinas pró-inflamatórias. Esses fagócitos produzem espécies reativas de oxigênio (ROS) 

e intermediários reativos do nitrogênio, como o óxido nítrico (NO). A resposta imune inata é 

desencadeada pela ativação do sistema complemento, pelo reconhecimento de Padrões 

Moleculares Associados a Patógenos (PAMPs) por receptores de reconhecimento de padrões 

(RRP), especialmente os receptores semelhantes ao Toll (TLR), culminando em fagocitosee 

produção de mediadores inflamatórios. O processo fagocítico envolve a internalização do 

patógeno e sua destruição no fagolisossomo, sendo a geração de ROS essencial para a 

eliminação microbiana (Cruvinel et al., 2010) 

Quando estimulados, os macrófagos em repouso (Mo) são polarizados e adquirem 

vários fenótipos (Li et al., 2023). Quando expostos a lipopolissacarídeos (LPS), adquirem o 

fenótipo tipo M1, conhecido como macrófagos pró-inflamatórios. Por outro lado, quando 

estimulado por IL-4, adquire o fenótipo tipo M2, conhecido por macrógafos 

anti-inflamatórios (Atri et al., 2018; Orecchioni et al., 2019; Viola et al., 2019; Abe et al., 

2023) 

Segundo Luo et al.(2024), os macrófagos M1 e M2 coexistem e mantêm um equilíbrio 

fisiológico in vivo, podendo sofrer mudanças funcionais reversíveis em resposta a alterações 

no microambiente inflamatório (Yunna et al., 2020). Esses fenótipos apresentam 

biomarcadores de superfície distintos, sendo CD80, CD86 e TLR-4 característicos de 

macrófagos M1, enquanto CD163, CD206 e CD209 são associados aos macrófagos M2. 

Além disso, os macrófagos M2 podem ser subdivididos em quatro subtipos, os quais, ao 

secretarem diferentes citocinas, exercem funções específicas em diversos processos 

inflamatórios e patológicos (Figura 6) (Orecchioni et al., 2019). 

O fenótipo M2a é induzido por IL-4/IL-13(Li et al., 2023; Luo et al., 2024) e os 

principais receptores da sua superfície incluem MHCII, MR, Arg1, CD206, que podem 

secretar IL-10, TGF-β, IGF-1, fibronectina, CCL22 e CCL17, que podem promover a 

cicatrização de feridas e fibrose (Roszer, 2015). O M2b exibe potentes propriedades 

anti-inflamatórias e imunomoduladoras e são conhecidos como macrófagos reguladores, 
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ativados por complexos imunes e ligantes de TLR e envolvidos em reações imunes e 

inflamatórias (Li et al., 2023). MHCII, MRe CD86 são exemplos de receptores de superfície 

de M2b que podem secretar IL-1, IL-6, CCL1, CCL20 e outras substâncias (Luo et al., 2024). 

Os macrófagos M2c, que são ativados por glicocorticóides ou IL-10, exercem principalmente 

funções anti-inflamatórias (Li et al., 2023), secretam TGF-β, IL-10, metaloproteinases 

(MMPs), CCL18, por exemplo (Funes et al., 2018; Wang et al., 2019) e ao mesmo tempo, 

desempenha um papel na fagocitose, imunossupressão, angiogênese e desenvolvimento de 

fibrose tecidual(Luo et al., 2024). E por fim os macrófagos M2d que, são conhecidos como 

TAMs, são ativados por TLR e agonistas do receptor de adenosina A2, e desempenham papéis 

cruciais na regulação da progressão tumoral, angiogênese e metástase (Viola et al., 2019). 

 
 

 

 

Figura 6. Diagrama da polarização de macrófagos. A polarização dos macrófagos ocorre 
predominantemente em dois fenótipos principais, M1 e M2, os quais se diferenciam conforme 
os estímulos celulares presentes no microambiente. O fenótipo M2 pode ainda ser 
subclassificado em quatro subtipos distintos: M2a, M2b, M2c, M2d. Esses diferentes 
fenótipos de macrófagos expressam marcadores específicos em sua superfície, permitindo sua 
identificação. Além disso, os macrófagos M1 e M2 produzem perfis distintos de citocinas ao 
longo do curso das doenças, desencadeando efeitos imunológicos opostos. 
Fonte: Adaptado Lou, 2024. 
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2.6    Fcwf-4 
 

A linhagem Fcwf-4 é um macrófago que possui capacidade fagocítica, receptores Fc e 

esterase não específica, é uma linhagem celular felina contínua que foi desenvolvida em 1979 

por Niels C. Pedersen, derivada de feto de gato. São células aderentes com suscetibilidade ao 

vírus da peritonite infecciosa felina (ATCC, 2025). Estas células têm sido utilizadas para 

pesquisas em modelos de infecção (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 câncer 

(Maekawa et al., 2023) e resposta imunitária (Robert-Tissot et al., 2012; Jang et al., 2024).  

Muitos avanços na elucidação de mecanismos patológicos em geral têm sido possíveis 

pela disponibilidade de linhagens celulares. As células (Fcwf-4) são uma linhagem de células 

semelhantes a macrófagos felinos (Jacobse-Geels & Horzinek, 1983). Essas células crescem 

em monocamadas em superfícies de vidro ou plástico e têm uma morfologia fusiforme a 

estrelada (Figura 7). As células contêm um núcleo oval com um ou dois nucléolos. Sua 

capacidade de crescimento é boa em passagens baixas (tempo de duplicação 24 h), mas 

diminui gradualmente após a passagem número 25 (tempo de duplicação 48 h). A fagocitose 

de partículas de carbono foi encontrada em cerca de 60% das células e as partículas de látex 

foram absorvidas em mais de 70%.  Essas células são capazes de se ligarem a hemácias de 

carneiro (SRBC) opsonizadas por anticorpo (Jacobse-Geels & Horzinek, 1983).  

Na literatura é possível encontrar uma gama de trabalhos utilizando essa linhagem 

celular, sendo a maioria para estudos virais, Alazawy et al. (2011), mostram a presença de 

coronavírus felino (FCoV) em células Fcwf-4 intracelular e extracelular após 48 horas. Cook 

et al. (2022), através de imunofluorescência, mostraram a expressão do marcador de 

macrófago CD14. A linhagem de macrófagos Fcwf-4 tratada com ácido 

poliinosínico-policitidílico [poli(I:C)] mostrou aumento na expressão dos genes IFN-γ, IL-1B, 

IL-2, IL-4, IL-8, IL-10, IL-12A, IL-12B e TNF-α (Jang et al., 2024) e essa linhagem também 

se mostrou promissora na replicação de Cytauxzoon felis, sendo esse um novo sistema para 

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

2.7Cryptococcus neoformans e Glucuronoxilomanana (GXM) 
 

O Cryptococcus neoformans é um fungo patogênico que infecta humanos e animais e 

é encontrado em todo o mundo associado a excrementos de aves, como os pombos, canários e 

cacatuase no solo (Perfect& Casadevall, 2002). Esse fungo é conhecido por causar 

criptococose e foi classificado pela Organização Mundial da Saúde como um patógeno de 

grande importância e representa uma ameaça significativa para indivíduos 

imunocomprometidos, como receptores de transplante de órgãos sólidos ou indivíduos com 

AIDS(Crawford et al., 2024). É a doença fúngica sistêmica mais comum em gatos (Pennisi et 

al., 2013). 

A célula fúngica do C. neoformans apresenta uma cápsula polissacarídica que é uma 

característica comum de patógenos bacterianos, mas em fungos está presente nas espécies de 

Cryptococcus (Rodrigues et al., 2009). As funções dessa cápsula estão ligadas à 

sobrevivência, virulência e classificação do fungo. Ela é composta pelos açúcares 
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glucuronoxilomanana (GXM) e glucuronoxilomanogalactana (GalXM), além de 

manoproteínas (MP) (Rodrigues et al., 2011).  

A glucuronoxilomanana (GXM) é um polissacarídeo de alto peso molecular que 

representa cerca de 90% da massa capsular (McFadden et al., 2006) (Figura 8). Nesse modelo, 

a cápsula é a estrutura mais estudada, visto que é considerada um dos principais fatores de 

virulência. Na fase saprofítica, a cápsula polissacarídica protege o fungo contra diversos tipos 

de estresse e desidratação (Decote-Ricardo et al., 2019). O GXM, em particular, exerce 

diversos efeitos imunomoduladores: sua carga negativa confere uma propriedade 

antifagocítica, inibindo a interação entre as células efetoras do hospedeiro e o fungo, 

contribuindo para a falta de resposta imune e inibição da infiltração de neutrófilos em locais 

de inflamação (Guimarães-de-Oliveira, 2025). A sua presença leva a uma diminuição de 

citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1β e IFN-γ), enquanto aumenta a IL-10, uma citocina 

anti-inflamatória, (Chen et al., 2022). Os estudos também mostram que o GXM é capaz de 

induzir a apoptose em macrófagos por meio de um mecanismo associado ao aumento da 

expressão de Fas e Fas-L nas células hospedeiras (Decote-Ricardo et al., 2019). Esse 

polissacarídeo também é capaz de reduzir a expressão de MHCII, prejudicando a apresentação 

de antígenos por células dendríticas e a proliferação de linfócitos T (Guimarães-de-Oliveira, 

2025). 

A maioria dos estudos com o polissacarídeo utilizou células fagocíticas, entretanto o 

efeito da produção de GXM nessas células ainda é pouco explorado (Rodrigues et al., 2009). 

No entanto, essa molécula é considerada promissora para o desenvolvimento de novas 

estratégias terapêuticas (Ferreira-dos-Santos, 2025). 

Ao considerar que a criptococose é uma infecção fúngica sistêmica comum em gatos e 

os relatos de co-infecção Leishmania e outros patógenos, é relevante o estudo desse 

polissacarídeo em macrófagos felinos Fcwf-4, e assim esclarecer mecanismos envolvidos 

junto à infecção por L. amazonensis. 
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Figura 8. Diferentes micrografias e composições mostram a cápsula polissacarídica de C. 
neoformans.  (A) Suspensão das células em tinta da Índia; (B) Microscopia eletrônica de 
varredura; (C) Imunofluorescência usando mAbs específicos para a cápsula (fluorescência 
verde e vermelha), mostrando também a localização na parede celular (fluorecência azul). (D) 
Composição de imagem 3D de uma célula de C. neoformans marcada com dois mAbs 
diferentes para a cápsula. Em azul, a parede celular.(Adaptado Zaragoza et al., 2009) 
 

3.​ MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 Macrófagos 
 

A linhagem de macrófagos felinos Fcwf-4 foi cultivada em meio DMEM (Sigma) 

suplementado com  2mM de L-Glutamina (Gibco), 1mM de Piruvato de Sódio (Gibco), 

50mM de β-Mercaptoetanol (Sigma),  10% de SFB (Gibco) e Aminoácidos Não-Essenciais na 

proporção 1:100 (Gibco:11140-050) em estufa a 37°C com 5% de CO2. 

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. Após 

4 dias de cultivo, os parasitos foram lavados em PBS (tampão fosfato salina) a 2000 xg por 10 

min. a 22°C. As células foram ressuspendidas em PBS e contadas na câmara de Neubauer.  

20 



 

 

3.3 Polissacarídeo Capsular de Cryptococcus 
 

Os polissacarídeos capsulares do C. neoformans foram extraídos do sobrenadante de 

cultura das cepas B3501, que foram utilizadas para extração da molécula de 

Glucuronoxilomanana (GXM) e foi fornecida em uma concentração estoque de 1mg/mL, 

gentilmente pelo Prof. Célio Freire de Lima do Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho, 

Universidade Federal do Rio de Janeiro. 

 

3.4 Avaliação da Viabilidade dos Macrófagos Felinos Infectados com Leishmania spp. 

 

Macrófagos felinos foram semeados (2x105/poço) em placas de 96 poços, e as células 

não aderentes foram lavadas após 2 horas de incubação a 37°C/5% CO2. Após esse período, 

as células foram tratadas ou não com 100 µg/mL de GXM e incubadas por 24 horas, em 

seguida foram infectadas com promastigotas de L. amazonensis na proporção 10 parasita: 1 

macrófagos e incubadas a 37°C com 5 % de CO2, por 2 horas. Posteriormente foram lavadas e 

incubadas por 24 e 48h. Após os tempos citados, as células foram lavadas com PBS a 37 ºC e 

incubadas com 50µL de solução de XTT (Sigma-Aldrich), na concentração de 0,001g/mL, 

contendo 10% de Phenazine Methosulfate (PMS - 500µM) diretamente ao poço e após 4h de 

incubação a 37ºC, a absorbância da reação foi lida em leitor de microplaca com filtro de 

450nM. A porcentagem de células viáveis foi determinada em comparação a leitura das 

células controles não infectadas ou tratadas (100%). 

 

3.5 Cinética de Infecção dos Macrófagos Felinos e Determinação do Índice de Infecção 
 

Macrófagos felinos foram plaqueados (2x105/poço) em lamínulas de vidro de 13mm 

em placas de 24 poços, as células não aderentes foram retiradas por lavagem com PBS/37ºC, 

após 2 horas de incubação a 37°C/5% CO2. Após esse período, as células foram tratadas com 

GXM e incubadas por 24 horas. A após 24 horas de tratamento, as células foram infectadas 

com promastigotas de L. amazonensis na proporção de 10 parasitos: 1 macrófago, incubadas a 

37°C com 5 % de CO2, por 2 horas, posteriormente foram lavadas e incubadas com meio  por 

2, 24 e 48 horas de infecção. A coloração das lamínulas foi feita pelo método de coloração por 

Giemsa. A determinação do índice de infecção (% de macrófagos infectados x número de 
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parasitos/macrófago) é feito após contagem de no mínimo 200 células em microscópio óptico 

(aumento de 1000x).   

 

3.6 Carga Parasitária/Killing 
 

Macrófagos felinos foram plaqueados (2x105/poço) em placas de 24 poços, as células 

não aderentes foram retiradas por lavagem com PBS/37ºC, após 2 horas de incubação a 

37°C/5% CO2. Após esse período, as células foram tratadas com GXM em concentração 100 

µg/mL e incubadas por 24h. Após esse tempo, as células foram infectadas com promastigotas 

de L. amazonensis na proporção de 10 parasitos: 1 macrófago, incubadas a 37°C com 5 % de 

CO2, por 2 horas. Posteriormente os macrófagos felinos foram lavados com PBS a 37°C e 

incubados com meio DMEM por 24 horas a 37°C/5% CO2. Após esse período, as células 

foram lavadas com PBS/37ºC e adicionado meio de inseto Schneider aos macrófagos felinos 

que foram incubados em estufa BOD a 27 °C. A contagem dos parasitos liberados foi 

realizada em câmara de Neubauer nos dias 3, 5 e 7 de incubação.  

3.7 Detecção de Óxido Nítrico (NO) 
 

Macrófagos (2x105/poço) foram semeados em placas de 96 poços, tratados ou não 

com GXM em concentração 100 µg/mL e incubadas a 37°C com 5 % de CO2 por 24 horas. 

Após esse período os macrófagos felinos foram infectados ou não com L. amazonensis na 

proporção 10 parasitos: 1 macrófago e/ou. Após 2 horas, as culturas foram lavadas para a 

remoção dos parasitos livres e foi acrescido meio novo adicionado ou não de LPS em 

concentração 400ng/mL aos poços por 24 horas, a 37ºC /5% CO2. Ao término da incubação, 

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 sódio. O 

volume de 50 µL das soluções de Griess (solução A: sulfanilamida 1% e ácido ortofosfórico 

5%; solução B: N-(1-naphthyl)-ethylendiamin 0,1% - Sigma) na proporção 1:1 foi adicionado 

às amostras e à curva de nitrito de sódio. Após 15 min foi feita a leitura por absorbância 

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

 

3.8 Detecção de Espécies Reativas de Oxigênio (ROS) 
 

Macrófagos (2x105/poço) foram semeados em placas de 96 poços, tratados ou não 

com GXM em concentração 100 µg/mL e incubadas a 37°C com 5 % de CO2 por 24 horas. 
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Após esse período as células foram infectadas ou não com L. amazonensis na proporção de 10 

parasitos: 1 macrófago. Após 2 horas, as culturas foram lavadas para a remoção dos parasitos 

livres e foi acrescido meio novo adicionado ou não de LPS em concentração 400ng/mL por 

24 horas 37ºC /5% CO2. Ao término da incubação, as células foram lavadas e incubadas com 

a sonda CM-H2DCFDA[10µM] por 60 minutos, no escuro, a 37ºC. Após esse período, a 

intensidade média de fluorescência foi avaliada por Fluorescência (Varioskan LUX), com 

excitação 493 nM e emissão em 522 nM. 

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

Macrófagos felinos Fcwf-4 foram semeados (3x106/poço) em placas de 24 poços, as 

células não aderentes foram retiradas por lavagem com PBS/37ºC, após 2 horas de incubação 

a 37°C/5% CO2. Após esse período, amostras foram tratadas ou não com GXM e incubadas e 

após 24 horas as células foram infectadas ou não com promastigotas de L. amazonensis (10p: 

1 mo), incubadas a 37°C/5 % CO2, por 2 horas. Posteriormente os macrófagos felinos foram 

lavados e foi acrescido meio novo adicionado ou não de LPS [400ng/mL] e incubados por 24 

horas a 37°C/5% CO2. Em seguida, as células foram lavadas com PBS/37ºC e adicionado 

500μL do reagente TRIzol (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA) e o lisado foi submetido 

à extração de RNA utilizando o kit PureLink RNA Mini (Invitrogen, Thermo Fisher 

Scientific), seguindo as instruções do fabricante. A pureza e a concentração do RNA foram 

medidas utilizando um espectrofotômetro NanoDrop™ 2000 (Applied Biosystems, Thermo 

Fisher Scientific, Inc.). O RNA total (500ng) foi submetido à transcrição reversa utilizando o 

kit High-Capacity RNA-to-cDNA (ThermoFisher Scientific, EUA), seguindo as instruções do 

fabricante. A mistura de reação continha 1 μL de Mistura Enzimática 20× (incluindo 

transcriptase reversa MuLV e inibidor de RNase), 4 μL de Mistura Tampão RT 2× (incluindo 

dNTPs, octâmeros aleatórios e oligo dT-16) e 1 μg de RNA total (4 μL de amostra de RNA), 

em um volume final de 20 μL. As reações foram conduzidas em um termociclador Veriti® 

(Thermo Fisher Scientific, EUA) sob as seguintes condições: 37°C por 60 min, seguido de 

95°C por 5 min. As reações de qPCR foram realizadas em um sistema StepOnePlus 

Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) em volume final de 12 

μL, contendo 1x FastStart SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems), 400nM de primers 

e 150ng/μL da amostra (3μL). As condições de ciclagem térmica foram 95ºC por 3 segundos 

e 60ºC por 30 segundos, com análise de curva de dissociação (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 estão listados a seguir (Tabela 1): 
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Tabela 1: Quadro de primers utilizados para análise de expressão gênica através de 
qPCR. 

Linhagem Felina FCWF-4 
  Foward Reverse 
IL-10 5'-TCAAACCAAGGACGAGCTGC-3' 5'-TGTTTGATGTCTGGGTCCTCG-3' 
TNF-α 5'-CCCACATGGCCTGCAACTAA-3' 5'-GCTACTGGCTTGTCACTCGG-3' 
GAPD
H 5'-AGTATGATTCCACCCACGGCA-3' 5'-GATCTCGCTCCTGGAAGATGGT-3' 
IFN-γ 5'-ATGTAGCAGATGGTGGGTCG-3' 5'-TCCTTTGAATGCGCTGGTCA-3' 
TGF-β 5'-CCCTGGACACCAACTATTGC-3' 5'-TCCAGGCTCCAAATGTAGGG-3' 
TLR-4 5'-TGCTTCAGGGTTTCATCCA-3' 5'- GACACTCGCTCAGCTTCTTG-3' 

 

​
3.10 Análise Estatística 

 
Todos os dados foram analisados utilizando o GraphPad Prism 9.5 software. A 

normalidade dos dados foi analisada através do teste estatístico Dàgostino-pearson omnibus 

normality test. Para análise das diferenças entre: uma variável com duas categorias foi 

utilizada o Student’s t-test; uma variável com três ou mais categorias será usado o teste 

one-way ANOVA e para diferenças entre duas variáveis o teste two-way ANOVA. Foi 

considerado como diferença estatística significante p<0.05. 

4.​ RESULTADOS 
 

4.1 Cinética e Determinação do Índice de Infecção 
 

Para que fosse possível dar início aos estudos, foi necessário avaliar a capacidade de 

interação entre promastigotas de L. amazonensis e as células Fcwf-4. Os parasitos foram 

incubados com os macrófagos de linhagem felina Fcwf-4, tratados ou não com polissacarídeo 

fúngico GXM por 2, 24 ou 48 horas e o índice de infecção foi avaliado, considerando o 

percentual de macrófagos infectados e o número de parasitos por macrófagos (Figura 9 a-d). 

Os resultados demonstraram que os macrófagos felinos da linhagem Fcwf-4 são 

capazes de interagir, reconhecer e se ligar a L. amazonensis, estabelecendo um contato 

funcional em todos os tempos de infecção analisados. Em relação ao número de parasitos por 
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macrófagos, em 2 horas de interação não foi observado diferença entre macrófagos felinos 

infectados e tratados ou não com GXM. No tempo de 24 horas é observado um aumento do 

número de parasitos por macrófagos em células tratadas com GXM, onde se observou uma 

média de 1,9 parasitos por macrófagos em relação às células não tratadas no mesmo tempo, 

que apresentou uma média de 1,3 parasitos por célula. Já em 48 horas não observamos 

diferença estatística no número de parasitos por macrófagos (Figura 10a).  

Em relação à porcentagem de macrófagos infectados, no tempo de 2 horas foi 

observado um percentual de 62% em macrófagos infectados não tratados com GXM enquanto 

o percentual de macrófagos infectados na presença de GXM foi de 49%.  Em 24 horas não foi 

observado uma diferença estatística, embora tenha uma tendência de aumento do percentual 

de macrófagos infectados na presença de GXM. Entretanto, em 48 horas, foi observada uma 

maior porcentagem de macrófagos infectados em células tratadas com o polissacarídeo (24%) 

em comparação às células não tratadas (10%) (Figura 10b). 

O índice de infecção mostrou que na infecção de macrófagos felinos Fcwf-4 por L. 

amazonensis na presença do polissacarídeo GXM é 2,9 e 3,04 vezes maior no período de 24 e 

48 horas, respectivamente, do que na ausência desse polissacarídeo (Figura 10c). 

 

 

Figura 9. Microscopia Óptica de Macrófagos Felinos Fcwf-4 Infectados por L. 
amazonensis: A, B e C= Macrófagos felinos infectados por L. amazonensis em 2, 24 e 48 
horas, respectivamente; D, E e F = Macrófagos felinos tratados com GXM e infectados por L. 
amazonensis em 2, 24 e 48 horas, respectivamente. As setas indicam os parasitos. Coloração 
das células foi feita pelo método Giemsa, visualização em microscópio óptico 1000x. 
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Figura 10. Infecção de Macrófagos Felinos Fcwf-4 com L. amazonensis. Macrófagos 
felinos Fcwf-4 foram tratados ou não com o polissacarídeo GXM [100 µg/ml] e incubados por 
24 horas. Após o tratamento, as células foram infectadas com promastigotas de L. 
amazonensis na proporção de 10p:1mo a 37ºC/5% CO2 por 2 horas. Posteriormente, as 
culturas foram lavadas e mantidas por diferentes tempos (2, 24 e 48 horas). Ao final de cada 
período, as lamínulas foram coradas por Giemsa, e o índice de infecção foi determinado por 
contagem de, no mínimo, 200 macrófagos por lamínula. (A) Número de parasitos por célula 
infectada; (B) Porcentagem de células infectadas; e (C) o índice de infecção. Dados = Média 
+ SEM de três experimentos independentes em triplicata. *p < 0,05. 

 

4.2​ Viabilidade/Citotoxicidade Celular 
 

Em seguida foi analisada a viabilidade dos macrófagos felinos na presença de L. 

amazonensis e GXM. Os resultados mostraram que em 24 horas as células permanecem 

viáveis, onde se observa 100% de viabilidade em macrófagos 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 situações, foi 

observada viabilidade acima de 98% (Figura 11). 
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Figura 11. Viabilidade dos Macrófagos Felinos Fcwf-4. Macrófagos felinos foram tratados 
ou não com GXM [100 µg/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 CO2. 
Após esse período, as culturas foram lavadas e incubadas por (A) 24 e (B) 48 h a 37 °C/ 5% 
de CO2. Ao final dos tempos experimentais, a porcentagem de viabilidade celular foi 
determinada por comparação com as células controle não tratadas e/ou infectadas CT = 
Controle, L = L. amazonensis, GXM = glucuronoxilomanano Dados = Média+SEM de três 
experimentos em triplicata. 

 

4.3 Análise de Carga Parasitária/Killing: 
 

A fim de confirmar que os parasitos sobrevivem após fagocitose e se são capazes de 

proliferar e se manter viáveis no interior dos macrófagos felinos, foi realizado o experimento 

onde foi possível avaliar a carga parasitária a partir dos parasitos que são liberados dos 

macrófagos infectados. Os dados mostram a presença de L. amazonensis em todos os tempos 

analisados após incubação. Foi observado em 3 dias, 30,9 x 105/mL parasitos em células não 

tratadas e 24 x 105/mL em células tratadas com GXM. Com 5 dias os dados mostram 57,7 x 

105/mLe 69 x 105/mL parasitos vivos em macrófagos felinos tratados ou não com GXM, 

respectivamente. Por fim, com 7 dias o número de parasitos viáveis em células não tratadas 

estimulados foi de 108 x 105/mL e nas células tratadas 81,7 x 105/mL. Não houve diferença 

estatística no número de parasitos recuperados dos macrófagos felinos tratados ou não com 

GXM (Figura 12). 
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Figura 12. Análise da Carga Parasitária em Macrófagos Felinos Fcwf-4. Macrófagos 
felinos Fcwf-4 foram tratados ou não com GXM [100 µg/mL] por 24 horas a 37°C/ 5% de 
CO₂. Após esse período, as culturas foram infectadas com promastigotas de L. amazonensis 
(10 p:1 mo) e incubadas por 2 horas a 37°C/ 5% CO2. Posteriormente, as células foram 
lavadas com PBS e mantidas nas mesmas condições acima. Em seguida, o meio foi 
substituído por meio Schneider, e os macrófagos felinos incubados em estufa BOD a 27°C. A 
quantificação dos parasitos liberados foi realizada em câmara de Neubauer nos dias 3, 5 e 7 de 
incubação. L = L. amazonensis, GXM = glucuronoxilomanano. Gráfico representativo de um 
experimento em triplicata. 

 

4.4 Produção de Óxido Nítrico (NO) 
 

Com o intuito de avaliar a produção de óxido nítrico, um importante mecanismo 

microbicida presente nos macrófagos, foi determinada a produção indireta de NO através da 

dosagem de nitrito no sobrenadante dos macrófagos felinos tratados ou não com GXM 

infectados ou não com L. amazonensis e /ou estimulados ou não com LPS. 

Nossos resultados preliminares mostram que as células Fcwf-4 são capazes de 

produzir NO quando estimuladas com LPS [400ng/mL], onde foi observado uma diferença 

significativa na produção de nitrito em relação ao controle (MO), sendo 1,19 vezes maior. No 

entanto, na presença de GXM foi observada uma redução de 0,91 vezes na produção de NO 

nos macrófagos felinos estimulados com LPS.  

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

amazonensis não mostraram diferença estatística na produção de NO em relação aos 

28 

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


 

macrófagos controles não infectados. Entretanto, em macrófagos felinos estimulados com 

LPS e infectados com L. amazonensis houve uma diminuição de 0,9 vezes na produção de 

NO em relação a células estimuladas com LPS.  O mesmo foi observado em macrófagos 

tratados com GMX infectados com L. amazonensis e estimulados com LPS (Figura 13). 

 

 

 
Figura 13. Produção de Óxido Nítrico por Macrófagos Felinos Fcwf-4. Macrófagos 
felinos Fcwf-4 foram tratados ou não com GXM [100 µg/ml], infectados ou não com 
L.amazonensis (10p:1mo), estimulados ou não com LPS [400 ng/mL], por 24h. A 
concentração de nitrito foi determinada utilizando o sobrenadante por reação colorimétrica 
com reagente de Griess. Gráfico representativo de um experimento em triplicata. p** < 0,01; 
p*** < 0,001; p **** < 0,0001. 

 

4.5 Produção de Radicais de Oxigênio (ROS) 
 

Outro ponto avaliado foi a produção de ROS, outro mecanismo microbicida, onde os 

resultados mostram que em relação aos macrófagos felinos houve uma diminuição de 0,73x 

na produção de ROS basal nas células tratadas com GXM. Na presença de LPS houve um 

aumento de 1,24x na produção de ROS em relação aos macrófagos felinos controles. Nos 
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macrófagos infectados com L. amazonensis não foi observado diferença significativa em 

relação aos macrófagos felinos controles. 

Em comparação às células estimuladas com LPS, a presença de GXM, ou do parasita 

L. amazonensis ou ainda de GXM e L. amazonensis levou há uma redução na produção de 

ROS pelos macrófagos felinos Fcwf-4 de 0,66x; 0,75x; e 0,61x, respectivamente (Figura 14). 

 

Figura 14.  Produção de Espécies Reativas de Oxigênio por Macrófagos Felinos Fcwf-4. 
Macrófagos felinos foram tratados ou não com GXM [100 µg/mL] por 24 horas a 37°C/5% 
CO₂. Em seguida, as células foram infectadas ou não com L. amazonensis (10 p:1 Mo). Após 
2 horas de infecção, foi adicionado ou não LPS [400ng/mL]. As culturas foram mantidas por 
mais 24 horas a 37°C/5% de CO2. Ao final da incubação, as células foram incubadas com a 
sonda fluorescente por 60 minutos no escuro a 37°C. Posteriormente, a intensidade média de 
fluorescência foi determinada em fluorímetro, utilizando excitação a 493 nm e emissão a 522 
nm. Dados = Media + SEM de três experimentos em triplicata. p*** < 0,001; p **** < 
0,0001. 

 

4.6 Expressão Gênica 
 
​ A ativação dos macrófagos confere a essas células propriedades que podem influenciar 

a modulação da resposta imunológica. Dessa forma, avaliou-se a resposta de macrófagos 

felinos Fcwf-4 infectados por L. amazonensis e submetidos ao tratamento com GXM através 

da expressão de citocinas inflamatórias (IFN-γ e TNF-α) e anti-inflamatórias (IL-10 e 

TGF-β), que são importantes mediadores da resposta imune inata e de receptor semelhante ao 
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Toll (TLR-4), utilizando PCR em tempo real (Figura 15). 

Os dados preliminares da análise da expressão de TGF-β mostram que embora haja 

uma tendência de aumento da expressão em macrófagos felinos estimulados com LPS e 

GXM, não houve diferença significativa entre macrófagos felinos Fcwf-4 controle, 

estimulados com LPS, tratados com GXM ou infectados com L. amazonensis. Quando 

comparamos a expressão de TGF-β em macrófagos felinos tratados com GXM e macrófagos 

tratados com GXM e infectados com L. amazonensis, há um aumento de 2,8 vezes da 

expressão de TGF-β em macrófagos felinos tratados com GXM e infectados com L. 

amazonensis. 

A análise dos dados de expressão de IL-10 mostra um aumento de 2,9x na expressão 

de IL-10 em macrófagos felinos Fcwf-4 estimulados com LPS em relação às células controle. 

Os macrófagos felinos infectados com L. amazonensis têm uma tendência de redução da 

expressão de IL-10 em relação à célula controle. Ao compararmos a expressão de IL-10 entre 

macrófagos felinos tratados com GXM e tratados com GXM e infectados com L. amazonensis 

há uma redução significativa na expressão de IL-10.  

Já em relação à expressão de citocinas inflamatórias, observamos uma tendência de 

redução da expressão de IFN-γ em macrófagos felinos estimulados com LPS, tratados com 

GXM e/ou infectados com L. amazonensis comparado aos macrófagos felinos controle.  

Em relação a expressão de TNF-α, outra citocina inflamatória, observamos uma 

redução significativa da expressão de TNF-α ao compararmos macrófagos felinos controle e 

macrófagos estimulados com LPS ou tratados com GXM ou infectados com L. amazonensis 

quando comparadas aos macrófagos felinos controle de 3,2; 97,9; 448,3 vezes 

respectivamente. Observamos também uma redução significativa ao comparamos a expressão 

entre macrófagos felinos tratados com GXM e tratados com GXM e infectados com L. 

amazonensis de 4,5 vezes. 

Por fim, avaliamos a expressão do receptor TLR-4, onde curiosamente observamos 

uma diminuição da expressão de TLR-4 em macrófagos felinos estimulados com LPS e um 

aumento na expressão em células tratadas com GXM em relação aos macrófagos felinos 

controle de 1,8x; 5,9x, respectivamente. Ao compararmos macrófagos felinos tratados com 

GXM e tratados com GXM e infectados com L. amazonensis observamos uma redução 

significativa de 6x da expressão de TLR-4. 
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Figura 15. Perfil de Citocinas dos Macrófagos Felinos Fcwf-4. Macrófagos felinos foram 
tratados ou não com GXM, infectados ou não com L. amazonensis ou estimuladas com LPS 
[400ng/mL]. Após 24 horas, as células foram lisadas e submetidas à extração de RNA, síntese 
de cDNA e quantificação por PCR em tempo real da expressão de citocinas e receptores de 
reconhecimento padrão. Dados = um experimento em sextuplicata **** p < 0,0001; *** p < 
0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05. 

 

5.​ DISCUSSÃO 
 

Os estudos sobre a resposta imune de felinos frente à infecção por Leishmania ainda 

são escassos, e essa lacuna de conhecimento limita a compreensão dos mecanismos 

imunológicos envolvidos, bem como o desenvolvimento de estratégias eficazes de prevenção, 
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diagnóstico e tratamento.A padronização de um modelo experimental baseado na linhagem 

Fcwf-4 nos permite estudar de forma controlada aspectos iniciais relevantes dessa interação, 

mimetizando condições naturais de infecção e torna possível a avaliação de processos de 

imunomodulação.  

O uso de modelos celulares em infecções in vitro é uma ferramenta importante para 

explorar os aspectos da biologia da Leishmania. Estudos mostram que linhagem de 

macrófagos de diferentes espécies são permissivas à infecção por esse parasita, então, dentro 

deste cenário utilizamos a linhagem Fcwf-4 que possui características semelhantes às dos 

macrófagos felinos, permitindo dessa forma a investigação dos aspectos relacionados à 

infecção pela espécie L. amazonensis. Nossos resultados mostram que as células Fcwf-4 

foram capazes de interagir com L. amazonensis em todos os tempos de infecção (2, 24 e 48 

horas), também é observado uma tendência a diminuição da porcentagem de macrófagos 

infectados nos tempos de 24 e 48 horas quando comparados ao tempo de 2 horas, sugerindo 

que apesar de não eliminar o parasita, existe um possível controle da infecção. Assim como a 

Fcwf-4 é capaz de interagir, outros estudos também mostram essa interação, como 

macrófagos derivados de monócitos humanos (Silva et al., 2015), macrófagos peritoneais de 

camundongos (Teles et al., 2015) e macrófagos de linhagem canina DH82 e murina 

RAW264.7 (Nades et al., 2020).  Trabalhos recentes mostram que macrófagos felinos 

derivados de monócitos de sangue tem a capacidade de permanecerem infectados por L. 

infantum, espécie majoritariamente encontrada nesses animais e L. tarentolae, espécie 

encontrada em répteis (Mendonza-Roldan et al., 2025). Na presença de GXM observamos um 

índice de infecção maior comparado a células infectadas sem a presença de GXM. Segundo 

Ferreira-dos-Santos et al. (2025) há aumento significativo em macrófagos murinos infectados 

por L. major tratados com GXM em relação aos não tratados, esse resultado corrobora com o 

índice de infecção no período de 24 e 48 horas encontrado neste estudo, demonstrando que o 

GXM pode influenciar no aumento da infecção por L. amazonensis em macrófagos felinos. 

Segundo Decote-Ricardo et al. (2019), um dos mecanismos observados no polissacarídeo é 

sua capacidade de contribuir para uma supressão imunológica, reduzindo a resposta imune do 

hospedeiro através da secreção de IL-10 que é um potente supressor de citocinas 

pró-inflamatórias, interferindo na imunidade inata da célula. 

Foi observada alta viabilidade celular em todas as condições [infectadas por L. 

amazonensis (L), tratadas com o polissacarídeo (GXM) e células infectadas com L. 

amazonesis e tratadas (GXM+L)] nos tempos de 24 e 48 horas. Esse resultado indica que o 

tratamento com o polissacarídeo e a infecção pelo parasita não são citotóxicos para os 
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macrófagos Fcwf-4, pois uma redução no número de células viáveis estaria relacionada a 

morte celular induzida pelo tratamento com GXM ou pela infecção com L. amazonensis. Esse 

resultado se mostra altamente relevante, uma vez que, alterações na viabilidade poderiam 

influenciar diretamente a interpretação dos resultados das outras análises realizadas durante 

este estudo. Em um estudo realizado por Ferreira-dos-Santos et al. (2025) os autores 

demonstraram que o GXM não é tóxico para macrófagos peritoneais murinos quando tratados 

com dosagens ≤300 μg/mL no tempo de 24 horas. Apesar de não apresentar dados específicos 

de viabilidade em macrófagos de linhagem infectados por Leishmania spp., é possível 

encontrar na literatura vários trabalhos usando modelos in vitro de macrófagos de linhagem 

para estudos com esse hospedeiro, como macrófagos murinos RAW 264.7 (Kolodziej & 

Kiderlen., 2005; Maity et al., 2023; Banerjee et al., 2022) e macrófagos caninos DH82 (Mas 

et al., 2022; Buffi et al., 2022).  

Os parasitos internalizados conseguem ou não se manter no ambiente intracelular 

dependendo dos mecanismos efetores exercidos pelos macrófagos, podendo contribuir para o 

controle da infecção. Desta forma, é importante avaliar a carga parasitária para observar se há 

uma eliminação efetiva do parasita ou se estes permanecem viáveis e são capazes de 

proliferar. Em relação ao número de parasitos viáveis recuperados dos macrófagos felinos 

tratados ou não com GXM, em todos os tempos (3, 5 e 7 dias), não foi observada diferença 

significativa, porém, os resultados indicam uma tendência ao aumento do número de parasitos 

ao longo dos dias, indicando viabilidade e capacidade expansão destes parasitos. A carga 

parasitária de L. amazonensis em macrófagos murinos RAW 264.7 foi relatada 4,3x  menor 

em comparação a infecção em macrófagos caninos DH82 no período de 48 horas, evidenciado 

uma diferença espécie específica da atividade dos macrófagos. Já resultados com GXM, 

Ferreira-dos-Santos et al. (2025) demonstram uma maior carga parasitária de L.major em 

macrófagos peritoneais murinos com 12 dias na presença de GXM, sugerindo 

comprometimento na eliminação do parasita causada por este polissacarídeo   

Os macrófagos produzem ROS e NO como resposta a ativação por estímulos 

inflamatórios, eles atuam principalmente como mecanismos microbicidas no controle dos 

patógenos intracelulares, dentro deste contexto, ROS e NO representam um dos principais 

mecanismos de eliminação da Leishmania spp., sendo frequentemente utilizado o LPS em 

experimentos para induzir essa resposta pró-inflamatória e estimular a produção dessas 

moléculas (Yunna et al., 2020). Segundo Ponti et al. (2001) linfócitos felinos ativados podem 

expressar L-arginina CAT-2, que é responsável 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 produção de nitrito em células estimuladas com LPS em comparação com as 

células controle e uma redução em comparação às 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 infecção por L.amazonensis e o tratamento com o 

polissacarídeo existe uma interferência na ativação induzida por LPS nos macrófagos, onde 

ocorre uma redução da capacidade microbicida da célula e favorece mecanismos de evasão do 

parasita, resultando em um ambiente intracelular mais permissivo para a sua sobrevivência. 

Assim como apresentado por Balestieri et al. (2002), onde células de linhagem murina 

J774-G8 estimuladas por LPS tiveram um aumento da produção de nitrito, já as células 

estimuladas por LPS e infectadas por L.amazonensis apresentaram uma redução acentuada. 

Macrófagos peritoneais murinos infectados por L.major e tratados com GXM não 

apresentaram aumento significativo da produção de NO (Ferreira-dos-Santos et al., 2025).  

Na avaliação de ROS foram observados um aumento na produção em células 

estimuladas com LPS e uma redução em células tratadas com GXM, em relação às células 

controle. Células de linhagem canina DH82 estimuladas com LPS e IFN-γ apresentaram 

aumento da produção de ROS, enquanto células nas mesmas condições, porém tratadas GXM, 

foram capazes de induzir uma diminuição significativa da produção de ROS 

(LaRocque-de-Freitas et al., 2024), o que sugere que o polissacarídeo promove uma 

imunomodulação negativa nas células. Além disso, a produção 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 comparação com as células 

estimuladas com LPS. Não houve diferença significativa das células infectadas por 

L.amazonensis em comparação 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 produção de ROS em células infectadas por L.amazonensis em relação ao controle. 

Desta forma, os dados encontrados neste estudo sugerem que o LPS estimula a produção de 

ROS como parte da resposta imune inata, porém, a presença da L. amazonensis e do 

polissacarídeo GXM podem reduzir essa resposta, supostamente por meio de mecanismos de 

imunomodulação limitando a ativação microbicida dos macrófagos. 

A Leishmania dispõe de estratégias para inverter os mecanismos microbicidas 

ativados pelas células, onde são capazes de promover a indução de citocinas 

imunossupressoras, como TGF-β e IL-10 citocinas relacionadas a desativação das funções dos 

macrófagos (Costa-da-Silva et al., 2022). Observou-se uma diferença significativa em células 

tratadas com GXM que mostrou uma redução na expressão de TGF-β em comparação a 
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células tratadas e infectadas por L. amazonensis (GXM+L). Resultados obtidos na expressão 

TGF-β em macrófagos murinos RAW264.7 aumentaram 2 vezes a expressão em comparação 

com células controle não infectadas (Nadaes et al., 2020). Em macrófagos caninos DH82, o 

TGF-β aumentou 1,8 vezes em células tratadas com GXM em relação a células não tratadas 

(LaRocque-de-Freitas et al., 2024) e em macrófagos peritoneais murinos infectados por 

L.major e tratados com GXM também houve um aumento da expressão (Ferreira-dos-Santos 

et al., 2025). 

A análise da expressão de IL-10 é fundamental, uma vez que esta citocina está ligada a 

progressão das leishmanioses, pois níveis elevados de IL-10 contribuem para a replicação do 

parasita nos macrófagos inibindo mediadores pró-inflamatórios, como IFN-γ e NO (Silva et 

al., 2022). O resultado mostrou um aumento significativo das células estimuladas com LPS 

em relação às células controle e uma redução em células tratadas com GXM e tratados com 

GXM e infectados com L. amazonensis. A infecção por L. donovani e L.major e o estímulo de 

LPS+IFN-γ induziram a expressão de IL-10 em células murinas RAW264.7 (Kolodziej & 

Kiderlen, 2005), em concordância com o resultado, Nadaes et al.(2020) mostraram que 

células murinas RAW264.7 e caninas DH82 infectadas por L. amazonensis e L.infantum 

estimuladas por LPS aumentaram a expressão de IL-10. Os dados desse estudo não apontam 

diferença estatística entre as células controle e células tratadas com GXM, diferindo dos 

dados encontrados por Ferreira-dos-Santos et al.(2025), que mostram que em macrófagos 

peritoneais murinos infectados por L.major e tratados com GXM houve um aumento da 

expressão. A diferença observada entre a resposta das células murinas RAW264.7 e caninas 

DH82 para a resposta da célula felina Fcwf-4 pode estar associada as condições do estímulo 

utilizado no modelo experimental, nas variações do tipo celular e/ou na espécie de origem. 

Além disto, é possível sugerir que a infecção das células Fcwf-4 pelo parasita sem outro 

estímulo, como o LPS, pode não ser suficiente para induzir uma ativação celular significativa. 

A expressão de IFN-γ é fundamental para a eliminação dos parasitos pelos 

macrófagos, pois promovem a ativação do perfil M1, aumentando a produção de NO e assim, 

favorecendo a morte do parasita (Abdoli et al., 2017). O resultado obtido da expressão de 

IFN-γ não apresentou nenhuma diferença significativa. A interação entre macrófagos e 

Leishmania, através da secreção de citocinas pró-inflamatórias (IFN- γ) é feita através da 

diferenciação de macrófagos em M1, onde possue um aumento de ROS resultando em morte 

do parasita Leishmania (Almeida et al., 2023). Um estudo feito com macrófagos felinos 

Fcwf-4 com interação de cepas bacterianas isoladas de felinos (Lactobacillus rhamnosus e 

Bifido bacterium animalis subsp. lactis), mostra que essa célula reduziu a expressão de IFN-γ 
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em ambos os tratamentos (Jang et al., 2024). Essa divergência no resultado pode estar 

associada ao  estímulo.  

Resultados preliminares deste estudo mostraram uma redução na expressão de TNF-α 

em todas as condições. Essa citocina é produzida principalmente após a ativação dos 

macrófagos e possui funções como citotoxicidade, inflamação, remodelamento tecidual e 

defesa contra microrganismos (Da-Cruz et al., 1996). Os dados apresentados por Souza et al. 

(2010), mostram que LPS+ IFN-γ é capaz de estimular a expressão de TNF-α em macrófagos 

humanos infectados por L. braziliensis; e Takano et al. (2007), onde células mononucleares do 

sangue periférico felino (PBMC) expressaram significativamente TNF-α em culturas 

infectadas pelo vírus da peritonite infecciosa felina. Em macrófagos peritoneais murinos 

infectados por L.major e tratados com GXM não foi observada diferença na expressão 

(Ferreira-dos-Santos et al., 2025). A infecção por L. donovani e e L.major com ou sem o 

estímulo de LPS+IFN-γ induziram a expressão de TNF-α em células murinas RAW264.7 

(Kolodziej & Kiderlen, 2005). Em macrófagos felinos Fcwf-4, com interação da cepa 

bacteriana Lactobacillus rhamnosus, mostraram uma redução significativa da expressão de 

TNF-α (Jang et al., 2024). Desse modo, os dados apontam que o TNF-α tem uma menor 

expressão em células de linhagem felina Fcwf-4, diferente dos macrófagos humanos, das 

células RAW264.7 ou de macrófagos peritoneais murinos podendo ser relacionado às 

variações do tipo celular, da espécie ou do estímulo realizado. 

​ O TLR-4 é descrito como um receptor importante para a ativação da imunidade inata e 

na modulação da resposta adaptativa durante a leishmaniose. Esse receptor reconhece padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs) da Leishmania  que contribui para o controle da 

infecção (Rasouli et al., 2012). No estudo foi observado uma redução da expressão de TLR-4 

em macrófagos felinos estimulados com LPS e um aumento na expressão em células tratadas 

com GXM, quando comparados com o controle, e uma diminuição das células tratadas com 

GXM e infectados com L. amazonensis em comparação as células tratadas com GXM. 

Segundo Chandel et al.(2014), observaram que a expressão de receptores Toll-like sob 

estímulo de CD40 em macrófagos murinos, derivados de BALB/c infectados por L. major, 

que apenas TLR-9 teve sua expressão aumentada em relação ao grupo não infectado. A 

molécula CD40 é importante para a ativação de APCs, e desempenha papel na resposta contra 

Leishmania, promovendo a produção de citocinas pró-inflamatórias e a ativação de células 

Th1, que são essenciais para a eliminação do parasita. A ativação de CD40 aumenta a 

expressão de TLR-9, formando um mecanismo que reforça a resposta imune protetora 

(Chandel et al. 2014). Em relação aos resultados obtidos, de expressão de TLR-4, não foram 
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encontrados dados na literatura que pudessem contribuir com a discussão, mas infere-se que a 

supressão de TLR-4 pode contribuir para a evasão imune de Leishmania. 

Os nossos resultados demonstram pela primeira vez a interação entre L. amazonensis e 

macrófagos de linhagem felina Fcwf-4e apontam para uma dinâmica em que o parasita é 

capaz de modular a célula hospedeira. O tratamento com o polissacarídeo GXM sugere a 

persistência intracelular do protozoário, comprometendo mecanismos celulares para o 

controle da infecção, como a produção de ROS e NO. Não existem estudos que mostrem a 

interação desta linhagem celular com Leishmania e poucos são os estudos envolvendo 

características desta célula. Assim, é de suma importância que esses dados mostram a 

capacidade deste modelo celular para novas pesquisas.  

6.​ CONCLUSÃO 
 

Este estudo demonstra pela primeira vez que os  macrófagos felinos Fcwf-4 são capazes 

de interagir com promastigotas de L. amazonensis e os parasitos permanecem viáveis por pelo 

menos 48 horas no interior desses macrófagos. Os dados também mostram que na presença do 

polissacarídeo GXM de C. neoformans há uma imunomodulação da resposta, favorecendo a 

sobrevivência intracelular do parasita. A presença do polissacarídeo GXM altera os 

mecanismos microbicidas, como a produção de NO e ROS, e reduz a ativação 

pró-inflamatória dos macrófagos. Esses achados destacam o modelo Fcwf-4 como relevante 

para o estudo das interações hospedeiro–parasita e para o desenvolvimento de novas 

abordagens terapêuticas bem como se apresenta como uma excelente ferramenta para 

aprofundar estudos sobre a leishmaniose felina. 
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