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RESUMO 

 

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doença causada por 

diferentes espécies do gênero Leishmania que possui alta incidência na região norte do Brasil. 

A Leishmania é um parasito intracelular obrigatório que se replica em células do sistema 

fagocítico mononuclear, principalmente macrófagos. Durante o processo inflamatório os 

macrófagos normalmente aumentam a produção de corpos lipídicos, principal local de 

produção de prostaglandina, substância pró-inflamatória. O tratamento da LTA é baseado em 

quimioterapia, entretanto, as drogas disponíveis são tóxicas e com elevado custo. Assim, o 

desenvolvimento de drogas efetivas e sem efeitos colaterais para o tratamento da leishmaniose 

é prioridade. Toxinas animais apresentam extraordinária diversidade de atividades biológicas. 

Entretanto, as bases moleculares da ação destas toxinas ainda são pouco conhecidas. A 

crotoxina (CTX), o principal componente do veneno de serpente da espécie Crotalus durissus 

terrificus, é um composto bioativo com diversas propriedades, dentre elas podemos citar sua 

atividade no combate a cânceres e a microrganismos, e sua participação na modulação de 

citocinas (Barros et al. 2015; Brigatte et al.,2016; Samy et al., 2016). Além disso, nosso 

grupo de pesquisa demonstrou que a CTX 2,4µg/mL é capaz de ativar macrófagos em perfil 

inflamatório durante interação com o parasito, visto que foi observado aumento da produção 

de citocinas pró-inflamatórias como IL-6 e TNF-α, aumento dos níveis de substâncias 

microbicidas como o óxido nítrico (NO) e de eicosanoides como a prostaglandina, além do 

acúmulo de corpos lipídicos no interior dos macrófagos após 24 horas de tratamento. Desta 

forma, o objetivo deste trabalho foi analisar se há diferença na produção de corpos lipídicos 

em formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis e em macrófagos 

infectados e não infectados com o parasito após tratamento com CTX. Os resultados obtidos 

demonstraram que a CTX é capaz de induzir aumento de corpos lipídicos em promastigotas e 

em macrófagos infectados com L. (L.) amazonensis, tratados com CTX. Entretanto não houve 

alteração no número de corpos lipídicos em macrófagos não infectados tratados com CTX. 

Com base nos resultados podemos concluir que a CTX possui capacidade de ativar 

macrófagos na presença do parasito, atuando na imunomodulação da célula hospedeira em 

resposta a infecção, podendo ser eficaz no tratamento contra leishmaniose.  

 

Palavras chave: crotoxina, Leishmania, corpos lipídicos, macrófagos 
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ABSTRACT 

   

American cutaneous leishmaniasis (ACL) is a disease caused by different species 

of the genus Leishmania with high incidence in the northern region of Brazil. Leishmania is 

an obligate intracellular parasite that replicates in cells of the mononuclear phagocytic system, 

mainly macrophages. During the inflammatory process, macrophages usually increase the 

production of lipid bodies, the main site of prostaglandin production, a pro-inflammatory 

substance. The treatment of ACL is based on chemotherapy, however, the drugs available are 

toxic and high cost. Thus, the development of effective drugs from bioproducts for the 

treatment of leishmaniasis is a priority. Animal toxins have a great diversity of biological 

activities. However, the molecular bases of action of these toxins are still litlle known. 

Crotoxin (CTX), the main component of snake venom of the species Crotalus durissus 

terrificus, is a bioactive compound with several properties that protect against cancers and 

microorganisms, besides participating in the modulation of cytokines (Barros et al., Brigatte 

et al., 2016, Samy et al., 2016). In addition, our research group demonstrated that CTX 2.4 μg 

/ mL is able to active macrophages in an inflammatory model during an interaction with the 

parasite, and increased production of pro-inflammatory cytokines such as IL-6 and TNF-α, 

elevated levels of microbicides such as nitric oxide (NO) and prostaglandin. It lead to the 

accumulation of lipid bodies inside the macrophages after 24 hours of treatment. In this way, 

the objective of this work was analyze the production of lipid bodies after the treatment with 

CTX. The results obtained demonstrate that CTX is able to induce increase of lipid bodies in 

promastigotes and in macrophages infected with L. (L.) amazonensis treated with CTX. 

However, there was no change in the number of lipid bodies in uninfected macrophages 

treated with CTX. Based on the results we can conclude that a CTX has the ability to activate 

macrophages in the presence of parasites and this way can aid these cells during an immune 

response against the parasite and may be effective in the treatment of leishmaniasis. 

 

 

Key words: crotoxin, Leishmania, lipid bodies, macrophage.
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. ASPECTOS GERAIS  

 

As leishmanioses são um conjunto de doenças que estão distribuídas em 98 países 

no mundo. Acometem cerca de 12 milhões de pessoas e apresentam 0,7 a 1,2 milhões de 

novos casos (Izadi et al., 2016). O agente causador desta antropozoonose são protozoários 

pertencentes ao gênero Leishmania que é transmitido através do repasto sanguíneo do inseto 

vetor conhecido como flebotomíneo (Yao & Wilson, 2016). 

Dentre os países afetados por esta doença, a maior parte está localizado em zonas 

tropicais do globo, como nas regiões da África, Ásia, e América Latina, além dos países da 

Europa mediterrânea (Savoia et al., 2015; Bates et al., 2015). O Brasil é um dos principais 

países acometidos pela doença, sendo que a maior parte desses casos se localiza na região 

Amazônica (Pires et al., 2015). Nas Américas, as leishmanioses podem ser classificadas, 

dependendo do quadro clínico, em leishmaniose visceral americana (LVA) e leishmaniose 

tegumentar americana (LTA), que incluem leishmaniose cutânea difusa (LCD), leishmaniose 

cutânea localizada (LCL) e leishmaniose mucocutânea (LMC). As manifestações clínicas 

divergem de acordo com a espécie do protozoário e o sistema imunológico do paciente 

(Wilson & Pearson, 1990; Gonzáles et al., 2015).  

O tratamento de primeira escolha utilizado contra as leishmanioses são os 

antimoniais pentavalentes. As drogas de segunda escolha são anfotericina B e pentamidinas. 

Porém, estas drogas apresentam algumas limitações como: alto custo, elevada toxicidade, 

grande período de duração do tratamento, formas invasivas de administração e 

desenvolvimento de resistência de algumas espécies aos medicamentos (Srivastava et al., 

2016). 

Além das limitações existentes no tratamento, não há uma vacina para combater 

as leishmanioses, dessa forma, torna-se importante a busca por tratamentos alternativos que 

sejam de baixo custo, com pouca toxicidade e menos invasivos. Os bioprodutos são o foco 

das pesquisas para a busca de novos tratamentos alternativos para as leishmanioses (Barros et 

al., 2015; Duarte et al., 2016). Estudos recentes mostraram o potencial leishmanicida in vitro 

e in vivo de vários compostos naturais, obtidos da flora e fauna, contra Leishmania, como 

exemplo podemos citar o extrato etanóico de Artemisia absinthium, uma espécie de planta, e 

subunidades do veneno de serpentes, como o veneno de Bothrops jararacussu (Azizi et al. 

2016; De Barros et al., 2016).  
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1.2. GÊNERO LEISHMANIA 

 

1.2.1. Classificação taxonômica 

 

O protozoário causador das leishmanioses pertence ao gênero Leishmania, ordem 

Kinestoplastida e família Tripanossomatidae (Ross, 1903). Muitas classificações foram 

criadas para dividir o gênero, mas segundo Lainson e Shaw (1987), os protozoários podem ser 

subdivididos em dois subgêneros, baseado no local de desenvolvimento do parasito no trato 

digestivo do inseto vetor, os subgêneros Viannia e Leishmania. Atualmente são conhecidas 

aproximadamente 53 espécies de Leishmania spp. (Akihound et al., 2016), porém apenas 20 

espécies causam doença ao homem, das quais 8 foram identificadas no Brasil, sendo duas do 

subgênero Leishmania e seis do subgênero Viania. Dentre estas, as três principais espécies 

que causam as formas clínicas de Leishmaniose no país são L. (V) braziliensis, L. (V.) 

guyanensis, e a L. (L.) amazonensis, que será o foco deste estudo (Brasil, 2010; Laison et al., 

2010). 

 

 

1.2.2. Morfologia 

 

A Leishmania é um parasito intracelular obrigatório, que tem como célula alvo as 

células do sistema fagocítico mononuclear, principalmente, os macrófagos (Handman & 

Bullen, 2002). Estes protozoários possuem ciclo digenético, ou seja, durante seu ciclo há um 

hospedeiro invertebrado e um vertebrado. Além disso, estes protozoários apresentam duas 

formas evolutivas: a infectante, chamada promastigota metacíclica e a de resistência, 

conhecida como amastigota (McGuire et al., 2013).  

A forma promastigota tem corpo fusiforme apresentando um flagelo livre a partir 

da bolsa flagelar e são encontradas no hospedeiro invertebrado. Já as formas amastigotas são 

encontradas no interior dos macrófagos do hospedeiro vertebrado, possuem forma 

arredondada, com um pequeno flagelo internalizado (Figura 1). As organelas presentes no 

interior de ambas as formas são semelhantes, a saber: o núcleo, o complexo de Golgi, o 

retículo endoplasmático, ribossomos, vacúolos, corpos lipídicos, uma estrutura diferenciada 

conhecida como cinetoplasto, entre outras (Pessôa & Martins,1982; Laison, 2010). 
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Figura 1: Morfologia do parasito Leishmania. Fonte: Teixeira et al., 2013. Em A observa-se a forma evolutiva 

infectante do parasito conhecida como promastigota e em B a forma evolutiva resistente, a amastigota.  

 

 

1.2.3. Ciclo biológico 

       

Para que o ciclo da Leishmania spp. se desenvolva, é necessário um hospedeiro 

intermediário (Figura 2) chamado flebotomíneo, que pertence ao gênero Lutzomyia, da 

subfamília Phlebotominae e família Psychodidae. Durante o repasto sanguíneo de um 

hospedeiro vertebrado infectado, as fêmeas do flebótomo ingerem formas amastigotas 

presentes no sangue ou dentro dos macrófagos. No intestino, se transformam em flagelados 

pequenos, ovoides, pouco móveis e após alguns dias dão origem a formas promastigotas 

delgadas e longas. As moléculas de superfície da Leishmania, LPG e GP63, protegem o 

parasito da ação digestória do inseto e através dos flagelos, os parasitos ficam ligados às 

microvilosidades intestinais evitando que sejam excretadas (Soares et al., 2002; Neves et al., 

2005).  

Em seguida, os parasitos migram para o estômago onde transformam-se em 

paramastígotas procíclicas, as quais permanecem no esôfago e na faringe, onde ocorre a 

metaciclogênese. Este processo que torna o parasito infectante através de várias reações                                                         

bioquímicas, onde a mais importante é a variação dos tamanhos das porções glicídicas das 

moléculas de LPG. Esta forma é então chamada promastigota metacíclica, cujo corpo é 

pequeno e o flagelo alongado, sendo quase duas vezes o tamanho da promastigota procíclica 

(Grimald & Tesh, 1993).  
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Na sua nova forma evolutiva, a Leishmania, migra para a probóscida do vetor e 

durante um novo repasto sanguíneo são transmitidas para um novo hospedeiro (Bates et al., 

1994). A saliva do flebotomíneo ajuda no processo de transmissão já que possui 

neuropeptídios vasodilatadores que levam à imunossupressão do hospedeiro no local do 

repasto, inibindo citocinas inflamatórias, aumentando a efetividade de IL-4 e IL-10, citocinas 

anti-inflamatórias (Andrade et al., 2005; Neves et al., 2005). 

Figura 2: Ciclo biológico da Leishmania. Fonte: Centers of Diseases Control and Preservation, 2013. O ciclo  

inicia-se através do repasto sanguíneo do flebotomíneo que injeta as formas promastigotas no hospedeiro 

vertebrado (1). Então as promastigotas são fagocitadas por macrófagos (2) e posteriormente transformadas em 

amastigotas (3), as quais multiplicam-se até o rompimento da célula hospedeira (4). Posteriormente o vetor 

ingere as amastigotas (5) ou células parasitadas (6) durante novo repasto sanguíneo. As amastigotas 

transformam-se em promastigotas no intestino médio do vetor (7) e após diversas divisões binárias migram para 

a prosbócida do inseto (8) para que sejam injetadas em um novo hospedeiro e o ciclo se reinicie. 

  

Uma vez no sangue, os parasitos são capazes de modular a ação do sistema 

complemento e ativar o fator C3 e seus derivados (C3b, C3bi e C3dg), os quais são 

reconhecidos pelos receptores CRI, CR2, CR3 e CR4 dos macrófagos que realizam o 

processo de fagocitose. Porém, a internalização dos parasitos ocorre de forma silenciosa onde 

o mecanismo microbicida, conhecido como “burst oxidativo”, não é ativado por ação 

inibitória das suas moléculas de superfície, GP63 e LPG (Isnard et al., 2012; Franco et al., 

2012). 
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Após a fagocitose há a formação do vacúolo parasitóforo e as promastigotas 

tornam-se amastigotas. Neste cenário, a molécula de LPG continua a proteger o parasito 

contra as enzimas lisossomais, contra espécies reativas do oxigênio (EROs) e ainda pode 

modular a síntese de óxido nítrico e citocinas pró-inflamátorias. (Franco et al., 2012). As 

amastigotas se multiplicam por divisão binária até que o macrófago se rompa e liberem-nas na 

corrente sanguínea, onde infectam novas células ou são ingeridas por flebotomíneos, 

reiniciando o ciclo (WHO, 2010). 

 

 

1.2.4. Principais organelas e estruturas do parasito. 

        

O protozoário Leishmania possui várias organelas importantes para seu 

desenvolvimento no hospedeiro e para manutenção do seu próprio metabolismo, e estas 

podem ter algumas diferenças entre as suas formas evolutivas. Dentre as principais organelas 

está a membrana plasmática, que assim como em outros organismos funciona como uma 

barreira entre o citoplasma e o meio externo, selecionado o que entra e sai da célula. Porém, 

neste parasito ela é dividida em três partes com funções especializadas: a membrana 

plasmática do corpo flagelar que se liga aos microtúbulos subpeculiares e é nela que estão 

presentes as moléculas de superfície, LPG e GP63, que as protegem do sistema imune; a 

membrana flagelar, a qual envolve os microtúbulos do axonema; e por fim, a bolsa flagelar, 

responsável pelo metabolismo de nutrição através dos processos de endocitose e exocitose 

(Webster & Russell, 1993; De Souza et al., 2009).  

Nas amastigotas, todas as moléculas endocitadas pela bolsa flagelar vão para o 

megassomo, organela com atividade lisossomal e que produz cisteíno proteinases, importantes 

para sua sobrevivência dentro dos macrófagos (De Souza et al., 2009).  Além de atuar no 

metabolismo, a bolsa flagelar comporta o corpo basal de onde surge o flagelo através do 

axonema, estrutura presente apenas em organismos da ordem Kinestoplastida (Gull, 1999; De 

Souza et al., 2013). O flagelo tem função de movimento, de fixação do parasito ao intestino 

do hospedeiro invertebrado, é sensitivo e é formado pelo citoesqueleto flagelar. (Landfear & 

Ignatushchenko, 2001; Rotureau et al., 2009). Também existem outros tipos de citoesqueleto: 

os microtúbulos subpeculiares que dão sustentação ao corpo do parasito; e o corpo basal, que 

participa da divisão celular e é constituído por centríolos (Gadelha et al., 2013). 

Além do axonema, a outra e principal organela que diferencia a ordem 

Kinetoplastida é a sua mitocôndria, uma organela única que se estende por todo o corpo do 
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parasito e termina em uma estrutura conhecida como cinetoplasto, presente apenas nestes 

organismos. O cinetoplasto é o local em que o DNA mitocondrial está presente e permanece 

paralelo ao corpo basal (Degrave et al., 1994; Pereira & Brandão, 2013). Já o DNA do 

parasito está presente no seu núcleo esférico, que pode ser central ou excêntrico, possuindo 

cromatina com disposição variável e um nucléolo (Michalick & Ribeiro, 2011). 

Porém, a despeito das semelhanças com outros organismos, a Leishmania 

apresenta características que as diferenciam até dos outros Trypanossomatídeos. Um exemplo 

disto é a presença exclusiva do glicossomo, estrutura onde ocorrem os processos de 

metabolização de açúcares e lipídios, presentes principalmente nas formas amastigotas 

(Colasante et al., 2013).       

A Leishmania possui ainda organelas que regulam a homeostase, como os 

acidocalcissomos, organelas ácidas que armazenam cálcio e fósforo, regulam o pH, e realizam 

a osmoregulação, além de uma estrutura que regula o metabolismo lipídico conhecida como 

corpo lipídico (Miranda et al., 2008). O retículo endoplasmático também auxilia na 

homeostase, além de dividir outras funções com o complexo de Golgi como: síntese de 

lipídios, proteínas e está envolvido nos processos de glicosilação e sulfatação (Teixeira et al., 

2013). 

 

 

1.3. RELAÇÃO PARASITO X HOSPEDEIRO 

 

A Leishmania tem tropismo por células do sistema imune, principalmente os 

macrófagos, um ambiente inóspito e potencialmente tóxico para o parasito. Estas células 

hospedeiras são capazes de produzir fatores pró e anti-inflamatórios. O protozoário depende 

grandemente da resposta dessa célula à infecção que poderá ajudar na manutenção da doença 

ou suprimi-la (Gibson-corley et al., 2014; Liu et al., 2014; Liu et al., 2015). A escolha do 

perfil de ativação do macrófago se dá mediante sinalização por outras células como os 

linfócitos T CD4+, que liberam citocinas no local da infecção (Gibson-corley et al., 2014). 

Este primeiro perfil de macrófagos, os pró-inflamatórios, são ativados por meio de 

liberação de INF-ɤ, TNF-α e IL-2, que os levam a uma resposta conhecida como Th1 (Figura 

3), tornando-os ativados em M1, com liberação de mais citocinas como IL-12, IL-23, IL-6 e 

TNF-α no local da inflamação. Logo, há o recrutamento de outras células ao local da infecção 

e produção de substâncias que tem ação microbicida contra o patógeno, como o óxido nítrico 

(NO) e EROs, associados a alterações morfológicas como o espraiamento, processo 
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importante para migração e diferenciação dessas células (Lasunskaia et al, 2006; Baardman et 

al, 2015; Xuan et al., 2015). 

Mas existe um segundo modo de ativação que é o induzido pela resposta 

imunológica do tipo Th2, onde macrófagos M2 são ativados, principalmente por IL-4 e 

passam a se comportar de forma anti-inflamatória, liberando citocinas como IL-4, IL-10 e 

TGF-β (Baardman et al, 2015; Han et al, 2016). Os macrófagos M2 atuam na cicatrização e 

promovem o reparo e remodelamento de tecidos.  Entretanto, em infecções e no combate de 

tumores, macrófagos M2 tem baixa eficácia pois contribui para a angiogênese e tem baixa 

capacidade de apresentação de antígenos, além de ter pouca produção de NO e EROs (Liu, et 

al, 2015; Bashir et al., 2016). Porém, segundo alguns autores, não existem apenas estes dois 

perfis de ativação, sendo apenas os dois extremos do comportamento do macrófago (Jablonski 

et al., 2015).  

    

Figura 3: Resposta macrofágica M1 e M2. Fonte: Peferoen et al., 2014. 

 

A L. (L.) amazonensis parece ter capacidade de induzir resposta Th2 nos 

macrófagos, o que facilita sua proliferação e a permanência da infecção (Bashir et al., 2016). 

Mas, segundo Teixeira et al. (2015), pode haver ainda um misto entre as respostas Th1 e Th2, 

com produção tanto de IL-4 quanto IFN-γ, citocina que segundo Gilbson-Corley et al. (2014), 

apesar de ser pró-inflamatória, pode auxiliar na replicação desta espécie de Leishmania 

quando não combinada com outro fator pró-inflamatório. Além disso, o mesmo autor destaca 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lasunskaia%20EB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17005905
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maior resistência da L. (L.) amazonensis ao NO quando comparado com outras espécies, 

como a L. major. 

Além disso, o protozoário possui outros mecanismos que facilitam o seu escape 

frente a macrófagos M1. Isto torna os parasitos capazes de infectar, permanecer, e se 

reproduzir no interior da célula hospedeira, que posteriormente sofre ruptura e 

consequentemente libera as formas amastigotas no sangue para continuidade da infecção (Liu 

& Uzonna, 2012; Hassani et al., 2014). Quando entra em contato com patógenos, incluindo o 

protozoário, a célula do hospedeiro começa a sofrer algumas modificações como o 

desenvolvimento do complexo de Golgi, retículo endoplasmático, aumento no número de 

lisossomos e rearranjo do citoesqueleto para o processo de fagocitose (Patel & Harrison, 

2008; Smit et al., 2008).  

Durante a fagocitose ocorre a detecção do microrganismo pelos receptores CR1, 

CR3 e manose-frutose do fagócito (Liu & Uzonna, 2012) para sua destruição. Porém o 

parasito Leishmania utiliza suas principais moléculas de superfície, as glicoproteínas GP63 e 

os lipofosfoglicano (LPG), que constituem a maior parte da superfície de sua membrana na 

forma promastigota para evadir da resposta imune do macrófago (Gueirard et al., 2008). 

A glicoproteína GP63 é uma metaloprotease, enquanto que o LPG é um 

glicopeptídeo composto de várias unidades de dissacarídeos ligados a uma cauda de 

fosfatidilinositol através de um núcleo hexasacarídico fosforilado (Hassani et al., 2014; Favila 

et al., 2015). Ambos são capazes de bloquear a ação lítica do sistema complemento através da 

inibição da molécula C3b, clivando-a em C3bi, a qual não é capaz de dar continuidade a 

cascata e chegar a formação do complexo de ataque a membrana do sistema complemento 

(Oliver et al., 2005; Paranaíba et al., 2015; Shio et al., 2015).  

Além disso, estas duas moléculas ainda exercem outras funções após a fagocitose, 

já no interior da célula hospedeira. No meio intracelular, os parasitos permanecem dentro de 

vacúolos parasitóforos chamados fagolisossomos, pois são derivados da fusão entre os 

fagossomos e os lisossomos, os quais liberam enzimas capazes de atacar microrganismos 

(Matheoud et al., 2013). Porém, a GP63 apresenta ótima atividade em meio ácido, por isso 

apresenta eficiência na degradação destas enzimas, o que permite a sobrevivência das formas 

amastigotas dentro do vacúolo (Oliver et al., 2005; Hassani et al., 2014).    

Porém, logo que o parasito é fagocitado, ainda estão na forma promastigota, 

menos resistente, e neste momento quem atua é o LPG. Ele é capaz de retardar a fusão do 

fagossomo ao lisossomo, e consequentemente retardando o contato da Leishmania com as 

enzimas lisossomais, o que permite que ela tenha mais tempo para diferenciar para formas 
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amastigostas (Matheoud et al., 2013; Paranaíba et al., 2015). Estes processos demonstram que 

o parasito é capaz de manipular o ambiente inóspito, adequando-o às suas necessidades para 

sobrevivência e propagação da infecção, dessa forma, o estudo destes mecanismos é muito 

importante para o controle da doença (Shio et al., 2015). 

 

 

1.3.1. Corpos lipídicos e o processo inflamatório 

 

Os corpos lipídicos são organelas com função de estocagem e 

compartimentalização de lipídeos e estão presentes em vários seres vivos, inclusive nos 

mamíferos hospedeiros e no protozoário Leishmania spp. (De Sousa et al.,2019; Arcanjo et 

al., 2015).  Inicialmente, achava-se que sua única função era a de reserva metabólica, sendo 

associados aos tecidos envolvidos no metabolismo de lipídios, como o fígado e tecido adiposo 

(Farese & Walter, 2009). 

Sua estrutura é composta por uma monocamada de fosfolipídios, glicolipídios 

anfipáticos e/ou esteroides, com lipídios neutros no seu interior, como triglicerídeos e ésteres 

de esteróis (Arcanjo et al., 2015). Na superfície da sua membrana estão ligadas várias 

proteínas como ADRP (Proteína relacionada a diferenciação de adipócitos), peripilina, 

adofilina e TIP47 (Proteína de interação de cauda de 47 kDa) que desempenham papéis como 

formação, montagem, degradação e mobilização dos corpos lipídicos (Shen et al., 2015; Lin 

et al., 2014). 

Porém, outros estudos revelaram maior importância da organela, pois comprovou-

se que em mamíferos é capaz de realizar tráfego celular, transmissão e regulação de 

sinalização (Bickel et al., 2009). Parecem ainda participar da resposta imune, fato que foi 

observado durante o processo de fagocitose, havendo liberação de seu conteúdo no interior 

dos fagolisossomos, o que indica que há grandes chances de que os corpos lipídicos sejam 

essenciais nesse processo (Dvorak et al.,1983; Araújo-Santos et al., 2014).  

Além disso, os corpos lipídicos possuem ácido araquidônico (AA), um precursor 

da formação de eicosanoides, importantes mediadores inflamatórios. Neles também são 

produzidas todas as enzimas necessárias para a produção destes mediadores, como as 

cicloxigenases (COX), que pode ser subdividida em COX-1, associada da ativação de 

plaquetas em lesões e a COX-2, inibe as plaquetas de provocando vasodilatação (Dennis & 

Norris, 2015).  
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Ambas as COX são responsáveis por oxidar o AA e assim formar a 

prostaglandina E2 (PGE2), um dos eicosanoides que tem função na resposta inflamatória a 

receptores Toll-like e citocinas pró-inflamatórias. Dessa forma, o aumento da produção de 

PGE2 por macrófagos é associado ao processo infeccioso, e consequentemente o aumento dos 

corpos lipídicos é usado como marcador inflamatório (Araújo-santos et al., 2014). 

Sobre a presença dos corpos lipídicos nos patógenos, ainda não existem muitos 

estudos, porém sabe-se que alguns deles tem capacidade de adaptar estas organelas no 

hospedeiro de acordo com a sua necessidade. O Toxoplasma gondii, por exemplo, é capaz de 

aumentar a quantidade de corpos lipídicos nos macrófagos infectados e ainda de uni-los ao 

seu vacúolo parasitóforo, utlilizando-os como fonte de lipídios (Mota et al., 2014). Outros, 

como o Mycobacterium tuberculosis e o Trypanosoma cruzi que podem utilizá-los durante 

mecanismo relacionados a continuidade da infecção (Rabhi et al., 2016).  

Porém, o parasito pode se beneficiar do aumento dos corpos lipídicos, que 

consequentemente aumentam produção de PGE2. Este eicosanoide pode estar ligado a outra 

via que induz a elevação da produção das citocinas anti-inflamatórias como IL-10 e TGF-beta 

e redução da produção de NO (Araújo-Santos et al., 2014). Dessa forma, mais estudos devem 

ser realizados para que se tenha conhecimento sobre a indução do aumento de corpos 

lipídicos, que deve ocorrer por vias que auxiliem a defesa do hospedeiro, e não o 

favorecimento do patógeno. 

 

 

1.4.    TRATAMENTO 

 

Desde a década de 1940, as substâncias utilizadas como primeira escolha para o 

tratamento das leishmanioses são os antimoniais pentavalentes, dentre eles estão o 

antimoniato N-metil glucamina, e estibogluconato de sódio (Gontijo et al., 2004; Brasil, 

2006). Entretanto, estas drogas geram vários efeitos colaterais, dentre eles: cefaléia, náuseas, 

vômitos, febre, mialgia e artralgia, além de efeitos tóxicos que comprometem órgãos 

importantes como o coração, os rins e o fígado (García-Almagro et al., 2005). Além disso, 

estes compostos também possuem elevado custo e dificuldade de administração, visto que são 

aplicados apenas pela via parenteral diariamente. Isto faz com que o paciente necessite 

permanecer internados em hospitais. Outro problema recentemente descoberto é a resistência 

a estes medicamentos por algumas espécies, devido seu uso indiscriminado. Estas 

desvantagens fazem com que os antimoniais pentavalentes sejam substituídos por drogas de 
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segunda escolha, que incluem a anfotericina B e pentamidina (Gontijo et al., 2003; 

Borborema et al., 2016).   

A anfotericina B é um antibiótico com alta afinidade ao ergosterol, uma molécula 

presente em grande quantidade na membrana da Leishmania e ausente na membrana de 

mamíferos. Dessa forma possui grande potencial leishmanicida tanto nas formas amastigotas 

quanto promastigotas, não apresentando, até então, resistência de nenhuma espécie (Polonio 

& Effertt, 2008). Porém seus efeitos colaterais se assemelham ao dos antimoniais incluindo 

náuseas, vômitos e febre, hipopotassemia, insuficiência renal, anemia e alterações cardíacas.  

Além de continuar tendo a mesma dificuldade de tratamento e causar efeitos tóxico, afetando 

o coração e os rins (Mudavith et al, 2014). 

A pentamidina é derivada da amidina e age por inibição de processos celulares 

não só na Leishmania, como também em outros protozoários. Mas assim como as outras 

substâncias citadas possui desvantagens consideráveis como a observação de resistência em 

algumas espécies, reações adversas que incluem dor, abscessos estéreis no local da aplicação, 

náuseas, vômitos, tontura, adinamia, mialgia, cefaleia, hipotensão, síncope, hipoglicemia e 

hiperglicemia transitórias, e pode apresentar toxicidade pancreática (Neves et al., 2011).  

Vários fármacos vêm sendo estudados para obtenção de um melhor tratamento 

contra as leishmanioses, dentre eles o alopurinol, compostos azóis, paramomicina e 

miltefosina (Mitropoulos et al., 2010). Sendo que a miltefosina atua na interferência da 

membrana do parasito modulando a composição lipídica e o metabolismo de fosfolipídios e 

possui grandes vantagens em relação à via de administração, pois o medicamento é ingerido 

(Costa Filho et al., 2008). 

Porém, a aquisição de novas drogas eficazes contra o parasito Leishmania ainda 

devem ser alvo de pesquisas para que todas estas graves desvantagens em relação a alta 

toxicidade, resistência, via de administração, e elevado custo sejam atenuadas e uma melhor 

qualidade de tratamento possa ser oferecido aos pacientes acometidas com a doença. Tendo 

em vista os dados epidemiológicos que indicam que a maior parte dos casos da doença no 

Brasil ocorrem na Amazônica, vários estudos com substâncias que possivelmente 

melhorariam o tratamento da leishmaniose com produtos naturais da região vêm surgindo. 

Estes são chamados bioprodutos e proveem tanto de origem vegetal, como extratos de plantas 

e compostos derivados, quanto animal, como venenos de serpentes (Mayer et al., 2011; Azizi 

et al. 2016; De Barros et al., 2016). 
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1.5. CROTOXINA 

 

As serpentes são animais do grupo dos répteis das quais 10 a 14% são 

peçonhentas. Em seus venenos encontramos uma variedade de proteínas com diferentes 

atividades biológicas, que podem ser úteis à medicina de forma farmacológica, pois atuam de 

forma diferente quanto sua função, farmacocinética e farmacodinâmica em vários tecidos e 

órgãos do corpo humano e podem ser capazes de agir na terapêutica de doenças (Cunha & 

Martins, 2012).           

Dentre essas moléculas estão presentes muitas enzimas, toxinas não enzimáticas e 

proteínas não tóxicas que incluem, por exemplo, metaloproteinases, serinoproteases, 

fosfolipases, desintegrinas, fosfolipases miotóxicas, crotamina, convulxina, girotoxina,e 

crotoxina (Caproni et al., 2009). No Brasil existem apenas dois gêneros de serpentes capazes 

de produzir peçonha, a Bothrops spp., conhecida como Jararaca e a Crotalus spp., de nome 

popular Cascavel. Esta última compreende cerca de 6 espécies no país, das quais a Crotalus 

durissus terrificus, encontrada nas zonas altas e secas da região sul oriental e meridional é 

uma das mais importantes devido ao alto índice de óbitos por acidentes com seu veneno, um 

composto de miotoxinas e neurotoxinas que provocam coagulação sanguínea (Pinho et al., 

2001; Tokarnia et al., 2006). Os pacientes desenvolvem insuficiência respiratória, 

insuficiência renal aguda e paralisias musculares (Araújo et al., 2003). 

A crotoxina (CTX) é uma das substâncias presentes no veneno da Crotalus 

durissus terrificus e é facilmente extraída. Está presente em 65% da composição total, e é 

considerada a principal responsável pela toxicidade da peçonha (Clissa, 1997). Ela possui 

duas subunidades: crotapotina, uma substância ácida com capacidade de potencializar a 

letalidade da segunda subunidade, chamada fosfolipase A2 (PLA2), a qual possui caráter 

básico e ação miotóxica e neurotóxica, visto que age inibindo a liberação de 

neurotransmissores, e bloqueando os receptores envolvidos na neurotransmissão na junção 

neuromuscular. Porém, a PLA2, perde sua capacidade tóxica quando dissociada da 

crotapotina (Cunha & Martins, 2012).           

Além disso verificou-se que o veneno total tem capacidade de modular o efeito 

anti-inflamatório em macrófagos diminuindo seu potencial de espraiamento e fagocitose, 

apesar de manter elevada a produção de NO e EROs, sendo então capaz de influenciar várias 

vias dentro dessa célula (Sousa & Silva, et al., 1996). Entretanto, a CTX é capaz de atuar de 

forma benéfica ao organismo humano ajudando no processo de cicatrização, através da 

imunomodulação de citocinas (Samy et al., 2016).  
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Vários estudos realizados com a CTX demostram seu papel como fármaco, 

melhorando quadros de doenças como fibrose cística (Faure et al., 2016), doença inflamatória 

do intestino (Almeida et al., 2015), distrofia muscular (Accornero et al., 2014) e até cânceres 

(Brigatte et al., 2016). Alem disso, pode atuar contra patógenos, neste caso, mostrando 

atividade anti-viral contra o vírus da dengue e da febre amarela (Muller et al., 2012).  

Em protozoários ainda há poucas demonstrações com relação a ação da CTX.  

Passero, et al. (2007) mostrou que o veneno da Crotalus durissus terrificus possui atividade 

contra a Leishmania duas vezes maior do que outras serpentes sem causar danos ao 

hospedeiro e Barros et al. (2015) demostrou a ação leishmanicida da porção PLA2 da 

substância na espécie L. (L.) infantum chagasi. Mais recentemente, Farias (2016) demonstrou 

que a CTX na concentração de 2,4µg/mL durante tratamento por 24h é capaz de ativar 

macrófagos em perfil M1 durante interação com a L. L. amazonensis, visto que observou 

aumento da produção de NO por estas células, maior espraiamento celular, e estimulação da 

secreção de citocinas inflamatórias como IL-6 e TNF-α. Além disso, após 24 horas de 

tratamento com CTX 2,4µg/mL, observou acúmulo de corpos lipídicos no interior dos 

macrófagos infectados e após 48 horas de tratamento demonstrou que houve aumento da 

produção de PGE2.  

Dessa forma, tendo como fundamento as diversas ações que a CTX vem 

apresentando, o estudo de sua influência sobre os corpos lipídicos em macrófagos durante a 

interação com a parasito pode auxiliar a entender principalmente a sua capacidade de 

imunomodular a célula hospedeira contra a L. L. amazonensis. Assim, estas informações 

podem coadjuvar com o estudo deste bioproduto, que pode viabilizar a descoberta de um novo 

fármaco, o qual melhore a qualidade de vida dos pacientes portadores das leishmanioses 

cutâneas, que possuem índices elevados do número de casos encontrados na Amazônia e, 

portanto, trata-se de um problema de saúde pública. 

 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVOS GERAL 

 

Avaliar a ação in vitro da Crotoxina sobre corpos lipídicos durante interação de 

Leishmania (Leishmania) amazonensis e a célula hospedeira.  
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2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 

1. Detectar presença de corpúsculos lipídicos no citoplasma do parasito L. (L.) amazonensis 

tratados com CTX. 

2. Detectar presença de corpúsculos lipídicos no citoplasma de macrófagos tratados com 

CTX. 

3. Detectar presença de corpúsculos lipídicos no citoplasma de macrófagos infectados com L. 

(L.) amazonensis e tratados com CTX. 

 

 

3.  MATERIAL E MÉTODO: 

 

3.1. OBTENÇÃO E PREPARO DA CROTOXINA (CTX) 

 

           A CTX foi obtida, purificada e fornecida pelo Laboratório de Fisiopatologia do 

Instituto Butantan - São Paulo, SP. 

           A CTX foi diluída em meio de cultura na concentração de 1 mg/mL e utilizada nas 

concentrações 2,4 e 4,8 μg/mL. Estas concentrações foram utilizadas em trabalhos anteriores 

do Laboratório de Protozoologia da Universidade Federal do Pará.  

 

 

3.2. CULTIVO E MANUTENÇÃO DO PARASITO 

 

As formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis Cepa MHOM 

26361 (recém-isolada de um caso humano da região Amazônica) foram obtidas em meio 

NNN, provenientes do Programa de Leishmanioses do Instituto Evandro Chagas, e mantidas 

em meio RPMI 1640, suplementadas com Soro Bovino Fetal (SBF) em estufa a 27ºC.  

 

 

3.3. OBTENÇÃO DE MACRÓFAGOS PERITONEAIS 

 

Macrófagos peritoneais foram obtidos a partir de camundongos albinos (BALB/c). 

Os animais foram anestesiados e sacrificados para a coleta dos macrófagos, que foi feita 

através de lavagem da cavidade peritoneal com solução de Hank’s estéril, utilizando seringa e 
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agulhas estéreis. O material aspirado foi concentrado por centrifugação a 1500 rpm durante 10 

minutos a uma temperatura de 4ºC. O sedimento foi ressuspendido em meio de cultura 

DMEM sem soro. A contagem das células foi feita em Câmara de Neubauer e a densidade 

ajustada de acordo com o número de células utilizadas em cada experimento. Os macrófagos 

foram então transferidos para placas de cultura de 24 poços ou garrafas de cultura e incubados 

a 37º C em estufa contendo 5% de CO2, durante uma hora para adesão. Após esse período foi 

realizada uma lavagem com tampão fosfato salina (PBS) estéril pH 7.2, para remoção de 

células que não aderiram e, em seguida, adicionado meio DMEM suplementado com 10% de 

SBF. As células foram, então, mantidas a 37ºC em atmosfera de 5% de CO2. As células 

foram posteriormente tratadas por 24 horas com concentrações de 2,4 e 4,8 µg/mL de CTX.  

 

 

3.4. INFECÇÃO DE MACRÓFAGOS PERITONEAIS COM L. (L.) amazonensis 

 

Macrófagos peritoneais foram obtidos como descrito no item 3.3, para assim 

observar o efeito CTX sobre as formas amastigotas no interior das células infectadas. Os 

parasitos obtidos na fase estacionária de crescimento (sete dias), foram colocados em contato 

com os macrófagos peritoneais na densidade de 5x10
6
 células por poço e na proporção de 5 

parasitos por célula, durante 3 horas à temperatura de 37ºC em atmosfera de 5% de CO2. As 

células infectadas foram posteriormente tratadas por 24 horas com concentrações de 2,4 

µg/mL de CTX.  

 

 

3.5. DETECÇÃO DE CORPOS LIPÍDICOS EM PARASITOS L. (L.) amazonensis. 

                

O Bodipy® 493/503 é um fluorócromo lipofílico utilizado para identificação de 

lipídeos neutros (lipídeos de reserva) presentes em grandes quantidades em corpos lipídicos 

intracelulares, sendo um bom marcador dessas estruturas por citometria de fluxo (GOCZE & 

FREEMAN, 1994). Para quantificação de corpos lipídicos de cada amostra, promastigotas 

foram obtidas e lavadas em PBS, pH 7.2 e posteriormente tratadas por 24 horas nas 

concentrações de 2,4 µg/mL de CTX. 2x 10
6
 parasitos foram utilizados e incubados com 

Bodiy® 493/503 (Molecular Probes Invitrogen®) na concentração de 10 µg/mL em PBS, por 

20 minutos protegidos da luz. Após a incubação foi realizada lavagem em PBS, seguida de 

leitura em citômetro de fluxo BD FACSCanto II.         
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3.6.  DETECÇÃO POR CITOMETRIA DE FLUXO DE CORPOS LIPÍDICOS  

EM MACRÓFAGOS NÃO INFECTADOS E INFECTADOS POR L. amazonensis 

 

 Macrófagos peritoneais foram cultivados como descrito no item 3.3., sendo que 

uma parte deles foi infectada com L. (L.) amazonesis com descrito no item 3.4. Para a 

identificação e quantificação dos corpos lipídicos as células foram incubadas com Bodipy® 

493/503 (Molecular Probes Invitrogen®) na concentração de 10 μg/mL em PBS, por 20 

minutos, protegido da luz. Após a incubação, foi realizada lavagem em PBS, seguida de 

leitura em citômetro de fluxo BD FACSCanto II. 

 

 

3.7. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 Os dados foram computados e submetidos a análise pelo programa GraphPad 

Prism® utilizando a análise de variância (ANOVA), seguida do Teste-t de Student, com nível 

de significância p < 0,05. 

 

 

3.8. ASPECTOS ÉTICOS DA PESQUISA 

  

O estudo obedeceu aos critérios do Comitê de Ética em Pesquisa com Animais de 

Experimentação da Universidade Federal do Pará (CEPAE) e fez parte do projeto “Estudo de 

toxinas animais como modelo para o desenvolvimento de novos fármacos com potencial 

terapêutico contra leishmaniose cutânea”. O projeto teve aprovação do comitê de ética sob o 

processo nº bio053-12, em 2014. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. QUANTIFICAÇÃO DE CORPOS LIPÍDICOS EM PARASITOS L. (L.) 

amazonensis TRATADOS COM CTX. 

 

Pela marcação com Bodipy e análise por citometria de fluxo foi observado que o 

tratamento com CTX (2,4 μg/mL) por 24 horas nos parasitos L. (L.) amazonensis, induziu 

aumento na produção de corpos lipídicos quando comparado ao controle não tratado e ao 

controle positivo, com Anfotericina B, na concentração de 0,5 µg/mL (Figura 4). 

 

Figura 4: Porcentagem de parasitos tratados com crotoxina (CTX) na concentração de 2,4 μg/mL e com 

anfotericina B. Foi realizado o teste Análise de variância (ANOVA), tendo como nível de significância p < 0,05. 
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4.2. QUANTIFICAÇÃO DE CORPOS LIPÍDICOS EM MACRÓFAGOS TRATADOS 

COM CTX 

 

Pela marcação com Bodipy e análise por citometria de fluxo foi observado que o 

tratamento com CTX (2,4 e 4,8 μg/mL) por 24 horas em macrófagos não infectados, não 

induziu aumento na produção de corpos lipídicos quando comparado às células controle sem 

tratamento (Figura 5).  

 

 

Figura 5: Porcentagem de macrófagos não infectados tratados com crotoxina (CTX) nas concentrações 2,4 e 4,8 

μg/mL e LPS. Foi realizado o teste Análise de variância (ANOVA), tendo como nível de significância p < 0,05. 

 

  

 

4.3.QUANTIFICAÇÃO DE CORPOS LIPÍDICOS EM MACRÓFAGOS INFECTADOS 

E TRATADOS COM CTX 

 

Através da marcação com Bodipy e posterior análise por citometria de fluxo foi 

observado que o tratamento com CTX (2,4 μg/mL) por 24 horas em macrófagos infectados, 
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induziu aumento na produção de corpos lipídicos quando comparado as células controle sem 

tratamento e com tratamento com a droga controle Anfotericina B (Figura 6). 

 

 

 

Figura 6: Porcentagem de macrófagos infectados tratados com CTX na concentração de 2,4 μg/mL e 

anfotericina B. Foi realizado o teste Análise de variância (ANOVA), tendo como nível de significância p < 0,05. 
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5. DISCUSSÃO 

 

As leishmanioses são doenças que apresentam alto grau de incidência na região 

amazônica. O tratamento dessa doença ainda é limitado, pois além de apresentar um alto 

custo, algumas cepas do protozoário adquiriram resistência devido as altas doses e tempo 

prolongado de uso dos medicamentos, gerando grande toxicidade aos pacientes, levando-os a 

internações (Mudavithet al., 2014). Dessa forma, as leishmanioses podem ser caracterizadas 

como um problema de saúde pública que merecem maior atenção. 

O macrófago, célula do sistema fagocítico mononuclear, é o segundo tipo celular 

a chegar ao local da infecção, onde o parasito Leishmania é capaz de se replicar no hospedeiro 

vertebrado. O estudo com essas células é de grande importância na busca por medicamentos 

contra a doença (Hassaniet al., 2014). Nessas circunstâncias, o uso de baixas doses de 

bioprodutos, que apresentem baixo custo de produção, com potencial de promover a ativação 

da célula hospedeira sem causar danos e com ação leishmanicida, são o foco das pesquisas 

mais recentes realizadas (Aziziet al., 2016; De Barros, et al., 2016). 

Podemos destacar como bioprodutos as toxinas animais que apresentam uma 

extraordinária diversidade de atividades biológicas. Dentre elas, a crotoxina (CTX), presente 

no veneno da serpente Crotalusdurissusterrificus, é descrita por apresentar grande potencial 

terapêutico (Faureet al., 2016; Almeida et al., 2015; Accorneroet al., 2014). Existem poucos 

estudos relacionados a ação desse bioproduto contra o protozoário Leishmania. Nesse sentido, 

nosso grupo de pesquisa procurou demonstrar a ação da CTX sobre a célula hospedeira e o 

protozoário Leishmania (L.) amazonensis. 

A CTX é a subunidade do veneno bruto da serpente que apresenta efeito 

neurotóxico(Cunha & Martins,2012), porém Farias (2016), utilizando-a em baixas 

concentrações, demonstrou que a droga não causou danos celulares em macrófagos 

peritoneais de camundongos após o tratamento. Além disso, também demonstrou que os 

macrófagos são ativados no seu perfil inflamatório M1, quando infectados com L. (L.) 

amazonensise tratados com CTX, com maior produção e liberação de substâncias 

microbicidas como o óxido nítrico, maior espraiamento celular, sugerindo aumento da 

capacidade fagocítica e estimulação da secreção de citocinas inflamatórias, como IL-6 e TNF-

α, além do mediador inflamatório PGE2.  

O presente estudo tem como objetivo analisar a presença de corpos lipídicos, sítio 

de produção de eicosanoides, no parasito e em macrófagos peritoneais de camundongos, antes 

e após a interação, tratados com o bioproduto. Inicialmente, foi analisada a produção dos 
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corpos lipídicos em promastigotas tratadas com a CTX na concentração de 2,4 µg/mL por 24 

horas, visto que Farias (2016) observou que sob estas condições de tratamento os resultados 

foram mais significativos no que diz respeito àatividade inflamatória dos macrófagos. 

Os resultados demonstraram que em promastigotas de L. (L.) amazonensis 

tratadas houve um aumento na produção de corpos lipídicos, quando comparadas ao controle 

sem tratamento e ao tratado com a droga padrão. A rápida acumulação de corpos lipídicos 

citoplasmáticos pode caracterizar morte celular por apoptose(Boren&Brindle, 2012).Farias 

(2016) demonstrou que o tratamento de promastigotas na concentração de 2,4 µg/mLpor 24 

horas não provocou redução do número de parasitos, dessa forma o aumento do número de 

corpos lipídicos nesse período de tratamento pode não estar associado à morte celular por 

apoptose, mas sim por alguma outra via de ação da CTX.Entretanto, em um maior período de 

tratamento (96 horas),Farias (2016) observou redução significativa do número de parasitos, 

levantando a hipótese de que a morte celularpoderia ocorrer após um tratamento mais 

prolongado. Porém,mais estudos devem ser realizados para esclarecer por qual via específica 

a CTX atua nas promastigota deleishmania. 

Outro dado avaliado por este trabalho foi a presença de corpos lipídicos em 

macrófagos murinos não infectados. Observou-se que durante tratamento por 24 horas na 

concentração de 2,4 e 4,8 µg/mL estas estruturas se apresentaram em níveis basais 

semelhantes aos encontrados no controle não tratado. Porém, o tratamento com LPS, um 

lipofosfoglicano capaz de induzir resposta inflamatória no macrófago também não elevou o 

número de corpos lipídicos nessas células. Cardosoet al. (2001) demonstrou que in vivo a 

CTX aumenta produção de IL-6 e a ativação e recrutamento de fagócitos. Corroborando com 

isto, Farias (2016) observou aumento da produção de EROs em macrófagos tratados com 

CTX, além disso outros trabalhos demonstraram o aumento de NO (Sampaio et al., 2003; 

Costa et al, 2013), o que pode sugerir ativação do macrófago em perfil M1.  

Além disso, outros autores como Ricard (2012) e Almeida (2014) observaram que 

o tratamento com CTX em macrófagos aumentou a liberação de PGE2. A PGE2 é um 

eicosanoide com função pró-inflamatória produzida em parte no interior dos corpos lipídicos, 

estruturas que possuem ácido araquidônico e enzimas cicloxigenases necessários para 

produção de eicosanoides (Dennis & Norris, 2015). Este eicosanoide também pode ser 

produzido nas membranas celulares, e no citoplasma, apesar dos corpos lipídicos serem o 

principal local de produção devido à grande concentração dos seus percussores (Carvalho 

etal., 2003). Neste sentido, podemos concluir que mesmo sem o aumento dos corpos lipídicos 
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após o tratamento, ainda é possível de que a CTX ative os macrófagos em seu perfil pró-

inflamatório por outras vias, estando apto a combater patógenos. 

Durante a interação do patógeno com a célula hospedeira há um aumento do 

número de corpos lipídicos que pode estar relacionado ao aumento da resposta inflamatória 

dos macrófagos, levando à destruição dos parasitos. Entretanto, vale mencionar que alguns 

patógenos podem induzir a produção dessas estruturas, utilizando-as a seu favor e assim, 

conseguem sobreviver e evadir da ação das células de defesa, como o Toxoplasma gondiique 

o utiliza como fonte de energia, e o Micobacteriumtuberculosis, quando necessita permanecer 

em estado de latência devido a hipóxia nos pulmões durante a tuberculose (Daniel et al., 

2011; Mota et al., 2014). 

O mesmo foi observado com o Trypanossomacruzi que induz e utiliza corpos 

lipídicos derivados do hospedeiro para sua sobrevivência (D'Ávila et al., 2011). Além dele, 

trabalhos com L. majore a célula hospedeira, demonstram que os corpos lipídicos podem ser 

encontrados dentro do vacúolo parasitóforo e no citoplasma do parasito (Rabdi et al., 2016). 

Infecção pelo protozoário L. (L.) amazonensis induz aumento da produção de corpos lipídicos 

e PGE2 em macrófagos de camundongos.Macrófagos infectados tiveram redução da carga 

parasitária deL. (L.) amazonensisapósinibição da COX com indometacina, sugerindo que o 

parasitonecessitada PGE2 e dos corpos lipídicos do hospedeiro (Pinheiro et al., 2009). 

Neste trabalho, o tratamento com CTX levou a um aumento da presença corpos 

lipídicos em células infectadas. Furtado et al. (2014) obteve dado semelhante com a PLA2 

derivada de serpente Bothropsatrox, onde observaram que a CTX aumentou a produção de 

corpos lipídicos significativamente em relação as células sem tratamento. Farias (2016) 

demonstra que há ativação do perfil inflamatório do macrófago durante interação com 

parasito após tratamento com CTX 2,4 µg/mL por 24 horas e redução do número de 

amastigotas no interior dos macrófagos após 48 horas de tratamento. Estes dados sugerem que 

o aumento dos corpos lipídicos é um dos diversos mecanismos em que a CTX pode atuar, 

culminando no aumento da resposta inflamatória do macrófago e destruição do parasito 

intracelular, sem que haja utilizaçãodos corpos lipídicos em benefício da Leishmania.  

Nesse contexto, faz-se necessário a realização de estudos mais aprofundados 

acerca da via de atuação da CTX nas promastigotas e durante interação com a célula 

hospedeira. Todavia, é importante reafirmar o grande potencial que a CTX apresenta contra L. 

(L.) amazonensis sendo assim um bioproduto com grandes possibilidades de ser um adjuvante 

para o tratamento tópico de LTA, promovendo aumento da atividade inflamatória e redução 

da quantidade de parasitos na célula hospedeira. 
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6. CONCLUSÃO              

 

 O tratamento com CTX aumentou a presença de corpúsculos lipídicos no 

citoplasma do parasito L. (L.) amazonensis. 

 O tratamento com CTX não aumentou a presença de corpúsculos lipídicos no 

citoplasma de macrófagos não infectados. 

 O tratamento com CTX aumentou a presença de corpúsculos lipídicos no 

citoplasma macrófagos infectados com L. (L.) amazonensis. 
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