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Introducéo

Parasitas intracelulares obrigatérios do género Leishmania
sdo 0s agentes etioldgicos de um amplo espectro de
doencas conhecidas como leishmaniose, afetando
mamiferos, incluindo os seres humanos. A infeccao é
iniciada pela inoculacdo de formas promastigotas
existentes no inseto vetor durante a picada para a pele de
hospedeiros mamiferos, onde as células fagocitam
rapidamente os parasitos. Os promastigotas séo
englobados na vesicula parasitéfora, onde o decréscimo
de pH, em combina¢do com 37 °C da temperatura corporal
do mamifero, provoca a transformacdo para a forma de
amastigota’. O processo de diferenciacdo amastigota é
impulsionado por uma drastica mudanca na expressao
génica, ativando e silenciando genes especificos desse
estagio de vida®. A forma amastigota é a forma patogénica
do parasito e este utiliza diversos mecanismos para fugir
da resposta imune do hospedeiro, permitindo a
sobrevivéncia do parasita, ampliando a infeccdo e
causando a doenca.

Resultados e Discusséo

Foi utilizado o plasmideo pFL-AMAB, 0 qual restringe a
expressdo génica especificamente para a forma
amastigota. Nesse plasmideo, foram incluidas duas
sequéncias que codificam para proteinas téxicas com o
objetivo de causar danos ao parasita: forma ativa de
tripsina bovina e avidina de ovo, obtendo dois plasmideos
diferentes:  pFL-AMA-TrypTox e  pFL-AMA-AviTox,
respectivamente. Promastigotas de Leishmania infantum
foram transfectados com ambos plasmideos pFL-AMA-
Toxicos e selecionados na presenca de Puromicina. Como
controle nos ensaios, parasitas néo transfectados WT (wild
type) ou transfectados com a versdo fluorescente nao
téxica do plasmideo (pFL-AMA-mCherry) foram usados.
Primeiramente, provamos que promastigotas
transfectados com pFL-AMA-Téxicos nao tem sua
viabilidade afetada pela presenca do plasmideo através de
curvas de crescimento. Por outro lado, durante
diferenciacdo axénica para a forma amastigota (pH 5.5 e
37°C) os parasitas que possuem 0s plasmideos téxicos
apresentaram queda drastica em sua viabilidade, de
acordo com sua capacidade de metabolizar MTT e re-
diferenciagdo a promastigota (pH 7.2 e 26°C), em
comparacdo com os parasitas controles.

Além disso, macrofagos de linhagem canina DH82 foram
infectados com promastigotas transfectados com os
plasmideos téxicos e com os controles, e a sua
capacidade de infeccdo foi avaliada utilizando coloracéo
de Giemsa ao longo de 6 dias. Nenhuma diferenca
significativa em sua capacidade de infectar macréfagos foi
observada entre os parasitas transfectados e os controles.
Finalmente, para demonstrar o “suicidio” desses parasitas
in vivo, fémeas de camundongos susceptiveis Balb/c
foram infectadas por via intraperitoneal com o0s

promastigotas transfectados com os genes toxicos e com
os controles. Apos 10 ou 20 semanas de infec¢do, esses
camundongos foram eutanaziados para andlise de sua
carga parasitaria no bago. Aproximadamente metade dos
camundongos inoculados com as linhagens toxicas nédo
apresentaram parasitas em bago apdés 10 semanas, como
foi demonstrado por diluigbes seriadas. Por outro lado,
parasitas sobreviventes foram cultivados em presenca ou
auséncia de Puromicina e nenhuma forma de vida foi
observada nas culturas com a droga de selecéo, exceto
parasitas extraidos de camundongos infectados com o
plasmideo fluorescente  pFL-AMA-mCherry. Dessa
maneira, nés demonstramos que promastigotas
portadores dos plasmideos pFL-AMA-Téxicos também n&o
sobrevivem no hospedeiro mamifero. Além disso, apos 20
semanas de infeccdo, camundongos infectados com as
linhagens de parasitas pFL-AMA-AviTox apresentaram
reducdo de sua carga parasitaria enquanto que o controle
de parasitas selvagens apresentou um aumento, em
relacdo aos dados de 10 semanas de infeccdo. Dessa
forma, esses dados parecem indicar que camundongos
infectados por parasitos pFL-AMA-AviTox estdo
controlando a infec¢é@o. Futuros ensaios poder&o confirmar
essa hipotese.

Conclusdes

Mostramos nesse trabalho que parasitas Leishmania
infantum transfectados com as versBes tdxicas do
plasmideo pFL-AMA sofrem uma morte dirigida a forma
amastigota. Apresentamos, pela primeira vez, um sistema
capaz de conduzir uma morte programada a forma
intracelular patogénica do parasita, o que pode permitir
uma nova aproximacdo para explorar o0 processo de
interacdes  parasita-hospedeiro.  Além  disso, o0s
experimentos in vivo nos permitem propor uma possivel
modulacdo do sistema imunolégico, possibilitando a
abertura para o estudo de uma nova vacina "atenuada".
Dessa forma, concluimos com esse trabalho a
apresentacdo de uma nova e poderosa ferramenta
biotecnolégica e biomédica.
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