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Os protozodrios do género Leishmania sdo os agentes causadores de um amplo espectro de doengas
abrangendo desde lesdes de pele que podem se curar espontaneamente até infeccdes viscerais letais
quando ndo tratadas (WHO, 2004). As Leishmania ocorrem em duas formas principais distintas:
promastigotas, encontradas no trato digestivo do inseto vetor (fémeas de flebotomineos) e as
amastigotas encontradas em cé€lulas do sistema mononuclear fagocitico do hospedeiro vertebrado.
Durante sua migragdo pelo trato digestivo do inseto vetor, as promastigotas passam por uma série
de transformagdes morfoldgicas e moleculares que culminam em sua transformacdo da forma
prociclica (ndo-infectiva) na forma metaciclica, infectiva para o hospedeiro vertebrado. Observou-
se que durante o cultivo in vitro, as promastigotas em fase estaciondria apresentam-se diferenciadas
em sua forma metacilica (Sacks & Perkins, 1984; Bates, 1994). Outra observagdo relevante € que
promastigotas mantidas in vitro por sucessivas passagens perdem a capacidade de infectar o
hospedeiro vertebrado. Esta perda de infectividade estd associada a alteracio da expressdo de uma
série de proteinas e carboidratos de superficie (De T & Roy, 1999; Beetham et al., 2003). Para a
realizagdo de estudos torna-se necessaria a obten¢@o de amostras infectivas e ndo infectivas. Assim,
a proposta do presente trabalho € avaliar a perda de infectividade de amostras de Leishmania
amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) por sucessivas passagens in vitro. Para isto, promastigotas de L.
amazonensis foram semeadas em meio RPMI com 10 % de soro fetal bovino e mantidas por
sucessivas passagens in vitro. A cada cinco passagens, 10° parasitas eram coletados do meio RPMI
e inoculados na pata esquerda traseira de hamsters. A infectividade das amostras foi acompanhada
semanalmente por medi¢do das patas utilizando-se paquimetro. Observou-se que a amostra L.
amazonensis infectiva (obtida da cultura duas passagens apés o isolamento) causou lesdo duas
semanas apés a infec¢do. Com as amostras mantidas em cultivo por dez passagens ndo foi
observada lesdo até 32 semanas apés a infeccdo. Esses resultados indicam que a manutenc@o dos
parasitas em cultivo in vitro por 10 passagens ja € suficiente para que ocorra a perda de

infectividade em L. amazonensis. Foram também coletadas amostras de parasitas infectivos € ndo
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infectivos para avaliacdo do perfil eletroforético em SDS-PAGE. Para isso, 2 x10° parasitas foram
ressuspendidos em 1 mL de PBS com 0,4% de CHAPS na presenca de inibidores de proteases € a
amostra incubada por 1h no gelo, sendo em seguida, centrifugada a 14000 rpm por 1h. O extrato
obtido foi aplicado em eletroforese desnaturante em géis de poliacrilamida 10%. Observou-se que
os perfis protéicos de promastigotas infectivas e nao infectivas sdo bastante diferentes, com

aumento e diminuicdo na expressido de varias proteinas, conforme observado na figura abaixo. E

possivel que muitas dessas proteinas estejam envolvidas com a infectividade dos parasitas.

KRa Desenho 1: Perfil eletroforético de extratos de promastigotas de
160 L. amazonensis infectivas (1) e ndo-infectivas (NI).
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