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RESUMO 

As leishmanioses são doenças negligenciadas, causadas pelo protozoário 

pertencente ao gênero Leishmania spp., parasita principalmente de macrófagos. 

As formas da doença variam desde lesões cutâneas simples que podem ser 

autorresolutivas, até a forma visceral que, quando não tratada, pode ser fatal. No 

Brasil, as principais espécies envolvidas na leishmaniose cutânea localizada 

(LCL) são L. braziliensis e L. amazonensis. A úlcera típica da LCL é indolor e 

costuma localizar-se em áreas expostas da pele, onde coinfecções secundárias 

causadas por Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus são 

observadas com frequência em clínica. O papel da coinfecção secundária na 

evolução e desfecho da LCL não foi comprovado, mas o conjunto de sinais e 

sintomas resultantes do processo pode prejudicar o quadro clínico dos 

hospedeiros infectados, requerendo tratamento específico. Este trabalho teve 

como objetivo, analisar a influência da presença de vesículas de membrana 

externa (OMVs) de P. aeruginosa ATCC 27853, ou de vesículas extracelulares 

(EVs) de S. aureus ATCC 25923, frequentemente reportadas durante a LCL, em 

macrófagos previamente infectados com L. amazonensis, e se a carga parasitária, 

produção de óxido nítrico (NO) e de citocinas são alteradas. As análises das 

vesículas das bactérias estudadas, por microscopia eletrônica de transmissão e 

nanorastreamento, são consistentes com os achados da literatura, acerca de seu 

diâmetro e concentração. Os resultados mostraram reduções significativas na 

porcentagem de macrófagos infectados (13,29% - 80,6%), número de 

amastigotas/macrófago infectado, Índice de Infecção (IF) e número de 

macrófagos viáveis (29,11% - 77,88%), nas co-culturas de macrófagos infectados 

com L. amazonensis e expostos as vesículas de ambas as bactérias. Foram 

observadas alterações morfológicas nas culturas de macrófagos expostas as 

vesículas, sem infecção pelo parasita, quando comparado com o controle 

saudável, sem exposição as vesículas. As quantificações de NO, IL-6 e IL-4 

revelaram uma produção diminuída, enquanto as citocinas IL-1β e TNF-α 

revelaram uma produção aumentada, nas co-culturas de macrófagos infectadas 

com L. amazonensis e expostas as vesículas de ambas as bactérias. Esses 

dados sugerem um possível efeito de modulação negativa da resposta celular 

mediada por NO, IL-6 e IL- 4, e uma regulação positiva para a resposta 



inflamatória, quando as vesículas entram em contato com macrófagos 

previamente infectados com o parasita, sugerindo um possível papel nas 

reduções nos parâmetros mencionados anteriormente. Dados reportados na 

literatura, demonstraram que vesículas de bactérias são imunogênicas e medeiam 

a resposta inflamatória por receptores Toll-like (TLR), ativando a via dos 

inflamassomos NLRP3 e das caspases, desencadeando disfunção mitocondrial 

por proteínas apoptóticas. Conclusivamente, os dados mostram que o modelo de 

infecção de macrófagos com L. amazonensis e exposição as vesículas, mimetiza 

e reproduz uma interação entre hospedeiro-parasita-bactéria, pois são altamente 

imunogênicas em células hospedeiras, podem ativar a via TLR, e serem utilizadas 

como importantes alvos para plataformas vacinais futuramente. 

Palavras-chave: L. amazonensis; macrófagos; coinfecção secundária; P. 

aeruginosa; S. aureus; vesículas extracelulares; óxido nítrico; citocinas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 
Leishmaniasis are neglected diseases caused by the protozoan belonging to the 

genus Leishmania spp., parasite mainly of macrophages. The forms of the 

disease range from simple cutaneous lesions that can be self-resolving, to the 

visceral form that, if left untreated, can be fatal. In Brazil, the main species 

involved in localized cutaneous leishmaniasis (LCL) are L. braziliensis and L. 

amazonensis. The typical LCL ulcer is painless and is usually located in exposed 

areas of the skin, where secondary coinfections caused by Pseudomonas 

aeruginosa and Staphylococcus aureus are frequently observed in the clinic. The 

role of secondary coinfection in the evolution and outcome of LCL has not been 

proven, but the set of signs and symptoms resulting from the process can impair 

the clinical status of infected hosts, requiring specific treatment. This work aimed 

to analyze the influence of the presence of outer membrane vesicles (OMVs) of 

P. aeruginosa ATCC 27853, or extracellular vesicles (EVs) of S. aureus ATCC 

25923, frequently reported during LCL, in previously infected macrophages with 

L. amazonensis, and if the parasite load, production of nitric oxide (NO) and 

cytokines are altered. The analyzes of the vesicles of the studied bacteria, by 

transmission electron microscopy and nanotracking analysis, are consistent with 

the findings in the literature, regarding their diameter and concentration. The 

results showed significant reductions in the percentage of infected macrophages 

(13.29% - 80.6%), number of amastigotes/infected macrophage, Infection Index 

(IF) and number of viable macrophages (29.11% - 77.88%), in the co-cultures of 

macrophages infected with L. amazonensis and exposed to the vesicles of both 

bacteria. Morphological changes were observed in the cultures of macrophages 

exposed to the vesicles, without parasite infection, when compared with the 

healthy control, without exposure to the vesicles. The quantifications of NO, IL-6 

and IL-4 revealed a decreased production, while the cytokines IL-1β and TNF-α 

revealed an increased production, in the co-cultures of macrophages infected 

with L. amazonensis and exposed to the vesicles of both bacteria. These data 

suggest a possible effect of negative modulation of cellular response mediated by 

NO, IL-6 and IL-4, and a positive regulation for the inflammatory response, when 

vesicles come into contact with macrophages previously infected with the 

parasite, suggesting a possible role in reductions in the parameters mentioned 

above. Data reported in the literature demonstrated that bacterial vesicles are 



immunogenic and mediate the inflammatory response by Toll-like receptors 

(TLR), activating the NLRP3 inflammasome pathway and caspases, triggering 

mitochondrial dysfunction by apoptotic proteins. Conclusively, the data show that 

the model of macrophage infection with L. amazonensis and exposure to 

vesicles, mimics and reproduces a host-parasite-bacteria interaction, as they are 

highly immunogenic in host cells, can activate the TLR pathway, and can be used 

as important targets for vaccine platforms in the future. 

Key words: L. amazonensis; macrophages; secondary coinfection; P. 

aeruginosa; S. aureus; extracellular vesicles; nitric oxide; cytokines. 
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1. Introdução 

 

1.1 Ciclo de vida e distribuição de Leishmania spp. 

As leishmanioses são um grupo de doenças negligenciadas, que 

representam um importante problema de saúde pública no mundo (OMS, 2021). 

Existem cerca de 20 espécies de protozoários parasitas do gênero Leishmania spp. 

(Kinetoplastida: Trypanosomatidae) que são responsáveis por causar um amplo 

espectro de condições clínicas. A leishmaniose cutânea (LC) é a forma mais comum 

da doença e compreende lesões cutâneas, variando em gravidade desde lesões 

ulcerativas únicas que podem ser autorresolutivas (leishmaniose cutânea localizada, 

LCL), ou evoluir para lesões crônicas e, em casos menos frequentes, as lesões se 

tornam difusas pela pele (leishmaniose cutâneo-difusa, LCD) e mucosas 

(leishmaniose mucocutânea, LMC), com intensa destruição tecidual, disseminação 

metastática comprometendo as membranas mucosas do nariz, boca e garganta 

(Carvalho et al., 1994; Scorza; Carvalho; Wilson, 2017; Christensen et al., 2019). A 

leishmaniose visceral (LV), forma mais severa da doença, pode ser fatal se não 

tratada (OMS, 2021). Ambas as formas são endêmicas em regiões tropicais e 

subtropicais de 98 países (Torres-Guerrero et al., 2017; OMS, 2021). 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), a LC está 

distribuída no Mediterrâneo, África, Ásia, Oriente Médio e em muitos países da 

América Central e do Sul. Segundo a OMS, estima-se cerca de 600.000 – 1 milhão 

de novos casos de LC, e para LV são estimados cerca de 50.000 – 90.000 novos 

casos, ambos anualmente, embora haja uma subnotificação de casos (OMS, 2021; 

Singh- Phulgenda et al., 2022). Estima-se que cerca de 1 bilhão de indivíduos 

estejam sob risco de se infectar com Leishmania spp. em áreas endêmicas (OMS, 

2021). Nos últimos anos, houve um aumento dos casos de leishmaniose em várias 

regiões do mundo, fato associado tanto à maior exposição aos vetores de 

flebotomíneos quanto ao surgimento de pacientes com síndrome da 

imunodeficiência adquirida (HIV- positivos) (Aruleba et al., 2020; Mohammed et al., 

2020). Por outro lado, existe uma relação direta entre o número de indivíduos com a 

doença e a falta de recursos de contenção, o comprometimento do sistema 

imunológico, desnutrição e condições de moradia precárias (Torres-Guerrero et al., 

2017; Burza; Croft; Boelaert, 2018). 
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Os vetores que transmitem as leishmanioses são insetos flebotomíneos 

fêmeas (Diptera: Psychodidae), hematófagos pertencentes ao gênero Phlebotomus 

sp. no Velho Mundo, e Lutzomyia sp. no Novo Mundo (Burza; Croft; Boelaert, 2018). 

O parasita possui um ciclo de vida heteroxeno dimórfico, constituído por uma forma 

promastigota flagelada, alongada e móvel, sendo encontrada no tubo digestivo dos 

flebotomíneos; e uma forma amastigota, que possui formato oval, e é encontrada no 

interior da célula do hospedeiro mamífero. As formas promastigotas metacíclicas, 

que são as formas infectantes do parasita, são fixadas no intestino do vetor 

flebotomíneo fêmea, e a inoculação ocorre através do repasto sanguíneo em um 

hospedeiro vertebrado não infectado, dando início a infecção. As lesões geralmente 

aparecem no local da picada do vetor flebotomíneo, em regiões expostas do corpo 

do hospedeiro. As formas promastigotas geralmente invadem células do sistema 

fagocítico mononuclear, como macrófagos e neutrófilos que fagocitam os parasitas. 

Após a internalização, o fagossomo e o lisossomo desses fagócitos se fundem, 

formando o fagolisossomo, ou vacúolo parasitóforo e, em seguida, os parasitas se 

transformam em formas amastigotas (Bates, 2018).  

No interior da célula hospedeira, o parasita prolifera intensamente, 

provocando a lise da célula, onde no fluído extracelular, infecta outras células e, 

através de mecanismos de escape, permanece no hospedeiro. Assim, em outro 

repasto sanguíneo, o vetor flebotomíneo não infectado ingere as formas 

amastigotas, que se transformam e maturam em promastigotas metacíclicos no 

intestino médio, onde o parasita sofre sucessivas replicações por fissão binária. No 

próximo repasto sanguíneo, o flebótomo fêmea infectado inocula as promastigotas 

metacíclicas em um hospedeiro não infectado, e o ciclo de vida do parasita se 

completa (Alemayehu & Alemayehu, 2017). 

Diferentes espécies do parasita estão associadas com diferentes 

manifestações da doença, onde a combinação de fatores do parasita e 

características do hospedeiro, como o balanço e a regulação das respostas imune 

pró e anti-inflamatória do hospedeiro e a biologia do vetor, podem influenciar no 

desfecho da doença (Kevric; Cappel; Keeling, 2015).  

As principais espécies de Leishmania responsáveis pela LC no Novo 

Mundo são L. amazonensis, L. braziliensis, L. mexicana e L. guyanensis, enquanto 

no Velho Mundo as espécies que causam LC são L. major, L. tropica e L. aethiopica. 

A úlcera típica de LCL é indolor e costuma localizar-se em áreas expostas da pele, 
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podem medir de alguns milímetros até alguns centímetros, com base eritematosa, 

bordas bem delimitadas e elevadas com fundo avermelhado e granulações 

grosseiras (Pace, 2014; Solomon et al., 2016).  

L. amazonensis, espécie utilizada nesse trabalho, provoca LCL em 

hospedeiros que respondem ao tratamento ou podem curar-se espontaneamente 

(Scorza; Carvalho; Wilson, 2017; Burza; Croft; Boelaert, 2018), e se não controlada 

pelo hospedeiro ou pelo tratamento antimonial, por exemplo, o parasita pode se 

disseminar de um local para outro, caracterizando LCD (Carvalho et al., 1994; 

Silveira et al., 2009; Burza; Croft; Boelaert, 2018; Herrera et al., 2020), condição 

raramente notificada. Em linhagens murinas suscetíveis, as lesões são 

caracterizadas por um grande número de amastigotas em divisão e migração de 

células inflamatórias (Araújo; Giorgio, 2015). Na tentativa de avaliar o prognóstico 

dessas lesões é necessário o conhecimento do microambiente tissular. 

 

1.2 Relevância do ambiente oxidativo 

A modificação do microambiente lesional por fatores bióticos (infecções 

secundárias) e abióticos (por exemplo, temperatura e concentração de oxigênio) 

alteram a resposta de macrófagos a infecção intracelular com o parasita (Arrais-Silva 

et al., 2006; Hartley et al., 2014). Adicionalmente, o tratamento com oxigenação 

hiperbárica (HBO) exerceu uma toxicidade direta para as formas de L. amazonensis, 

promovendo um ambiente oxidativo (Arrais-Silva et al., 2006). De fato, estudos 

realizados pelo nosso grupo de pesquisa e outros laboratórios, demonstraram que o 

microambiente em que macrófagos infectados se encontram é crucial para o 

estabelecimento ou controle da infecção (Degrossoli et al., 2007; Degrossoli et al., 

2011; Hartley et al., 2014; Araújo; Giorgio, 2015). Por exemplo, quando macrófagos 

foram submetidos ao tratamento com HBO, houve um controle do número de 

amastigotas de L. amazonensis, o que pode estar relacionado à produção de 

radicais livres de oxigênio (Degrossoli et al., 2007; Degrossoli et al., 2011). Foi 

relatada uma redução no número de células infectadas e na carga parasitária, 

quando macrófagos infectados com o parasita foram tratados com HBO (Arrais-Silva 

et al., 2005). Ainda, um efeito adjuvante da HBO foi observado em macrófagos 

infectados com L. amazonensis, que apresentaram uma redução expressiva na 

infecção quando associado os tratamentos da HBO e antimonial pentavalente, 

quando comparado ao tratamento individual (HBO ou antimonial pentavalente) 
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(Ayres et al., 2011). Resultados semelhantes foram observados, em culturas de 

macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c, infectados com L. tropica e 

tratados com HBO (Koru et al., 2012). Em relato de caso, um homem de 30 anos do 

Oriente Médio, apresentando quadro de lesão ulcerativa, mostrou progressão 

significativa na carga parasitária quando submetido ao tratamento com HBO em 

associação com antimonial pentavalente (Olszański et al., 2017), confirmando os 

resultados observados por Ayres e colaboradores (2011). Esses resultados indicam 

que a exposição dos macrófagos, tanto in vitro como in vivo, a diferentes 

microambientes induz a plasticidade dessas células (Giorgio, 2013), e a indução de 

uma resposta protetiva. 

 

1.3 Patogenia, resposta imune e tratamento das leishmanioses 

A patogenia das leishmanioses está ligada principalmente com a 

polarização da resposta imune do hospedeiro contra o parasita, mas também outros 

fatores como predisposição genética. No estágio inicial da infecção, as formas 

promastigotas metacíclicas do parasita, circulam na corrente sanguínea do 

hospedeiro mamífero, e imediatamente, os neutrófilos ou macrófagos realizam o 

reconhecimento e apresentação dos antígenos de Leishmania aos linfócitos T CD4+. 

Fenotipicamente, esses linfócitos podem expressar diferentes citocinas, separando-

os em duas principais subpopulações, do tipo Th1 (T helper 1) ou Th2 (De Oliveira et 

al., 2011; Hartley et al., 2014). Nas leishmanioses, o perfil de ativação do tipo Th1 

pode favorecer o hospedeiro eliminando os parasitas intracelulares, e este padrão de 

resposta Th1 leva à diferenciação de células que secretam citocinas pró-

inflamatórias, como IL-2 (interleucina-2), IFN-γ (interferon gama), IL-12 e TNF-α 

(Tumor Necrosis Factor-α), e as quimiocinas CCL2 (ligante 2 da quimiocina de 

motivo C-C), CXCL9 (ligante 2 da quimiocina de motivo CXC) e CXCL10 (De Oliveira 

et al., 2011; Hartley et al., 2014). 

Entretanto, quando há polarização da resposta imune para o tipo Th2, as 

citocinas IL-4, IL-10, TGF-β (Transforming Growth Factor-β), e as quimiocinas CCL3 

e CCL7 produzidas, podem levar à persistência parasitária e à cronicidade da 

doença, dependendo da espécie do parasita (De Oliveira et al., 2011; Hartley et al., 

2014; Marques-da-Silva et al., 2018). A evolução para a cura autorresolutiva é 

resultado de um perfil de ativação predominantemente do tipo Th1 durante as 

leishmanioses. Por outro lado, a resposta do tipo Th2 caracteriza-se pela inibição da 
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expansão da população de linfócitos, levando à um estado de tolerância do 

hospedeiro ao parasita, que perpetua para um quadro crônico da doença no 

indivíduo (Neves, 2011). Nestes casos, muitas vezes os tratamentos convencionais 

são eficientes, e a evasão ao tratamento pode ocorrer entre os pacientes com baixa 

parasitemia. Além disso, dependendo do perfil de resposta do hospedeiro, a 

presença das citocinas do tipo Th2 secretadas não são efetivas contra o parasita, 

podendo inibir a ação de citocinas da resposta do tipo Th1 (Nabavi et al., 2018). 

Para o tratamento das leishmanioses em seres humanos no Brasil, o 

fármaco de primeira escolha é o antimoniato de meglumina (Glucantime®), e vem 

sendo utilizado em pacientes que estejam apresentando as manifestações clínicas 

da doença (McGwire; Satoskar, 2014). Entretanto, efeitos adversos são observados, 

incluindo febre, mialgia, náusea, vômito, erupções cutâneas, inflamação no local de 

injeção, cardiotoxicidade, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade, em conjunto com 

intervenção terapêutica prolongada e relato de casos de resistência em certos 

países endêmicos, atestam para a necessidade de desenvolvimento de novos 

tratamentos menos tóxicos (Masmoudi et al., 2005; Beheshti, 2007). Como 

alternativa para os casos de resistência relatados, a miltefosina foi introduzida no 

esquema terapêutico de alguns países da ásia e do oriente (Dorlo et al., 2012). A 

pentamidina, paramomicina e anfotericina B lipossomal, são fármacos que podem 

ser utilizados para o tratamento das demais formas clínicas das leishmanioses, e 

tem diferentes mecanismos de ação e alvo contra o parasita (McGwire; Satoskar, 

2014). 

 

1.4 Infecções secundárias causadas por bactérias 

Um problema prático que pode prejudicar a condição clínica dos 

hospedeiros infectados com L. amazonensis ou L. aethiopica, são as infecções 

secundárias causadas por bactérias oportunistas ou patogênicas (Ziaei; Sadeghian; 

Hejazi, 2008; Endris et al., 2014; Lopes et al., 2016; Salgado et al., 2016; Gimblet et 

al., 2017). Estas coinfecções causadas por bactérias durante a LCL, são 

amplamente reportadas em seres humanos e em cães (Carvalho et al., 1994; 

Ciaramella et al., 1997; Kirby et al., 2009; Mylonakis et al., 2014; Salgado et al., 

2016; Scorza; Carvalho; Wilson, 2017; Torres-Guerreiro et al., 2017; Christensen et 

al., 2019; Lappan et al., 2019; Parin et al., 2020), podendo ser associada a um 

tempo prolongado de hospitalização, maior suscetibilidade a infecções nosocomiais, 
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e até morte (Van der Vliet et al., 2006; Velozo et al., 2006). 

Essas coinfecções causadas por bactérias, podem causar dor local e 

produzir exsudato inflamatório que recobre total ou parcialmente a úlcera (Gonçalves 

et al., 2009). Adicionalmente, a coinfecção secundária e o uso de produtos tópicos 

podem causar eczema na pele, ao redor da úlcera, modificando seu aspecto 

(Grimaldi; Tesh, 1993; Ziaie; Sadeghian, 2008). 

A prevalência das infecções secundárias bacterianas durante a LCL em 

humanos, pode variar entre 18% e 81%, assim como o número de pacientes 

envolvidos em cada estudo (entre 25 a 1.255 pacientes) (el-Safi et al., 1991; Vera et 

al., 2001; Ziaei; Sadeghian; Hejazi, 2008; Gonçalves et al., 2009; Sadeghian et al., 

2011), o que pode estar associado ao amplo espectro de lesões cutâneas 

observadas nas LCLs, as condições clínicas (leve, moderada ou severa), diferenças 

no material biológico utilizado para o estudo (sangue, exsudato, pele, mucosas, 

urina, fezes) e metodologia de identificação dos espécimes (série bioquímica ou 

meios seletivos para bactérias fastidiosas, PCR ou sequenciamento de material 

genético de micro-organismos não-fastidiosos) (Vera et al., 2001; Isaac-Márquez & 

Lezama-Dávila, 2003; Gonçalves et al., 2009; Sadeghian et al., 2011; Doudi; Setorki; 

Narimani, 2012; Salgado et al., 2016; Gimblet et al., 2017). 

Sendo assim, o dano tecidual causado pela úlcera leishmaniótica em 

hospedeiros infectados, pode ser uma porta de entrada para o desenvolvimento de 

infecções bacterianas, facilitando a penetração desses micro-organismos através de 

enzimas que lisam a barreira epidérmica, e subsequentemente, colonizam o tecido 

(Gimblet et al., 2017). As lesões cutâneas causadas por L. braziliensis geralmente 

apresentam uma diversidade diminuída de bactérias, em especial, as aeróbias, 

quando comparado com a diversidade da pele saudável (Salgado et al., 2016; 

Gimblet et al., 2017). Uma microbiota disbiótica (resultado do desequilíbrio da 

microflora autóctona) foi observada por Gimblet e cols. (2017), com uma 

predominância das bactérias do gênero Staphylococcus e Streptococcus nas lesões 

cutâneas de pacientes humanos infectados com L. braziliensis. Interessantemente, 

apesar de serem comumente encontradas espécies comensais do gênero 

Staphylococcus, Streptococcus ou Bacteroides na flora da pele saudável de 

humanos, proporções significativamente menores das espécies anaeróbias 

Pseudomonas, Proteus, Escherichia coli e Klebsiella são reportadas em feridas 

crônicas de pacientes diabéticos (Han et al., 2011). 
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Em estudo de triagem com 84 pacientes apresentando lesão cutânea 

única induzida por L. braziliensis, a espécie Corynebacterium diphtheriae foi 

identificada na lesão de 8,3% dos pacientes avaliados, e apesar do risco da 

ocorrência de difteria, o papel desta bactéria durante estas coinfecções não foi 

elucidado (Vera et al., 2002). Posteriormente, foram identificadas as espécies 

Proteus sp. (8,3%), P. aeruginosa (P.a.) (7,1%), Klebsiella sp. (7,1%), Enterobacter 

sp. (13,1%) e S. aureus (S.a.) (83%), sendo a última bactéria, a espécie mais 

encontrada entre os pacientes avaliados (Vera et al., 2006). Em trabalho de 

Gonçalves e cols. (2009), foi estudada a flora bacteriana de 37 pacientes com 

diagnóstico definido de LCL. As espécies S.a., S. saprophyticus, P.a. e K. 

pneumoniae, foram as mais detectadas nas úlceras leishmanióticas (Gonçalves et 

al., 2009). Outros estudos mostraram que S.a. é o micro-organismo mais 

frequentemente isolado das lesões ulceradas, e pode exibir diferentes perfis de 

resistência a antibióticos utilizados em clínica (Isaac-Márquez & Lezama-Dávila, 

2003; Antonio et al., 2017). Em trabalho de Isaac-Márquez & Lezama-Dávila (2003), 

foram avaliadas úlceras de Chiclero causadas por L. mexicana, sendo reportado um 

perfil de resistência de S.a. à diferentes classes de antibióticos, como ampicilina, 

penicilina, cefixima e eritromicina, enquanto no trabalho de Antonio e cols. (2017), foi 

reportada resistência dessa espécie de bactéria aos aminoglicosídeos clindamicina e 

gentamicina.  

A espécie S. pyogenes, exibiu resistência aos antibióticos 

trimetropim/sulfametoxazol, lomefloxacina, vancomicina e eritromicina (Isaac- 

Márquez & Lezama-Dávila, 2003). Decerto, estudos sugerem que os pacientes com 

lesões ulceradas na pele são mais propensos a infecção secundária, do que 

pacientes com lesões não-ulcerativas (Ziaei; Sadeghian, 2008; Salgado et al., 2016), 

devido à intensa destruição da epiderme observada em lesões ulceradas, 

consistindo como um importante fator predisponente para as infecções secundárias 

bacterianas ocorrerem (Ziaei; Sadeghian; Hejazi, 2008). O tratamento específico 

para as infecções secundárias causadas por bactérias durante a LCL, requer 

administração de antibióticos de amplo espectro para Gram-negativas e Gram-

positivas, antes ou concomitante ao tratamento com antimônio pentavalente 

(Glucantime®), com ressalvas para a necessidade deste esquema terapêutico ser 

repetido até três vezes, caso as lesões cutâneas não mostrem sinais de cicatrização 

(Isaac-Márquez & Lezama- Dávila, 2003). 
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Em geral, os pacientes respondem satisfatoriamente ao esquema 

terapêutico com antimonial pentavalente em associação com antibióticos (Vera et al., 

2001; Isaac-Márquez & Lezama-Dávila, 2003; Ziaei; Sadeghian, 2008; Layegh et al., 

2015). Em um estudo de caso, um paciente com LMC apresentando um quadro de 

comprometimento nasal, labial, no palato e com coinfecção confirmada para as 

bactérias do gênero Staphylococcus e Pseudomonas, resultou em 

broncopneumonia, sepse e óbito, após tentativas de tratamento com anfotericina B 

lipossomal em associação com amoxicilina, ciprofloxacina, vancomicina e imipenem 

(Velozo et al., 2006). Embora o fenômeno das coinfecções secundárias causadas 

por bactérias durante a LCL em humanos, apresentarem limitações éticas e muitos 

controles como os vistos em modelos experimentais murinos não serem 

implementados, estes últimos modelos têm constituído maior relevância para a 

concepção de hipóteses acerca do papel das bactérias durante este fenômeno. 

As infecções secundárias com bactérias anaeróbicas e aeróbicas foram 

inicialmente reportadas por el-On; Sneier; Elias (1992) e Giorgio e cols. (1998), nos 

modelos murinos infectados com L. major e L. amazonensis, respectivamente. 

Foram identificadas as bactérias Acinetobacter spp., Bacillus cereus, E. coli, 

Klebsiella spp., Pasteurella multocida, Proteus vulgaris, P.a. e S.a. em lesões da 

pata de camundongos infectados com L. major (el-On; Sneier; Elias, 1992), 

enquanto a presença de Clostridium sp. na lesão murina causada por L. 

amazonensis, foi relacionada com estágios finais de infecção, cujas áreas necróticas 

centrais das lesões dos camundongos evidenciaram a produção de um característico 

odor de fermentação anaeróbia (Giorgio et al., 1998). Achados recentes, sugeriram 

que o aumento na abundância de bactérias da classe Clostridia em amostras fecais 

de camundongos infectados com L. major, pode estar relacionado com diferenças 

metabólicas e polarização da resposta mediada por citocinas, observada nesses 

camundongos (Lamour et al., 2015). 

A influência da presença de bactérias durante as leishmanioses tem sido 

avaliada para determinar fenótipos agudo ou crônico, e para análise dos 

mecanismos imunes implicados na resistência e suscetibilidade tanto ao parasita, 

quanto às bactérias. Estudos recentes indicaram que a coinfecção bactéria-

Leishmania ocorre durante o repasto sanguíneo do vetor flebotomíneo infectado com 

L. donovani, onde o vetor expõe e deposita bactérias de própria microbiota e do 

hospedeiro, na pele de camundongos (Dey et al., 2018). De maneira interessante, a 
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adição de bactérias no momento, ou sequencialmente à inoculação do parasita 

contribui para a gravidade da lesão, como observado por Lamour e cols. (2015). 

Quando foi inoculada a bactéria P. vulgaris ou Klebsiella sp. (Lamour et al., 2015), 

ou Staphylococcus (Borbón et al., 2019), juntamente com L. major em camundongos 

normais, ou bactérias em lesões de LCL, quase nenhuma eliminação da bactéria foi 

observada, enquanto o inóculo somente da bactéria em camundongos não 

infectados foi rapidamente eliminada do local de inoculação. 

De maneira similar ao que foi observado em pacientes com LCL, relatos 

prévios foram confirmados por Gimblet e cols. (2017), de que a assembleia 

bacteriana em lesões de camundongos e na pele saudável é diferente, e que a esta 

diversidade é menor nas lesões (Salgado et al., 2016), criando uma disbiose 

microbiana, ou seja, um desequilíbrio na comunidade microbiana comparada com a 

pele normal. Nesse sentido, os dados produzidos em modelos experimentais 

murinos, nos permitem fazer análises mais acuradas e menos empíricas, uma vez 

que os animais são mantidos em ambientes controlados, o número de indivíduos é 

definido e os fenótipos podem ser selecionados. 

Em recente revisão (Gallo-Francisco; Brocchi; Giorgio, 2022), foi 

explorada a seguinte hipótese: ocorre facilitação seletiva, que contribui para o 

aumento na abundância de algumas espécies de bactérias nas lesões de LCL, 

resultando em disbiose, ou seja, na diminuição da diversidade da microbiota da pele 

dos hospedeiros infectados. O fenômeno de facilitação indireta, ocorreria 

principalmente quando o parasita danifica a barreira mecânica da pele do hospedeiro 

infectado com L. amazonensis ou L. aethiopica, criando um ponto de entrada/saída 

para outros micro-organismos. Este mecanismo de facilitação pode ocorrer através 

de alterações no microambiente da lesão, de normóxico para hipóxico, no pH e nas 

populações de células inflamatórias. Ainda, durante o fenômeno de disbiose e a 

infecção bacteriana, sugerimos uma interação competitiva ou neutra por recursos do 

hospedeiro ocorrendo nas lesões e a seleção da virulência tanto dos parasitas 

quanto das bactérias. Fato apoiado pelos estudos em modelos murinos, 

demonstrando que a adição de bactérias juntamente com a inoculação do parasita 

contribui para a gravidade da lesão, como  mencionado (Gallo-Francisco; Brocchi; 

Giorgio, 2022). 
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1.5 Vesículas de membrana de bactérias 

As coinfecções secundárias causadas por bactérias durante a LCL, pode 

resultar em uma disbiose (desregulação) da microbiota normal da pele, aumentando 

em quantidade determinadas espécies de bactérias, enquanto outras, são 

encontradas em menores proporções (Han et al., 2011; Gallo-Francisco; Brocchi; 

Giorgio, 2022). Adicionalmente, em recente levantamento, foi verificado que as 

bactérias S.a. e P.a., são encontradas com maior frequência em lesões 

leishmanióticas de humanos ou camundongos (Gallo-Francisco; Brocchi; Giorgio, 

2022) e, portanto, devem ser investigadas com precaução. Desta forma, muitos 

trabalhos têm utilizado vesículas de membrana (membrane vesicles – MVs) de 

bactérias, como ferramentas essenciais para investigar tanto a virulência bacteriana, 

transferência horizontal de genes, transporte de metabólitos e comunicação entre 

células, quanto para estudar a regulação de vias inflamatórias e apoptóticas da 

célula hospedeira, por exemplo (Lee et al., 2009; Gurung et al., 2011; Bitto et al., 

2017; Furuyama & Sircili, 2021; Augustyniak; Olszak; Drulis-Kawa, 2022). 

As bactérias podem secretar uma variedade de MVs (quanto aos 

mecanismos de biogênese) e têm ganhado mais atenção, pois tem sido relatada sua 

produção e liberação tanto por procariotos como por eucariotos (El Andaloussi et al., 

2013), sendo assim, a sua caracterização físico-química tem sido empregue cada 

vez mais (Choi et al., 2011; Avila-Calderón et al., 2015). A membrana externa 

bacteriana protege-a contra danos durante a infecção, garantindo ao mesmo tempo 

acesso ao ambiente. A produção de MVs tem sido observada naturalmente (Biller et 

al., 2014; Soler et al., 2014), mas também in vitro (Schooling & Beveridge, 2006; 

Park et al., 2015; Murphy et al., 2008; Deo et al., 2020), bem como em tecidos e 

fluídos de hospedeiros infectados por bactérias (Namork & Brandtzaeg, 2002; Unal; 

Schaar; Riesbeck, 2011), podendo exibir funções patofisiológicas (Kaparakis-Liaskos 

& Ferrero, 2015). Estas estruturas são partículas nanométricas, podendo-se 

apresentar em formato esférico ou irregular e variam entre 20 e 400 nanômetros 

(nm) de diâmetro (Toyofuku; Nomura; Eberl, 2019; Bitto et al., 2021). 

Uma das primeiras evidências das MVs bacterianas foram reportadas há 

mais de 50 anos, como pequenos grânulos na superfície da parede celular abaulada, 

que podem ser formadas pela evaginação da membrana externa em Gram-negativas 

(outer membrane vesicle – OMV) (Siqueira et al., 2014), ou a partir do conteúdo 

citoplasmático de bactérias Gram-positivas (extracellular vesicle – EV) (Toyofuku; 
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Nomura; Eberl, 2019), que não possuem membrana externa (Bladen & Waters, 

1963; Bayer & Anderson, 1965; Chatterjee & Das 1967; Bitto et al., 2021). Uma 

grande variedade de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas patogênicas ou 

não, secretam MVs em resposta à diferentes estímulos físico-químico-biológicos, 

como por exemplo, durante estresse nutricional, variação de temperatura, presença 

de antibióticos, alívio de estresse, comunicação intraespécies (transportando 

metabólitos e material genético), e interespécies durante competição por espaço e 

nutrientes, através da secreção de toxinas (Gurung et al., 2011; Bitto et al., 2017; 

Furuyama & Sircili, 2021). 

Desde então, diversos trabalhos utilizam MVs purificadas, como forma de 

mimetizar a presença da bactéria estudada, já que são descritas por carregar em 

seu interior LPS (lipopolissacarídeo), glicerofosfolipídios, proteínas da membrana 

externa (outer membrane protein – OMP), lipídeo A, DNA, RNA, exotoxinas e 

proteases (Schwechheimer & Kuehn, 2015), que podem ser apresentadas a células 

competentes do sistema imune, desencadear a ativação de sinais e estimular a 

resposta imune celular e humoral, mostrando-se como importantes estruturas com 

papéis imunoestimulatório e imunomodulador para serem utilizadas futuramente 

como promissores candidatos vacinais (Kaparakis-Liaskos & Ferrero, 2015). Um dos 

principais focos neste campo, tem sido identificar como as vesículas bacterianas 

promovem a invasão de tecidos e colonização, e como induzem as respostas 

imunes. 

As OMVs são capazes de ativar a piroptose, apoptose, inflamação e forte 

resposta humoral (Murphy et al., 2008; Ellis; Leiman; Kuehn, 2010; Mowat et al., 

2011; Park et al., 2013; Zhao et al., 2013; Khaledi et al., 2016; Abadi et al., 2018; 

Deo et al., 2020; Bittel et al., 2021; Hadadi-Fishani et al., 2021). Foi demonstrado 

que as OMVs derivadas de Helicobacter pylori e P.a., induzem a produção de IL-8 

(Mowat et al., 2011; Khaledi et al., 2016; Abadi et al., 2018), e as de Salmonella 

enterica estimulam células dendríticas a secretarem IL-12 e TNF-α (Murphy et al., 

2008), citocinas essas, importantes para a indução de uma resposta protetora 

mediada por INF-γ. Essa resposta inflamatória pode estar ligada uma regulação 

positiva de muitas citocinas e quimiocinas, incluindo CCL2, CXCL1, TNF-α, IL-1β, 

IFN-γ e IL-6 (Park et al., 2013). As OMVs de P.a. provocam uma resposta 

inflamatória mais severa, comparada com a resposta inflamatória induzida por LPS 

purificado, mas ambos participam nas respostas mediadas por citocinas (Ellis; 
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Leiman; Kuehn, 2010), adicionalmente, foi observada a participação de receptores 

Toll-like (TLRs), e secreção de níveis elevados das citocinas inflamatórias IL- 1β e 

IL-6 em células alveolares humana (Zhao et al., 2013), e altos títulos de anticorpos 

IgG1 (Hadadi-Fishani et al., 2021), demonstrando o potencial imunoestimulatório das 

OMVs dessa bactéria. Ainda, as OMVs de P.a. podem carregar e transportar para 

outras bactérias, DNA cromossomal, que codifica para proteínas relacionadas com 

fatores de virulência, resposta ao estresse, e resistência a antibióticos (Bitto et al., 

2017). 

Foi demonstrado que OMVs de Neisseria gonorrhoeae, E. coli e P.a. 

induzem apoptose mitocondrial, através da participação de TLRs e secreção de 

proteínas apoptóticas por macrófagos murinos, que rompem as membranas 

mitocondrial e da célula hospedeira (Deo et al., 2020). Como consequência deste 

processo, os receptores TLRs participam na ativação das caspases e do 

inflamassomo NLRP3 (nucleotide-binding and oligomerization domain- like receptors, 

pyrin domain-containing protein 3), com alta produção das citocinas inflamatórias IL-

1β e TNF-α. Esse processo resultou na apoptose de macrófagos derivados da 

medula de camundongos, mostrando como as OMVs podem desempenhar 

importante papel no processo inflamatório e apoptótico (Deo et al., 2020). A 

secreção de IL-1β de maneira caspase dependente e ativação da piroptose, foi 

observada em macrófagos murinos expostos as OMVs de S. typhimurium, Shigella 

flexneri e P.a. (Santos et al., 2018).  

A utilização de EVs de bactérias Gram-positivas de importância médica 

tem sido realizada nos últimos anos, e a elucidação de seu papel na patogênese das 

infecções, está sendo investigada. Por exemplo, foi demonstrada a produção e 

secreção de EVs nas bactérias B. anthracis (Rivera et al., 2010), B. subtilis e S.a. 

(Lee et al., 2009; Gurung et al., 2011), sendo que as EVs da última bactéria, são 

capazes de induzir apoptose in vitro e in vivo (Gurung et al., 2011), e que a entrega 

dos componentes associados a virulência bacteriana para o citoplasma da célula 

hospedeira, é um pré-requisito crucial para a citotoxicidade. Interessantemente, 

análises proteômicas das EVs de S.a., revelaram um conteúdo rico em β-

lactamases, hemolisinas, proteína ligante à penicilina e enterotoxina estafilocócica, 

que são importantes componentes de virulência que podem implicar diretamente na 

regulação de vias inflamatórias e apoptóticas, e na patogênese (Lee et al., 2009; 

Lee, 2012). 
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Contudo, apesar dos efeitos deletérios que as MVs podem predispor uma 

célula, ou o hospedeiro, muitas pesquisas das últimas décadas têm demonstrado a 

aplicação de MVs como ferramentas poderosas para o fornecimento de diversos 

antígenos como plataformas vacinais. A indução de anticorpos e respostas de 

proteção já foram observadas contra diferentes OMVs contendo antígenos de 

Bordetella pertussis (Zurita et al., 2019), Brucella melitensis (Avila- Calderón et al., 

2012), N. meningitidis (Gerritzen et al., 2019) e S.a. (Irene et al., 2019). O antígeno 

em si, ou muitas das moléculas que compõem as OMVs utilizadas como sistema de 

entrega de antígeno, pode agir como um componente ativador efetivo de TLR, 

devidamente considerado como um dos fornecedores chave para a resposta imune 

efetiva induzida por OMVs. 

Esses dados são importantes para auxiliar na compreensão dos 

mecanismos que induzem o carreamento e entrega de padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMP – pathogen-associated molecular patterns) para o 

citosol da célula hospedeira, com o intuito de ativar uma resposta inflamatória e 

protetiva pelas células hospedeiras. Para orquestrar respostas imunes ideais, deve- 

se reconhecer as OMVs ou EVs com PAMPs imunoestimulatórios, que são 

considerados como um sinal crítico para infecções que representam uma séria 

ameaça para o hospedeiro. 

 

2. Justificativa 

As leishmanioses são doenças negligenciadas e o prognóstico de lesões 

cutâneas é fundamental para o tratamento, e muitas vezes de difícil definição. Um 

problema prático que piora a situação dos hospedeiros infectados pelo parasita, e 

representa um fator adicional de morbidade, são as coinfecções causadas por 

bactérias, que colonizam lesões leishmanióticas (Gallo-Francisco; Brocchi; Giorgio, 

2022), requerendo assim, tratamento específico contra infecções nosocomiais. A 

análise da influência da presença de OMVs ou EVs de bactérias oportunistas e/ou 

patogênicas, durante a infecção com L. amazonensis, auxiliará na compreensão da 

dinâmica lesional através de quantificações de mediadores inflamatórios como óxido 

nítrico (NO) e citocinas, pela célula hospedeira, e definir os possíveis efeitos para 

esta relação entre parasita-hospedeiro, ou seja, a suscetibilidade ou resistência do 

parasita ao hospedeiro. 
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3. Objetivos 

 

3.1 Objetivo geral 

O objetivo principal deste trabalho foi analisar se o inóculo de vesículas de 

membrana das bactérias P.a. ATCC 27853 (POMVs) ou S.a. ATCC 25923 (SEVs), 

alteram o perfil fenotípico, como produção de NO e citocinas, de macrófagos 

previamente infectados com L. amazonensis. 

 

3.2 Objetivos específicos 

• Padronizar o cultivo das bactérias P. aeruginosa ATCC 27853 e S. aureus 

ATCC 25923; 

• Extrair, isolar e quantificar vesículas das bactérias P. aeruginosa ATCC 27853 

e S. aureus ATCC 25923; 

• Avaliar a viabilidade de macrófagos expostos as vesículas das bactérias P. 

aeruginosa ATCC 27853 e S. aureus ATCC 25923; 

• Avaliação da infecção de macrófagos com L. amazonensis e expostos as 

vesículas das bactérias P. aeruginosa ATCC 27853 e S. aureus ATCC 25923; 

• Quantificar NO nos sobrenadantes das co- culturas celulares; 

• Quantificar as citocinas IL-10, IL-17A, TNF-α, IFN-γ, IL-6, IL-4, IL-2 e IL-1β 

nos sobrenadantes das co-culturas celulares. 

 

4. Material e métodos 

 

4.1 Bactérias 

A bactéria Gram-negativa P. aeruginosa ATCC® (American Type for 

Culture Collection – Manassas, VA, EUA) 27853 (P.a.), e a Gram-positiva S. aureus 

ATCC® 25923 (S.a.) foram cultivadas em meio de cultura Luria-Bertani (LB) ágar 

para o inóculo e LB caldo para o pré-inóculo (Sambrook; Russell, 2001; Kępa et al., 

2018; Nassar; Hazzah; Bakr, 2019). A formulação do meio de cultura LB caldo foi 

feita com triptona, extrato de levedura (Acumedia®, Lansing, MI, EUA), e cloreto de 

sódio (Synth®, Diadema, SP, BRA); e para o LB ágar, foi adicionado a todos estes 

componentes, ágar bacteriológico a 1,5% (Oxoid®, Basingstoke, NH, GBR) 

(Sambrook; Russell, 2001). Para estocagem, as bactérias foram mantidas em 
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biofreezer (New Brunswick Scientific™ Innova® 44R – Eppendorf™, Hamburgo, 

GER) a -80 °C, em criotubos com LB caldo e 20% de glicerol (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, EUA). Para a realização do inóculo, as bactérias foram retiradas do 

biofreezer e estriadas pela técnica de esgotamento em LB ágar, para obtenção de 

colônias isoladas, e então foram incubadas em estufa bacteriológica SL - 101 

(Solab®, Piracicaba, SP, BRA), a 37 ºC, durante 18 h. Para o pré-inóculo, uma 

colônia isolada de bactérias em LB ágar é transferida para o LB caldo com alça 

bacteriológica, para promover o crescimento por dispersão em agitador (New 

Brunswick Scientific™ Innova® 44R – Eppendorf™, Hamburgo, GER) a 150rpm, 37 

ºC, durante 18 h (Kępa et al., 2018; Nassar; Hazzah; Bakr, 2019). 

 

4.2 Curvas de crescimento das bactérias P.a. e S.a. 

Para a realização das curvas de crescimento dessas bactérias, o pré- 

inóculo bacteriano foi cultivado overnight em 3 mL de meio de cultura LB caldo. Logo 

após, transferiu-se uma alíquota de 500 µL do pré-inóculo, para um frasco contendo 

50 mL de meio LB caldo, atingindo uma proporção de 1:100. Esse inóculo foi 

mantido em agitador a 150rpm, 37 ºC, e os sobrenadantes das culturas bacterianas 

foram lidos em leitor espectrofotômetro BioPhotometer 6131 (Hamburgo, GER), até 

que a densidade ótica (D.O.)600nm de 0,6 desejada fosse atingida. Para observar o 

crescimento da cultura de bactérias em função do tempo, foram realizadas diluições 

seriadas a partir da retirada de alíquotas de 100 µL da cultura a cada 30 minutos e 

plaqueamento pela técnica de gotejamento em meio LB ágar. As placas foram 

incubadas durante 18 h em estufa a 37 ºC para que a leitura dos resultados fosse 

feita. A média ± desvio padrão foram calculados a partir das triplicatas realizadas no 

experimento. Foram realizados três experimentos independentes. 

 

4.3 Células e condições de cultivo 

Macrófagos da linhagem murina RAW 264.7 ATCC® TIB-71, foram 

obtidos do Banco de Células do Rio de Janeiro – BCRJ. Estes macrófagos foram 

cultivados em meio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute-1640) 

suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), penicilina (100 UI/mL) e 

estreptomicina (100 µg/mL) (Vitrocell Embriolife, Campinas, SP, BRA), 2 mM L-

glutamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 10mM HEPES (Calbiochem®, San 

Diego, CA, EUA), em estufa (Shel Lab – Cornelius, OR, EUA) a 37 °C, 5% CO2, 21% 
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O2 e N2 balanceado (Colhone et al., 2004; Degrossoli et al., 2007). Esta linhagem de 

células foi isolada de camundongos da linhagem BALB/c machos e imortalizadas por 

vírus de leucemia Abelson (Raschke et al., 1978). 

 

4.4 Ensaios de invasão das bactérias P.a. ou S.a. em macrófagos murinos RAW 

264.7 

Os ensaios foram realizados de acordo com os protocolos descritos por 

Elsinghorst (1994), e Lima e cols. (2015). Em nosso trabalho, fizemos uma 

adaptação de ambos os protocolos para as respectivas bactérias e macrófagos 

utilizados nos experimentos (Elsinghorst, 1994; Lima et al., 2015). 

As bactérias P.a. e S.a. foram cultivadas em meio de cultura LB ágar 

(inóculo) e LB caldo (pré-inóculo). Os macrófagos RAW 264.7 foram cultivados em 

meio RPMI-1640 completo. As culturas celulares foram mantidas overnight em 

placas de 24 poços (contendo 2 x 105 macrófagos/poço) em estufa a 37 ºC, 5% de 

CO2, 21% O2 e N2 balanceado. O meio foi retirado e descartado, a cultura foi lavada 

com PBS três vezes, para remoção de debris e adicionou-se o meio de cultura 

RPMI-1640 com 10% de SFB sem antibiótico, com o intuito de não promover a morte 

das bactérias, nas seguintes proporções de macrófago/bactérias: 1:5, 1:10 ou 1:20, 

além do controle positivo contendo macrófagos sem infecção. As culturas celulares 

foram incubadas com as bactérias P.a. ou S.a. durante 1 h, em estufa a 37 ºC, 5% 

de CO2, 21% O2 e N2 balanceado; logo após o sobrenadante foi retirado e os poços 

foram lavados com PBS três vezes. 

Em seguida, adicionou-se aos poços meio RPMI-1640 com 10% SFB e 

100 µg/mL de gentamicina, para eliminação das bactérias extracelulares seguida 

pela incubação por 1 h em estufa a 37 ºC, 5% de CO2, 21% O2 e N2 balanceado. 

Após 1 h o meio de cultura com antibiótico foi retirado e os poços foram então 

lavados novamente com PBS três vezes, para posterior adição de Triton X-100 

(Promega, Madison, WI, USA) 0,1% durante 5 minutos, sob agitação leve, para a lise 

dos macrófagos com bactérias internalizadas. Para contagem das Unidades 

Formadoras de Colônias (UFC/mL) das células lisadas, foram realizadas diluições 

seriadas entre 10-1 e 10-4, a partir de uma alíquota de 100 µL dos poços e 

homogeneizada em tubo contendo 900 µL de solução salina 0,85%, seguido pelo 

plaqueamento pela técnica de gotejamento em triplicata, em meio de cultura LB 

ágar. As placas foram incubadas durante 18 h em estufa a 37 ºC para posterior 
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leitura dos resultados. 

Lamínulas estéreis de 13 mm de diâmetro (Perfecta, São Paulo, SP, BRA) 

inseridas nos poços da placa, foram fixadas com metanol e coradas com Giemsa 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), para visualização da aparência morfológica dos 

macrófagos com bactérias internalizadas sob microscópio óptico. Adicionalmente, foi 

realizada a quantificação de macrófagos íntegros e aderentes em 20 campos 

representativos e aleatórios, para avaliar se houve diminuições expressivas na 

quantidade de células que foram submetidas as diferentes proporções testadas 

(Barbosa et al., 2015). Foram considerados macrófagos íntegros aqueles com o 

núcleo e citoplasma preservados morfologicamente. Foram realizados três 

experimentos independentes. 

Todas as observações foram feitas em aumento de 1000x do microscópio 

óptico Zeiss® Primo Star (Oberkochen, GER). As capturas das fotomicrografias 

foram feitas em câmera Axiocam® ERc5s, software Axiovision Rel. 4.8, Zeiss 

acoplada ao microscópio. 

 

4.5 Parasitas 

Promastigotas de L. amazonensis cepa M2269 (MHOM/BR/73/M2269) 

foram mantidos in vitro em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB, 50 

µg/mL de gentamicina, 2mM L-glutamina e 10mM HEPES. Os parasitas foram 

mantidos em frascos de cultivo celular de 25cm² ou 75 cm², em estufa a 26 ºC. Para 

a manutenção in vivo dos parasitas L. amazonensis, foram feitas infecções em 

camundongos fêmeas da linhagem BALB/c de seis semanas de idade, obtidas do 

Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB/UNICAMP), aprovado 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) sob o protocolo 5904-1/2021, 

conforme padronizado no laboratório (Araújo; Giorgio, 2015). 

 

4.6 Ensaio das bactérias P.a. ou S.a. em sistema transwell e macrófagos 

murinos RAW 264.7 infectados com L. amazonensis 

As bactérias foram cultivadas como descrito acima. Os macrófagos RAW 

264.7 foram cultivados em placa de 24 poços (contendo 2 x 105 macrófagos/poço) 

com lamínulas estéreis, em meio RPMI-1640 com 10% de SFB, sem gentamicina, 

para não promover a morte das bactérias. As culturas celulares foram mantidas 

overnight em estufa a 37 ºC, 5% de CO2, 21% O2 e N2 balanceado, para adesão dos 
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macrófagos. Logo em seguida, o meio foi retirado e descartado e os poços da placa 

foram lavados com PBS uma vez para remoção dos debris. Posteriormente, 

promastigotas de L. amazonensis em meio RPMI-1640 com 10% de SFB, sem 

gentamicina, foram inoculadas com as seguintes proporções de 

macrófago/parasitas: 1:10 e 1:20, além do controle positivo contendo macrófagos 

sem infecção.  

As culturas de macrófagos infectadas com os parasitas foram incubadas 

durante 24 h, em estufa a 37 ºC, 5% de CO2, 21% O2 e N2 balanceado. Em seguida, 

os poços da placa foram lavados com PBS uma vez para remoção dos parasitas 

restantes. As bactérias foram adicionadas nos insertos do sistema transwell após 

atingirem a D.O.600nm 0,6. Foram adicionadas 4 x 106 UFC/mL da bactéria P.a., e 106 

UFC/mL da bactéria S.a., e logo em seguida, os insertos foram colocados nos poços 

contendo macrófagos previamente infectados com o parasita. A placa foi incubada 

por mais 24 h com as bactérias nos insertos transwell em estufa a 37 ºC, 5% de 

CO2, 21% O2 e N2 balanceado, para o estabelecimento das interações independente 

de contato físico entre macrófagos previamente infectados pelo parasita e bactérias. 

Após as 24 h de incubação com as bactérias, os insertos contendo bactérias foram 

descartados, e os sobrenadantes foram coletados e mantidos em freezer a -20 ºC 

para quantificação de NO e citocinas a posteriori. Uma alíquota dos sobrenadantes 

do compartimento inferior, contendo macrófagos infectados com L. amazonensis, foi 

utilizada para plaqueamento em LB ágar, para verificar se houve contaminação 

durante o experimento. Posteriormente as placas foram incubadas em estufa a 37 ºC 

durante 18 h. As lamínulas nos poços da placa foram fixadas com metanol, e 

coradas com Giemsa para visualização da aparência morfológica dos macrófagos 

infectados com L. amazonensis, sob microscópio óptico. 

Os macrófagos íntegros e aderentes foram contabilizados em 20 campos 

representativos e aleatórios, para aferição da viabilidade. Paralelamente, foram 

feitas as contagens de 200 macrófagos, e destes, a quantidade de infectados com L. 

amazonensis, bem como o número de amastigotas intracelulares. A porcentagem de 

macrófagos infectados, foi calculada em relação ao total contabilizado, 200; e a 

quantidade de formas amastigotas por macrófago infectado, foi feita dividindo-se o 

total quantificado destas formas intracelulares, pelo total de macrófagos infectados. 

O Índice de Infecção (IF) é o produto entre a porcentagem de macrófagos 

infectados, e o número de amastigotas/macrófago infectado. Todas as contagens 
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foram feitas em aumento de 1000x no microscópio óptico. Foram realizados três 

experimentos independentes com o sistema transwell. A Figura 1A e 1B é uma 

representação esquemática do sistema transwell. A Figura 2 ilustra o desenho 

experimental destes ensaios. 

 

Figura 1. Representação esquemática do sistema Transwell (A) evidenciando o compartimento 

superior contendo a membrana com microporos de 0,4 μm de tamanho, e o compartimento inferior; e 

fotografia de um inserto transwell contendo meio de cultura (B). Fonte (A): Conteúdo reproduzido de 

Gallo-Francisco PH & Giorgio S, 2019; Fonte (B): Conteúdo reproduzido de Corning®, 2007. 

 

Figura 2. Representação esquemática dos ensaios de macrófagos murinos RAW 264.7 infectados 

com L. amazonensis e expostos ou não as bactérias P.a. ou S.a em sistema transwell. (A) 
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Macrófagos sem infecção e sem sistema transwell; (B e C) Macrófagos infectados com L. 

amazonensis nas proporções 1:10 (B) ou 1:20 (C), sem sistema transwell; (D e E) Macrófagos 

infectados com L. amazonensis nas proporções 1:10 (D) ou 1:20 (E), e expostos a bactéria P.a. com 

4 x 106 UFC/mL em sistema transwell; (F e G) Macrófagos infectados com L. amazonensis nas 

proporções 1:10 (F) ou 1:20 (G), e expostos a bactéria S.a. com 106 UFC/mL em sistema transwell. 

As co-culturas de macrófagos foram infectadas com L. amazonensis durante 24 h, e logo após, foram 

expostas as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos transwell por mais 24 h. Nota: os macrófagos RAW 

264.7, parasitas L. amazonensis e as bactérias P.a. ou S.a., são representações esquemáticas sem 

proporção de tamanho. 

 

4.7 Extração de vesículas das bactérias P.a. e S.a. 

A extração das vesículas de bactérias, foi realizada de acordo com o 

protocolo estabelecido anteriormente (Batista et al., 2020). Primeiramente, as 

bactérias P.a. e S.a. foram estriadas por esgotamento em uma placa contendo meio 

de cultura LB ágar, e foram incubadas em estufa a 37 ºC por 18 h. O pré-inóculo 

bacteriano foi expandido overnight em 3 mL de meio de cultura LB caldo. Logo após 

uma alíquota de 500 μL do pré-inóculo foi transferida para um frasco contendo 500 

mL de meio LB caldo, atingindo uma proporção de 1:1000. Esse inóculo foi mantido 

em agitador a 150rpm, 37 ºC, durante 20 h, para que a fase de crescimento das 

bactérias atingisse o final da fase estacionária e o início da fase de declínio, fases 

estas, onde geralmente observa-se uma alta produção de vesículas (Furuyama & 

Sircili, 2021). 

Após o crescimento de 20 h, o inóculo bacteriano foi transferido para 

frascos de centrífuga estéreis, com capacidade de 250 mL. As co-culturas foram 

centrifugadas a 10.000rpm, durante 45 minutos, 4 ºC. Os pellets foram descartados. 

O sobrenadante foi recuperado e esterilizado em sistema de filtração a vácuo, com 

membrana de diálise de 0,45 μm e depois em filtros de 0,22 μm PTFE. Durante a 

filtração, o restante dos sobrenadantes foram incubados a 4 ºC. O sobrenadante foi 

concentrado por ultrafiltração em filtros Amicon com uma membrana para diálise de 

100 kDa (Millipore, Burlington, MA, EUA). Um total de 3 mL das vesículas 

concentradas foi coletado e recuperado em PBS pH 7.4, em tubo Falcon de 15 mL. 

As vesículas foram centrifugadas em velocidade máxima (15.000 rpm), durante 10 

minutos, a 4 ºC. Logo após este volume foi filtrado novamente, em filtro de 0,22 μm. 

As vesículas em suspensão foram ultracentrifugadas a 60.000rpm (=308.448 x g), 

durante 1 h 30 minutos, a 4 ºC. O sobrenadante foi descartado e ressuspendido em 
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500 μL de PBS. A esterilidade das vesículas foi testada através do plaqueamento de 

uma alíquota em placa com meio LB ágar. Logo após a verificação de esterilidade 

ser confirmada, as vesículas foram armazenadas em biofreezer a -80 ºC, 

aliquotadas separadamente. 

 

4.8 NTA (Nanoparticle Tracking Analysis) das POMVs e SEVs 

As vesículas foram analisadas quanto ao seu diâmetro e quantidade, por 

NTA – Nanoparticle Tracking Analysis -, ou analisador de partículas por 

nanorastreamento, utilizando o NanoSight® NS300 (Malvern Instruments, UK) 

equipado com captura de vídeo rápida e software de rastreamento de partículas. As 

POMVs e SEVs purificadas foram diluídas separadamente em 1 mL de PBS, 

desagregadas usando uma seringa de 1 mL e agulha (29G × ½''), e cada amostra foi 

então injetada no cubículo da bomba de seringa do NanoSight® NS300, para as 

análises de amostra em fluxo constante. As configurações de dispersão e captura de 

fluorescência (como configurações de foco, câmera e ganho) foram otimizadas para 

tornar os rastros de partículas visíveis e, em seguida, as medições foram feitas em 

condições de temperatura controlada a 25 ºC, obtidas em triplicata e analisadas 

usando o software NanoSight NS300 Ver. 3.2.16 (Malvern Instruments, UK). Os 

dados sobre os tamanhos de partículas são expressos como as médias calculadas ± 

desvio padrão da distribuição de tamanhos. 

 

4.9 Ensaio de Bradford 

A proteína total das vesículas das POMVs e SEVs foi determinada pelo 

método de Bradford, utilizando albumina do soro bovino (BSA) (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, EUA) como padrão para a realização da curva de calibração do ensaio 

(Bradford, 1976; Zorgi et al., 2020). Em seguida, as alíquotas de vesículas 

ressuspendidas foram mantidas em biofreezer a -80 ºC. 

 

4.10 Ensaios de macrófagos murinos RAW 264.7 infectados com L. 

amazonensis e expostos as POMVs ou SEVs 

Para a realização dos experimentos, os macrófagos RAW 264.7 foram 

cultivados em uma placa de 24 poços (contendo 2 x 105 macrófagos/poço) com 

lamínulas redondas estéreis, em 1 mL de meio RPMI-1640 completo. As culturas 

celulares foram incubadas overnight em estufa a 37 ºC, 5% de CO2, 21% O2 e N2 
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balanceado, para a adesão dos macrófagos. Logo em seguida, o meio de cultura foi 

retirado e descartado e os poços da placa foram lavados com PBS uma vez para 

remoção de debri celular. Em seguida, as culturas celulares foram incubadas 

durante 24 h com L. amazonensis, utilizando a proporção de macrófago/parasitas 

em 1:10, logo depois a placa foi incubada em estufa a 37 ºC, 5% de CO2, 21% O2 e 

N2 balanceado. Em seguida, os sobrenadantes foram descartados e os poços da 

placa foram lavados com PBS uma vez para remoção dos parasitas restantes, 

depois, as vesículas foram inoculadas nas proporções 1:1, 1:10 ou 1:100 (proporção 

entre macrófago/vesículas) nos poços contendo macrófagos infectados pelo 

parasita, ou nos poços contendo macrófagos sem infecção (situação controle). Os 

poços com macrófagos saudáveis, sem infecção, ou com macrófagos infectados 

pelo parasita, receberam meio de cultura RPMI-1640 completo. A placa foi incubada 

com as POMVs ou SEVs por mais 24 h em estufa a 37 ºC, 5% de CO2, 21% O2 e N2 

balanceado. O desenho experimental com as situações testadas, estão 

esquematizados na Figura 3. 
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Figura 3. Representação esquemática dos ensaios de macrófagos murinos RAW 264.7 infectados 

com L. amazonensis e expostos ou não, as POMVs ou SEVs. (A): Macrófagos sem infecção; (B): 

Macrófagos infectados com L. amazonensis na proporção 1:10, sem exposição as POMVs ou SEVs; 

(C): Macrófagos infectados com L. amazonensis na proporção 1:10 e expostos as POMVs ou SEVs 

na proporção 1:1; (D): Macrófagos infectados com L. amazonensis na proporção 1:10 e expostos as 

POMVs ou SEVs na proporção 1:10; (E): Macrófagos infectados com L. amazonensis na proporção 

1:10 e expostos as POMVs ou SEVs na proporção 1:100. As co-culturas de macrófagos foram 

infectadas com L. amazonensis durante 24 h, e logo após, foram expostas as POMVs ou SEVs por 

mais 24 h. (F): Macrófagos expostos as POMVs ou SEVs na proporção 1:1; (G): Macrófagos expostos 

as POMVs ou SEVs na proporção 1:10; (H): Macrófagos expostos as POMVs ou SEVs na proporção 

1:100. As culturas de macrófagos foram expostas as POMVs ou SEVs por 24 h. Nota: os macrófagos 

RAW 264.7, parasitas L. amazonensis, POMVs e SEVs, são representações esquemáticas, sem 

proporção de tamanho. 

 

Após as 24 h de incubação, os sobrenadantes das co-culturas celulares 

foram coletados, transferidos para tubos eppendorf e mantidos em freezer a -20 ºC 
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para quantificação de NO e citocinas a posteriori. Uma alíquota desses 

sobrenadantes foi utilizada para plaqueamento em LB ágar, para verificar se houve 

contaminação dos sobrenadantes das co-culturas. As lamínulas nos poços da placa 

foram fixadas com metanol durante 10 minutos, e coradas com Giemsa, para 

visualização da aparência morfológica dos macrófagos infectados ou não com L. 

amazonensis; ou dos macrófagos que receberam vesículas ou não. As análises 

foram feitas sob microscópio óptico comum. 

As contagens para aferição da quantidade de macrófagos aderentes em 

20 campos, porcentagem média de macrófagos infectados, número de amastigotas 

por macrófago infectado e o Índice de Infecção (IF) foram feitas como descrito no 

item 4.6 da metodologia. Foram realizados pelo menos três experimentos 

independentes em triplicata. 

 

4.11 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) das POMVs e SEVs 

As vesículas em suspensão armazenadas em biofreezer a -80 ºC foram 

retiradas e colocadas em banho de gelo. Um pedaço de papel parafilm foi cortado e 

colocado dentro de uma placa de Petri de 100mm. A parte interna do papel parafilm 

foi colocada com a face para cima na placa de Petri. As vesículas ressuspensas em 

PBS, foram homogeneizadas em vórtex por ≅10 segundos, depois, foram retirados 

20 μL das amostras e pipetadas sob o papel parafilm como uma gota. Com uma 

pinça estéril, a grade de cobre (300-mesh) para microscopia eletrônica foi colocada 

em cima da gota de amostra contendo vesículas, durante 5 minutos em temperatura 

ambiente. Logo após o excesso de amostra das grades foi retirado, utilizando papel 

filtro. Foram pipetados 100 μL da solução de acetato de uranila 2%, e colocados 

como uma gota no papel parafilm da placa de Petri. Com uma pinça, a grade foi 

colocada sob a gota de acetato de uranila 2%. A amostra foi incubada em 

temperatura ambiente na ausência de luz (devido à fotossensibilidade do acetato de 

uranila) durante 4 minutos, para fazer a contrastação negativa com as amostras. O 

excesso de acetato de uranila foi retirado das grades com o auxílio de papel filtro. As 

grades com as amostras já contrastadas foram colocadas dentro da placa de Petri e 

protegidas da incidência de luz, por ≅12 h, antes da visualização das amostras no 

MET ser feita. 

As vesículas foram observadas no MET Tecnai G2 Spirit BioTWIN – FEI 

Company® (Hillsboro, OR, EUA) operando entre 60 e 80kV, e em aumento de 
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68.000x. As observações no MET foram feitas em colaboração com o Laboratório de 

Regeneração Nervosa do IB da UNICAMP. 

 

4.12 Cytometric Bead Array (CBA) 

O Kit Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 (BD 

Biosciences®, San Jose, CA, EUA), é otimizado para a análise das citocinas IL-10, 

IL-17A, TNF-α, IFN-γ, IL-6, IL-4 e IL-2 de camundongo, para amostras de 

sobrenadante de cultura celular, soro ou plasma, que podem estar presentes nos 

sobrenadantes das culturas celulares (Figura 3). O kit CBA tem como fundamento 

microesferas (beads) conjugadas com anticorpos específicos para cada citocina a 

ser quantificada, e com intensidades de fluorescência (MFI – Median Fluorescence 

Intensity) diferentes, e utiliza como reagente de detecção uma mistura de anticorpos 

conjugados com ficoeritrina (PE), e um anticorpo específico para cada citocina, que 

emite uma intensidade de fluorescência proporcional à quantidade de citocinas 

ligadas nos anticorpos secundários de detecção. 

Os procedimentos seguiram as recomendações do fabricante (BD 

Biosciences), e foram utilizados 50 μL dos sobrenadantes das co-culturas celulares 

para a realização das análises. Logo em seguida, as amostras foram levadas ao 

citômetro de fluxo FACSCanto™II (BD Biosciences®, San Jose, CA, EUA), para 

aquisição das leituras nos canais APC e APC-Cy™7. Para cada amostra processada 

foram adquiridos no mínimo 2100 eventos. O cálculo dos níveis de citocinas foi 

realizado com a utilização do software FCAP Array 1.0.1 (BD Biosciences®, San 

Jose, CA, EUA). Os limites mínimos de detecção para cada citocina foram: 0.1 

pg/mL (picogramas/mililitro) (IL-2); 0.03 pg/mL (IL-4); 1.4 pg/mL (IL-6); 0.5 pg/mL 

(IFN-γ); 0.9 pg/mL (TNF-α); 0.8 pg/mL (IL-17A); 16.8 pg/mL (IL-10) (Zorgi et al., 

2020). 

 

4.13 Ensaio Imunoenzimático (ELISA) para quantificação de IL-1β 

O kit Mouse IL-1β/IL-1F2 DuoSet ELISA (R&D Systems Inc., Minneapolis, 

MN, EUA), é otimizado para a quantificação de IL-1β de camundongo, para 

amostras de sobrenadante de cultura celular, soro ou plasma que podem estar 

presentes nos sobrenadantes das culturas celulares (Figura 3). O limite de detecção 

do ensaio foi entre 15,6 e 1000 pg/mL. 

Uma microplaca de 96 poços High Binding, com fundo plano (R&D 
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Systems Inc., Minneapolis, MN, EUA) foi incubada overnight em temperatura 

ambiente, com um anticorpo policlonal para IL-1β (50 μL/poço). Posteriormente, as 

placas foram lavadas três vezes com tampão (0,01 M de fosfato, 0,05 M de NaCl, 

0,1% de Tween 20, pH 7,2), em Microplate Washer Biochrom® Asys Atlantis 

(Cambridge, UK), e os locais de ligação adicionais na superfície da placa foram 

bloqueados por incubação dos poços com BSA a 1%, durante 1 h 30 minutos em 

temperatura ambiente. Em seguida, os poços da placa foram lavados novamente, os 

sobrenadantes das culturas celulares e curva padrão foram adicionados (50 

μL/poço) em duplicata, e incubados em temperatura ambiente durante 2 h. Após 

lavagem dos poços três vezes, o anticorpo policlonal biotinilado anti-IL-1β foi 

adicionado (50 μL/poço). Foi feita outra incubação a temperatura ambiente durante 2 

h. Logo depois os poços foram lavados e foram adicionados 50 μL de 

Estreptoavidina-HRP (Horseradish Peroxidase) diluída 1:2000, durante 20 minutos 

na ausência de luz em temperatura ambiente, as placas foram então lavadas, e 

adicionou-se o mesmo volume de Solução de Substrato (H2O2 + 3,3',5,5'-

Tetramethylbenzidine – TMB), e a placa foi incubada por mais 20 minutos na 

ausência da luz, em temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 50 

μL de Solução Stop (H2SO4 – ácido sulfúrico), e a placa foi homogeneizada 

gentilmente para garantir a mistura. Em seguida, a densidade óptica foi medida em 

leitor de microplacas Biochrom® Asys UVM 340 (Cambridge, UK), e o software 

MikroWin® 200 (Cambridge, UK) foi utilizado para obtenção dos valores de 

absorbância. A concentração de IL-1β nas amostras, foi obtida utilizando os valores 

de D.O. da curva padrão como valores de referência, e expressos em pg/mL. Esta 

curva foi ajustada utilizando o modelo polinomial quadrático, para fazer a 

interpolação dos valores de concentração desta citocina (Herman, Scherer, Shan, 

2008).  

 

4.14 Quantificação de NO2
- (nitrito) 

A concentração de nitrito nos sobrenadantes das culturas celulares foi 

determinada pelo método colorimétrico de Griess (Griess, 1858; Degrossoli et al., 

2011). Uma curva de calibração com NaNO2
- (nitrito de sódio) (Synth, Diadema, SP, 

BRA) foi realizada, para obtenção de valores de referência de absorbância de 

acordo com as concentrações de nitrito pré-estabelecidas. Em uma placa de 96 

poços com fundo plano (Corning® Inc., NY, EUA), foram adicionados 50 μL dos 
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sobrenadantes das cculturas celulares, em 50 μL do reagente de Griess (1% de 

sulfanilamida com 0,1% de α-naftiletilenodiamina, preparado no momento da reação) 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Após 15 minutos de incubação em temperatura 

ambiente, a absorbância de cada reação da amostra foi determinada em leitor 

espectrofotômetro Bio-Tek®, Synergy HT (NY, EUA), com comprimento de onda a 

540 nm. O software KC4® Ver. 3.4 Rev.16 foi utilizado para obtenção dos valores de 

absorbância. A concentração de nitrito das amostras foi determinada a partir de uma 

curva padrão contendo nitrito de sódio em concentrações conhecidas. 

 

4.15 Análise estatística 

Para a análise dos dados, foram calculadas a média ± desvio padrão e 

realizada a análise de variância (ANOVA) entre as situações experimentais, no 

software GraphPad Prism® Ver. 9.0.2 (San Diego, CA, EUA). A significância 

estatística foi verificada pelo teste t-Student com correção de Welch, quando 

aplicável, e considerada aceitável quando p≤ 0,05. 

 

5. Resultados 

 

5.1 Curvas de crescimento de P.a. e S.a. 

Inicialmente, avaliamos a curva de crescimento das bactérias P.a. e S.a., 

com o objetivo de verificar o tempo necessário para as bactérias atingirem a 

D.O.600nm 0,6, correspondente ao início da fase logarítmica de crescimento. A Figura 

4A ilustra uma placa contendo meio de cultura LB ágar com a bactéria P.a., e a 

Figura 4B ilustra uma placa contendo a bactéria S.a., ambas evidenciando colônias 

isoladas. Na Figura 5A podemos observar a curva de crescimento da bactéria P.a. 

(Figura 4A), com a quantidade média de bactérias em UFC/mL, em função do 

tempo. A fase lag da curva foi relativamente longa, o que provavelmente reflete o 

tempo que a bactéria levou para se adaptar ao meio de cultura e para iniciar a fase 

logarítmica. Foram quantificadas 3 x 108 UFC/mL (D.O.600nm 0,6) no tempo de 240 

minutos, sugerindo o início da fase logarítmica da bactéria P.a. (Figura 5A).  

A Figura 5B ilustra a curva de crescimento da bactéria S.a. Observamos 

que a bactéria permaneceu em sua fase lag durante ≅90 minutos, e em seguida, a 

média de UFC/mL prosseguiu aumentando. Foram quantificadas 5 x 107 UFC/mL 

(D.O.600nm 0,6) no tempo de 120 minutos, sugerindo o início da fase logarítmica da 
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bactéria S.a.  

 

 

Figura 4. Imagens de placas de Petri com bactérias P.a. (A) e S.a. (B) estriadas em meio de cultura 

LB ágar. Pode-se observar a presença de colônias isoladas após 18 h em estufa.  

 

 

Figura 5. Quantidade média de P.a. (A) e S.a. (B), em UFC/mL, em função de intervalos de 30 

minutos. Média ± desvio padrão das quantificações expressos em UFC/mL. Os dados são 

representativos de pelo menos três ensaios independentes.  

 

5.2 Ensaios de invasão de P.a. em macrófagos murinos RAW 264.7 

A primeira etapa para a realização destes ensaios de invasão de 

bactérias em macrófagos murinos RAW 264.7, foi estabelecer o cultivo dos 

macrófagos no laboratório. Estas culturas celulares foram observadas 

continuadamente quanto a sua confluência e morfologia sob microscópio invertido 

(Figura 6). 
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No trabalho de Elsinghorst (1994), foi descrito um protocolo de invasão de 

bactérias utilizando diferentes linhagens celulares, como células provenientes do 

fígado, rim, colo do útero, cólon e ileocecal (Elsinghorst, 1994). No trabalho de Lima 

e cols. (2015), foram realizados ensaios de invasão em macrófagos peritoneais de 

camundongos da linhagem BALB/c infectados com a mesma cepa de P.a. que 

estamos utilizando neste trabalho (Lima et al., 2015). 

Inicialmente testamos as proporções 1:5, 1:10 e 1:20 nos ensaios de 

invasão com a bactéria P.a., com o objetivo de selecionar a proporção de 

macrófago/bactérias nos insertos dos futuros ensaios com o sistema transwell. Na 

Figura 7 observa-se a quantificação do número de bactérias intracelulares após a 

lise dos macrófagos. As culturas de macrófagos expostas a proporção 1:5 tiveram 

uma quantidade significativamente menor (1.888 UFC/mL) de bactérias 

intracelulares, quando comparadas com as culturas celulares expostas a proporção 

1:10 (5.888 UFC/mL). Não houve diferenças significativas entre as proporções 1:10 

e 1:20, com 5.888 UFC/mL e 6.611 UFC/mL, respectivamente (Figura 7). 

 

Figura 6. Fotomicrografias de culturas de macrófagos da linhagem murina RAW 264.7. 

Fotomicrografias capturadas em aumento de 10x (A), e de 40x (B) do microscópio invertido (Motic® 

AE31E) com câmera acoplada (Moticam 10+ (10MP)) (Hong Kong, CHN). Barra de escala= 10 µm.  
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Figura 7. Quantidade média de bactérias intracelulares em UFC/mL, obtidas após lise dos 

macrófagos RAW 264.7 expostos durante 1 h as proporções 1:5, 1:10 ou 1:20 da bactéria P.a. Os 

dados são apresentados como média ± desvio padrão e são representativos de três experimentos 

independentes realizados em triplicata. A significância estatística foi calculada utilizando o teste t-

Student não-pareado. *p≤ 0,05= diferença significativa entre a proporção 1:5 e 1:10 da bactéria P.a. 

 

Em outro ensaio de invasão, testamos as proporções 1:20, 1:50 e 1:100 

com o objetivo de avaliar se os macrófagos RAW 264.7 sustentariam maiores 

quantidades de bactérias, durante 1 h de incubação; e se esses macrófagos 

modificariam expressivamente a sua estrutura morfológica. Observamos que as 

culturas de macrófagos expostas a proporção 1:50 apresentaram a maior 

quantidade de bactérias, com 25.333 UFC/mL, enquanto na proporção 1:100, o 

número de bactérias recuperadas da lise, foi 23.777 UFC/mL (Figura 8). A proporção 

1:20 apresentou a menor quantidade de bactérias intracelulares recuperadas do 

lisado dos macrófagos, com 18.222 UFC/mL (Figura 8). Os dados revelam que a 

proporção 1:20 da bactéria P.a., foi a proporção ideal para se utilizar nos insertos 

transwell, e macrófagos previamente infectados com L. amazonensis. 
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Figura 8. Quantidade média de bactérias intracelulares, em UFC/mL, obtidas após lise dos 

macrófagos RAW 264.7 expostos durante 1 h as proporções 1:20, 1:50 ou 1:100 da bactéria P.a. Os 

dados são apresentados como média ± desvio padrão e são representativos de três experimentos 

independentes realizados em triplicata. A significância estatística foi calculada utilizando o teste t-

Student não-pareado. 

 

5.3 Viabilidade e morfologia dos macrófagos murinos RAW 264.7 infectados 

com P.a. 

Com o objetivo de avaliar a viabilidade das culturas de macrófagos 

realizamos a contagem de macrófagos aderentes em 20 campos das lamínulas 

(Figura 9) (Barbosa et al., 2015). Essa quantificação realizada com o propósito de 

investigar se há diferença ou não, na quantidade de macrófagos expostos as 

proporções testadas, quando comparados com o controle positivo (macrófagos sem 

infecção). Foram considerados macrófagos viáveis aqueles com o núcleo e o 

citoplasma estruturalmente preservados. Pôde-se observar que não houve 

diferenças expressivas e significativas na quantidade de macrófagos, tanto entre o 

controle positivo (não expostos as bactérias) e as demais proporções, quanto entre 

as proporções testadas. As proporções 1:5, 1:10 e 1:20, tiveram uma redução na 

quantidade de macrófagos em 13,56%, 0,64% e 4,62%, respectivamente, em 

relação ao controle positivo (Figura 9), porém não exibiram diferenças significativas.  
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Figura 9. Quantificação dos macrófagos aderentes e viáveis, após exposição durante 1 h as 

proporções 1:5, 1:10 ou 1:20 da bactéria P.a. Contagem de macrófagos RAW 264.7 em 20 campos 

representativos, sob microscópio óptico em aumento de 1000x. Os dados são mostrados como média 

± desvio padrão e representam os resultados de três experimentos independentes. A significância 

estatística foi calculada utilizando o teste t-Student não-pareado. 

 

Também foi avaliada a viabilidade das culturas de macrófagos infectadas 

nas proporções 1:20, 1:50 e 1:100, observamos que o controle positivo apresentou 

uma quantidade significativamente maior de macrófagos, quando comparada com as 

demais situações experimentais (Figura 10). Culturas infectadas nas proporções 

1:20, 1:50 e 1:100, tiveram uma redução significativa na quantidade de macrófagos 

em 61,23%, 51,26% e 50,17%, respectivamente, em relação ao controle positivo 

(Figura 10). 
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Figura 10. Quantificação dos macrófagos viáveis, após exposição durante 1 h as proporções 1:20, 

1:50 ou 1:100 da bactéria P.a. Contagem de células RAW 264.7 aderidas em 20 campos 

representativos, sob microscópio óptico em aumento de 1000x. Os dados são mostrados como média 

± desvio padrão e representam os resultados de três experimentos independentes. A significância 

estatística foi calculada utilizando o teste t-Student não-pareado. *p≤ 0,05= diferenças significativas 

entre a situação controle e os tratamentos. 

 

Células infectadas com P.a. foram coradas com Giemsa e observadas em 

microscópio óptico, com o objetivo de avaliar a viabilidade dos macrófagos RAW 

264.7. Desta forma, foi possível analisar a aparência morfológica dos macrófagos 

infectados e dos macrófagos não infectados (controle positivo). Na Figura 11A 

(situação controle), é possível notar que há menos vacúolos nos macrófagos não 

infectados, com a integridade celular mais preservada em relação aos macrófagos 

expostos as proporções 1:5 (Figura 11B), 1:10 (Figura 11C) e 1:20 (Figura 11D) da 

bactéria P.a. Os prolongamentos citoplasmáticos (pseudópodes), estão evidentes 

em todas as fotomicrografias dos macrófagos (Figura 11A – Figura 11D). Pode-se 

observar a presença de bactérias no interior dos vacúolos (setas) desses 

macrófagos expostos as proporções 1:5 (Figura 11B), 1:10 (Figura 11C) e 1:20 

(Figura 11D). É evidente a presença de macrófagos vacuolizados sem bactérias 

(Figura 11B, 11C e 11D), sugerindo que possivelmente a invasão das bactérias 

ocorreu, mas foram eliminadas pelos macrófagos. Os dados obtidos com a 

contagem de macrófagos em 20 campos (Figura 9), consistem com as observações 

feitas ao microscópio óptico, com uma quantidade de macrófagos semelhante entre 

as situações experimentais observadas (controle positivo, e proporções 1:5, 1:10 e 
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1:20 testadas). 

 

 

Figura 11. Fotomicrografias de macrófagos RAW 264.7 infectados com P.a. nas proporções 1:5, 1:10 

ou 1:20 durante 1 h. Coloração com Giemsa. Macrófagos não infectados como controle positivo (A) e 

macrófagos infectados nas proporções 1:5 (B), 1:10 (C) e 1:20 (D) com P.a. Macrófagos 

representativos de três experimentos independentes são mostrados. As setas indicam bactérias 

internalizadas. Fotomicrografias capturadas em aumento de 1000x. Barras de escala= 10 µm. 

 

No ensaio de invasão onde as proporções 1:20, 1:50 e 1:100 foram 

testadas, pôde-se observar a presença reduzida de bactérias no meio intracelular 

(setas) (Figura 12B e 12C), com dano celular mais evidenciado pela rugosidade 

desses macrófagos. Na Figura 12D, o dano causado pela proporção 1:100, é mais 

visível do que nas proporções 1:20 e 1:50, e as bactérias intracelulares não puderam 

ser visualizadas. Após a última etapa de lavagem dos poços com o tampão, a 

maioria das bactérias são eliminadas juntamente com o PBS  (Figura 12D). 

A diminuição da quantidade macrófagos íntegros também foi observada 

nessas culturas que receberam os inóculos bacterianos (Figura 12B, 12C e 12D), 

enquanto no controle positivo, a integridade dos macrófagos está preservada (Figura 
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12A). Quando comparadas com o controle positivo, as proporções 1:20, 1:50 e 

1:100, tiveram uma redução na quantidade de macrófagos em 61,23%, 51,26% e 

50,17%, respectivamente (Figura 10). 

Os dados obtidos com a contagem de macrófagos em 20 campos (Figura 

10), consistem com as observações feitas ao microscópio óptico, com uma 

quantidade superior de macrófagos na situação controle, em comparação com as 

proporções 1:20, 1:50 e 1:100. 

 

 

Figura 12. Fotomicrografias de macrófagos RAW 264.7 infectados com P.a. nas proporções 1:20, 

1:50 ou 1:100 durante 1 h. Coloração com Giemsa. Macrófagos não infectados como controle positivo 

(A) e macrófagos infectados nas proporções 1:20 (B), 1:50 (C) e 1:100 (D) com P.a. Macrófagos 

representativos de três experimentos independentes são mostrados. As setas indicam bactérias 

internalizadas. Fotomicrografias capturadas em aumento de 1000x. Barras de escala= 10 µm. 

 

Os dados mostram que o protocolo de Elsinghorst (1994) e Lima e cols. 

(2015) foi satisfatório, sendo que a proporção 1:20 foi a ideal para se utilizar nos 

futuros ensaios de interação celular independente de contato (sistema transwell), e 
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macrófagos previamente infectados com L. amazonensis. Em relação ao tempo em 

que essas bactérias permaneceram em contato com os macrófagos nesses ensaios 

in vitro, testamos períodos entre 1 h e 24 h, para avaliar se ocorrerão diferenças 

expressivas na quantidade de bactérias em UFC/mL, e se a quantidade de 

macrófagos irá variar, bem como a aparência estrutural. 

 

5.4 Ensaios de invasão de S.a. em macrófagos murinos RAW 264.7 

As etapas utilizadas nos ensaios com S.a., seguem os mesmos 

procedimentos descritos para os ensaios de invasão com P.a. O principal objetivo da 

realização destes ensaios com essa bactéria, foi padronizar a proporção de 

macrófago/bactérias ideal, assim como o tempo de cultivo das culturas celulares, 

antes de serem testadas no sistema transwell, com macrófagos previamente 

infectados com L. amazonensis. 

A Figura 13 ilustra a quantidade média de bactérias intracelulares, 

recuperadas do lisado dos macrófagos infectados. Apesar de não haver significância 

estatística entre as proporções testadas nesse primeiro ensaio, a proporção 1:5 

exibiu uma tendência de diminuição na quantidade média de UFC/mL, com 5,3 x 104 

UFC/mL. A proporção 1:20 exibiu uma quantidade média de UFC/mL, relativamente 

próxima da encontrada na proporção 1:5, com 6,5 x 104 UFC/mL; enquanto a 

proporção 1:10 exibiu 7,5 x 104 UFC/mL (Figura 13). 
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Figura 13. Quantidade média de bactérias intracelulares, em UFC/mL, obtidas após lise dos 

macrófagos RAW 264.7 expostos durante 1 h as proporções 1:5, 1:10 ou 1:20 da bactéria S.a. Os 

dados são apresentados como média ± desvio padrão e são representativos de três experimentos 

independentes realizados em triplicata. A significância estatística foi calculada utilizando o teste t-

Student não-pareado. 

 

5.5 Viabilidade e morfologia dos macrófagos murinos RAW 264.7 infectados 

com S.a. 

Os dados referentes a contagem de macrófagos em 20 campos, estão 

mostrados na Figura 14. Foram considerados macrófagos viáveis aqueles com o 

núcleo e o citoplasma estruturalmente preservados. Os dados obtidos mostram que 

houve um aumento significativo na quantidade dos macrófagos expostos as 

proporções 1:5, 1:10 e 1:20, com 35,70%, 39,76% e 27,92%, respectivamente mais 

macrófagos viáveis, quando comparados com o controle positivo – sem infecção 

(Figura 14). 
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Figura 14. Quantificação dos macrófagos viáveis, após exposição durante 1 h as proporções 1:5, 1:10 

ou 1:20 da bactéria S.a. Contagem de macrófagos RAW 264.7 aderidos em 20 campos 

representativos, sob microscópio óptico em aumento de 1000x. Os dados são mostrados como média 

± desvio padrão e representam os resultados de três experimentos independentes. A significância 

estatística foi calculada utilizando o teste t-Student não-pareado. *p≤ 0,05= diferenças significativas 

entre a situação controle e os tratamentos. 

 

Com o objetivo de avaliar a morfologia dos macrófagos RAW 264.7 

infectados com S.a. durante 1 h, as lamínulas foram coradas com Giemsa e 

observadas em microscópio óptico (Figura 15). Foi possível analisar a aparência 

morfológica dos macrófagos infectados e dos macrófagos não infectados. Na Figura 

15A (situação controle), é possível notar que há menos vacúolos nessas culturas de 

macrófagos não infectados, com a integridade celular mais preservada em relação 

aos macrófagos expostos as proporções 1:5 (Figura 15B), 1:10 (Figura 15C) e 1:20 

de S.a. (Figura 15D). 

A análise morfológica do controle positivo revelou que a integridade 

celular foi preservada em comparação com as outras condições experimentais 

(Figura 15A), embora o número de macrófagos contabilizados em 20 campos da 

situação controle, tenha mostrado uma redução neste ensaio (Figura 14). A 

presença de bactérias internalizadas no vacúolo dos macrófagos é evidente (Figura 

15B – Figura 15D). Nas culturas celulares que receberam a proporção 1:20 da 

bactéria S.a., pudemos observar um conteúdo citoplasmático pouco evidente, 

conferido pela integridade (Figura 15D), sugerindo que uma alta proliferação dessas 
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bactérias ocorreu nessas culturas, fazendo com que os macrófagos fossem lisados 

ou perdessem a sua integridade estrutural. 

 

 

Figura 15. Fotomicrografias de macrófagos RAW 264.7 infectados com S.a. nas proporções 1:5, 1:10 

ou 1:20 durante 1 h. Coloração com Giemsa. Macrófagos não infectados como controle positivo (A) e 

macrófagos infectados nas proporções 1:20 (B), 1:50 (C) e 1:100 (D) com S.a. Macrófagos 

representativos de três experimentos independentes são mostrados. As setas indicam bactérias 

internalizadas. Fotomicrografias capturadas em aumento de 1000x. Barras de escala= 10 µm. 

 

5.6 P.a. ou S.a. em sistema transwell e macrófagos RAW 264.7 infectados com 

L. amazonensis 

O principal objetivo da realização desses ensaios, foi investigar a 

influência da presença (independente de contato físico) das bactérias P.a. ou S.a., 

em macrófagos murinos RAW 264.7 infectados com L. amazonensis (Figura 16). 

Neste trabalho, mimetizamos in vitro, o que deve ocorrer em áreas expostas de 

lesões leishmanióticas da forma cutânea, com infecções secundárias com bactérias 

(Gallo-Francisco; Brocchi; Giorgio, 2022). Nestes ensaios foram adicionados os 

patógenos de maneira sequencial, ou seja, foram inoculadas promastigotas de L. 

amazonensis (Figura 16) antes da adição das bactérias nos suportes transwell, para 
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inicialmente ocorrer a invasão efetiva dos parasitas nos macrófagos RAW 264.7. O 

sistema transwell com bactérias, estabelece uma interação independente de contato 

físico, entre macrófagos infectados com L. amazonensis no compartimento inferior, e 

bactérias inseridas no compartimento superior do sistema (Figura 2). São mostrados 

dados referentes a um experimento representativo de três independentes. 

 

 

Figura 16. Fotomicrografias de promastigotas de L. amazonensis corados com Giemsa. O cultivo do 

parasito foi estabelecido no laboratório e a manutenção da cultura foi realizada regularmente. 

Fotomicrografias capturadas em aumentos de 400x (A) e 1000x (B). Barras de escala= 20 µm (A) e 

10 µm (B). 

 

Na Figura 17A observa-se a porcentagem média de macrófagos 

infectados, em relação à quantidade total de macrófagos contabilizados, 200. A 

porcentagem de macrófagos infectados, em porcentagem relativa aos controles, 

infectados com o parasita nas proporções 1:10 ou 1:20 e sem exposição as 

bactérias nos insertos transwell, foi calculada considerando estes controles como 

100% de infecção (Figura 17B). O Índice de Infecção (IF) foi calculado como descrito 

no item 4.6 da metodologia. Diferenças significativamente menores foram 

encontradas, entre a porcentagem média de macrófagos infectados (Figura 17A), 

porcentagem de infecção em porcentagem relativa aos controles (Figura 17B), 

quantidade média de amastigotas/macrófago infectado (Figura 18), e IF das co-

culturas celulares infectadas com L. amazonensis na proporção 1:20 (controle), sem 

exposição as bactérias nos insertos (65,17% macrófagos infectados e 3,89 

amastigotas/macrófago infectado), e co-culturas de macrófagos infectadas com o 

parasita na mesma proporção e expostas a bactéria S.a. nos insertos transwell 
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(76,67% macrófagos infectados e 4,61 amastigotas/macrófago infectado) (Figuras 17 

- 19).  

As co-culturas celulares infectadas com o parasita na proporção 1:10 

(controle) e expostas as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos transwell, exibiram um 

aumento médio de macrófagos infectados em porcentagem relativa, em 38,24% e 

34,69%, respectivamente, em relação ao seu controle (considerado como 100% de 

infecção) (Figura 17B). As co-culturas celulares infectadas com o parasita na 

proporção 1:20 (controle) e expostas as mesmas bactérias nos insertos, exibiram um 

aumento médio de macrófagos infectados em porcentagem relativa, em 20,94% e 

17,73%, respectivamente, em relação ao seu controle (considerado como 100% de 

infecção) (Figura 17B).  

Foram encontradas diferenças significativamente maiores na quantidade 

de amastigotas/macrófago infectado e no IF, entre as co-culturas que receberam os 

parasitas L. amazonensis na proporção 1:20 (3,89 amastigotas/macrófago 

infectado), e co-culturas de macrófagos infectados com o parasita na proporção 1:10 

(2,88 amastigotas/macrófago infectado) (Figuras 18 e 19), fato associado 

provavelmente devido à maior quantidade de parasitas inoculados nas primeiras co-

culturas celulares. De maneira semelhante, o número de amastigotas/macrófago 

infectado e o IF foi significativamente maior nas co-culturas infectadas com o 

parasita na proporção 1:20 e expostas as bactérias P.a. ou S.a. (com 3,94 e 4,61 

amastigotas/macrófago infectado, respectivamente), em relação ao número de 

amastigotas/macrófago infectado das co-culturas que receberam parasitas na 

proporção 1:10 e expostas as mesmas bactérias nos insertos transwell (com 2,39 e 

2,72 amastigotas/macrófago infectado, respectivamente) (Figura 18 e 19). As co-

culturas celulares que receberam parasitas na proporção 1:20, e expostas as 

bactérias P.a. ou S.a. nos insertos transwell, exibiram diferenças significativas no IF, 

em relação as co-culturas de macrófagos infectados com o parasita na proporção 

1:20, sem exposição as bactérias nos insertos (controle) (Figura 19).  

A translocação bacteriana através dos microporos de 0,4 µm do sistema 

transwell ocorreu, o que possibilitou a proliferação de ambas as bactérias no meio de 

cultura RPMI-1640, sem os antibióticos penicilina/estreptomicina, utilizados 

rotineiramente no cultivo dos macrófagos RAW 264.7. De maneira similar a este 

efeito observado, o intuito da realização dos ensaios in vitro foi de auxiliar a 

compreender e mimetizar o que ocorre nas lesões cutâneas de hospedeiros 
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infectados por esta espécie do parasita, e apresentam quadros de coinfecções 

secundárias causadas por bactérias oportunísticas/patogênicas. O fenômeno das 

coinfecções secundárias será explorado no item 6.0 Discussão. 

 

 

Figura 17. (A) Porcentagem média de macrófagos infectados com L. amazonensis e expostos ou não 

as bactérias no sistema transwell; (B) Aumento médio na porcentagem de macrófagos infectados em 

sistema transwell, em porcentagem relativa ao controle, sem exposição as bactérias. Os dados são 

apresentados como média ± desvio padrão e são representativos de três experimentos 

independentes realizados em triplicata. L.a. 1:10= macrófagos infectados com L. amazonensis na 

proporção 1:10, sem exposição as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos transwell; L.a. 1:10 + P.a. TW= 

macrófagos infectados com L. amazonensis na proporção 1:10 e expostos a bactéria P.a. nos 

insertos transwell; L.a. 1:10 + S.a.= macrófagos infectados com L. amazonensis na proporção 1:10 e 

expostos a bactéria S.a. nos insertos transwell; L.a. 1:20= macrófagos infectados com L. 

amazonensis na proporção 1:20, sem exposição as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos transwell; L.a. 

1:20 + P.a. TW= macrófagos infectados com L. amazonensis na proporção 1:20 e expostos a bactéria 

P.a. nos insertos transwell; L.a. 1:20 + S.a. TW= macrófagos infectados com L. amazonensis na 

proporção 1:20 e expostos a bactéria S.a. nos insertos transwell. As co-culturas de macrófagos foram 

infectadas com L. amazonensis durante 24 h, e logo após, foram expostas as bactérias P.a. ou S.a. 

nos insertos transwell por mais 24 h. A significância estatística foi calculada utilizando o teste t-

Student não-pareado. **p< 0,005= diferenças significativas entre os tratamentos. 
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Figura 18. Número de amastigotas/macrófago infectado com L. amazonensis e expostos ou não as 

bactérias no sistema transwell. Os dados são apresentados como média ± desvio padrão e são 

representativos de três experimentos independentes realizados em triplicata. L.a. 1:10= macrófagos 

infectados com L. amazonensis na proporção 1:10, sem exposição as bactérias P.a. ou S.a. nos 

insertos transwell; L.a. 1:10 + P.a. TW= macrófagos infectados com L. amazonensis na proporção 

1:10 e expostos a bactéria P.a. nos insertos transwell; L.a. 1:10 + S.a.= macrófagos infectados com L. 

amazonensis na proporção 1:10 e expostos a bactéria S.a. nos insertos transwell; L.a. 1:20= 

macrófagos infectados com L. amazonensis na proporção 1:20, sem exposição as bactérias P.a. ou 

S.a. nos insertos transwell; L.a. 1:20 + P.a. TW= macrófagos infectados com L. amazonensis na 

proporção 1:20 e expostos a bactéria P.a., nos insertos transwell; L.a. 1:20 + S.a. TW= macrófagos 

infectados com L. amazonensis na proporção 1:20 e expostos a bactéria S.a. nos insertos transwell. 

As co-culturas de macrófagos foram infectadas com L. amazonensis durante 24 h, e logo após, foram 

expostas as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos transwell por mais 24 h. A significância estatística foi 

calculada utilizando o teste t-Student não-pareado. *p≤ 0,05= diferença significativa entre as co-

culturas celulares infectadas com L. amazonensis na proporção 1:10 e co-culturas infectadas com o 

parasita na proporção 1:20; **p< 0,005= diferenças significativas entre os tratamentos. 

 

 

Figura 19. Índice de Infecção (IF) dos macrófagos infectados com L. amazonensis e expostos ou não 

as bactérias no sistema transwell. Os dados são apresentados como média ± desvio padrão e são 

representativos de três experimentos independentes realizados em triplicata. L.a. 1:10= macrófagos 

infectados com L. amazonensis na proporção 1:10, sem exposição as bactérias P.a. ou S.a. nos 

insertos transwell; L.a. 1:10 + P.a. TW= macrófagos infectados com L. amazonensis na proporção 

1:10 e expostos a bactéria P.a. nos insertos transwell; L.a. 1:10 + S.a.= macrófagos infectados com L. 
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amazonensis na proporção 1:10 e expostos a bactéria S.a. nos insertos transwell; L.a. 1:20= 

macrófagos infectados com L. amazonensis na proporção 1:20, sem exposição as bactérias P.a. ou 

S.a. nos insertos transwell; L.a. 1:20 + P.a. TW= macrófagos infectados com L. amazonensis na 

proporção 1:20 e expostos a bactéria P.a., nos insertos transwell; L.a. 1:20 + S.a. TW= macrófagos 

infectados com L. amazonensis na proporção 1:20 e expostos a bactéria S.a. nos insertos transwell. 

As co-culturas de macrófagos foram infectadas com L. amazonensis durante 24 h, e logo após, foram 

expostas as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos transwell por mais 24 h. A significância estatística foi 

calculada utilizando o teste t-Student não-pareado. *p≤ 0,05= diferença significativa entre as co-

culturas celulares infectadas com L. amazonensis na proporção 1:10 e co-culturas infectadas com o 

parasita na proporção 1:20; **p< 0,005= diferenças significativas entre os tratamentos.  

 

5.7 Viabilidade e morfologia dos macrófagos RAW 264.7 infectados com L. 

amazonensis e P.a. ou S.a. em sistema transwell 

Foi realizada a quantificação de macrófagos aderentes em 20 campos, 

com o intuito de avaliar a viabilidade dessas co-culturas (Figura 20). Esta 

quantificação foi realizada com o propósito de investigar se há diferença na 

quantidade de macrófagos infectados com L. amazonensis nas proporções 1:10 ou 

1:20 e expostos as bactérias nos insertos transwell, quando comparados com os 

respectivos controles, contendo somente macrófagos infectados com o parasita nas 

proporções 1:10 ou 1:20, sem exposição as bactérias nos insertos (Figura 20). 

Foram considerados macrófagos viáveis aqueles com o núcleo e o citoplasma 

estruturalmente preservados. 

Diferenças significativas foram encontradas na quantidade de macrófagos 

viáveis, entre a situação controle contendo macrófagos saudáveis não infectados, 

nem receberam bactérias nos insertos, com uma quantidade média de 485,67 

macrófagos viáveis, e o restante de todas as co-culturas celulares, contendo 

infecção com L. amazonensis nas proporções 1:10 ou 1:20, sem exposição as 

bactérias nos insertos; e entre co-culturas de macrófagos infectadas com as 

mesmas proporções do parasita, e expostos as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos 

transwell (Figura 20A). Foram observadas diminuições significativas na quantidade 

de macrófagos em porcentagem relativa, entre o controle contendo macrófagos sem 

infecção pelo parasita e sem exposição as bactérias nos insertos (considerados 

como 100% de macrófagos viáveis), e co-culturas infectadas com o parasita nas 

proporções 1:10 e 1:20, ambas sem exposição as bactérias nos insertos transwell, 

com 48,04% e 62,18% menos macrófagos, respectivamente (Figura 20B). Foi 
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observada uma diminuição significativa, na quantidade de macrófagos em 

porcentagem relativa (Figura 20B), entre as co-culturas celulares infectadas com o 

parasita na proporção 1:10, e co-culturas infectadas com o parasita na proporção 

1:20, ambas sem bactérias nos insertos (Figura 20B).  

Foram encontradas diferenças significativamente maiores na quantidade 

de macrófagos viáveis, entre co-culturas celulares infectadas com L. amazonensis 

na proporção 1:10, sem exposição as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos (com 

252,67 macrófagos viáveis) (Figura 20A), e co-culturas de macrófagos infectadas 

com o parasita na mesma proporção e expostas a bactéria P.a. nos insertos (com 

126,33 macrófagos viáveis); e entre as co-culturas de macrófagos infectadas com o 

parasita na mesma proporção e expostas a bactéria S.a. nos insertos (com 191,33 

macrófagos viáveis) (Figura 20A). Diferenças significativas na quantidade de 

macrófagos viáveis foram encontradas, entre as co-culturas de macrófagos 

infectadas com L. amazonensis na proporção 1:10 e expostas a bactéria P.a., e co-

culturas de macrófagos infectadas utilizando a mesma proporção de parasitas e 

expostas a bactéria S.a. nos insertos transwell (Figura 20A). Os dados sugerem, que 

a quantidade de macrófagos viáveis obtidas das co-culturas celulares infectadas 

pelo parasita na proporção 1:10 e expostas as bactérias P.a. ou S.a., representam 

uma diminuição de 49,33% e 23,65%, respectivamente, em relação ao seu controle, 

contendo macrófagos infectados com o parasita na proporção 1:10, sem exposição 

das bactérias nos insertos (considerados como 100% de macrófagos viáveis) (Figura 

20C).  

Observamos quantificações de macrófagos viáveis que diferiram 

significativamente entre as co-culturas celulares infectadas com L. amazonensis na 

proporção 1:20, sem exposição as bactérias nos insertos (com 183,67 macrófagos 

viáveis), e co-culturas de macrófagos infectadas com o parasita na mesma 

proporção e expostas a bactéria P.a. (125,33 macrófagos viáveis) (Figura 20A). 

Diferenças significativas foram encontradas entre co-culturas de macrófagos 

infectadas com L. amazonensis na proporção 1:20 e expostas a bactéria P.a., e co-

culturas de macrófagos infectadas utilizando a mesma proporção de parasitas e 

expostas a bactéria S.a. nos insertos transwell (158,33 macrófagos viáveis) (Figura 

20A). Os dados sugerem, que a quantidade de macrófagos viáveis obtidas das co-

culturas celulares infectadas pelo parasita na proporção 1:20 e expostas as 

bactérias P.a. ou S.a., representam uma diminuição de 31,72% e 13,5%, 
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respectivamente, em relação ao seu controle, contendo macrófagos infectados com 

o parasita na proporção 1:20, sem exposição das bactérias nos insertos 

(considerados como 100% de macrófagos viáveis) (Figura 20C). 

Os dados sugerem que macrófagos infectados com L. amazonensis nas 

proporções 1:10 ou 1:20 e expostos a bactéria P.a. (Figuras  21C e 21F), exibiram 

uma viabilidade menor quando comparada com as co-culturas celulares infectadas 

pelo parasita nas mesmas proporções e expostas a bactéria S.a. nos insertos 

(Figuras 21D e 21G), indicando para um possível efeito na ação que as bactérias 

Gram-negativas P.a. tiveram sob os macrófagos previamente infectados pelo 

parasita, provavelmente em decorrência de fatores de virulência desta bactéria que 

contribuem para uma alta toxicidade na matriz extracelular, ativação de vias 

apoptóticas e consequentemente culminando na diminuição da viabilidade (Figuras 

20A, 20C e 21). 
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Figura 20. Contagem de macrófagos viáveis em 20 campos, das culturas celulares saudáveis; 

infectadas com L. amazonensis sem exposição as bactérias no sistema transwell; ou infectadas com 

L. amazonensis e expostas as bactérias P.a. ou S.a. no sistema transwell. (A): Quantidade de 

macrófagos viáveis em 20 campos; (B): Quantidade de macrófagos viáveis em 20 campos, calculados 

em porcentagem relativa ao controle, contendo macrófagos saudáveis, não infectados com L. 

amazonensis, nem expostos as bactérias nos insertos transwell; (C): Quantidade de macrófagos 

viáveis em 20 campos, calculados em porcentagem relativa ao controle, contendo macrófagos 

infectados com o parasita e expostos as bactérias nos insertos transwell. As contagens foram feitas 

em 20 campos representativos e aleatórios, sob microscópio óptico em aumento de 1000x. Os dados 

são mostrados como média ± desvio padrão e representam os resultados de três experimentos 

independentes realizados em triplicata. (A e B): MØ saudável= macrófagos não infectados com L. 

amazonensis, e sem bactérias nos insertos transwell; (A, B e C): L.a. 1:10= macrófagos infectados 

com L. amazonensis na proporção 1:10, sem exposição as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos 

transwell; (A e C): L.a. 1:10 + P.a. TW= macrófagos infectados com L. amazonensis na proporção 

1:10 e expostos a bactéria P.a. nos insertos transwell; (A e C): L.a. 1:10 + S.a.= macrófagos 

infectados com L. amazonensis na proporção 1:10 e expostos a bactéria S.a. nos insertos transwell; 
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(A, B e C): L.a. 1:20= macrófagos infectados com L. amazonensis na proporção 1:20, sem exposição 

as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos transwell; (A e C): L.a. 1:20 + P.a. TW= macrófagos infectados 

com L. amazonensis na proporção 1:20 e expostos a bactéria P.a., nos insertos transwell; (A e C): 

L.a. 1:20 + S.a. TW= macrófagos infectados com L. amazonensis na proporção 1:20 e expostos a 

bactéria S.a. nos insertos transwell. As co-culturas de macrófagos foram infectadas com L. 

amazonensis durante 24 h, e logo após, foram expostas as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos 

transwell por mais 24 h. A significância estatística foi calculada utilizando o teste t- Student não-

pareado. *p≤ 0,05= diferença significativa entre a situação controle contendo macrófagos saudáveis e 

os tratamentos; **p< 0,005= diferenças significativas entre os tratamentos. 

 

Os macrófagos em campos representativos foram fotografados para 

evidenciação de sua estrutura morfológica e das formas amastigotas intracelulares 

(Figura 21). Na Figura 21A pode-se observar a aparência morfológica da situação 

controle, contendo macrófagos não infectados pelo parasita, nem expostos as 

bactérias nos insertos, com o núcleo e citoplasma bem conservados. A quantidade 

dos macrófagos viáveis nessas culturas celulares foi significativamente maior, 

quando comparada com o restante das co-culturas (Figura 20A). 

As co-culturas infectadas com o parasita na proporção 1:10, sem 

exposição as bactérias nos insertos transwell os macrófagos exibiram uma 

morfologia comprometida e formas amastigotas intracelulares (Figura 21B), quando 

comparada com a morfologia das culturas celulares da situação controle (Figura 

21A). As Figuras 21C e 21D, ilustram as co-culturas de macrófagos infectadas com 

L. amazonensis na proporção 1:10, e posteriormente expostas as bactérias P.a. ou 

S.a., respectivamente, nos insertos transwell. As co-culturas celulares da Figura 21D 

exibiram uma estrutura morfológica mais preservada em relação as co-culturas de 

macrófagos da Figura 21C, onde nessas últimas, foi observada uma diminuição 

significativa na quantidade de macrófagos, em relação ao seu controle infectado 

com o parasita na proporção 1:10 (Figuras 20A e 20C).  

Na Figura 21E, pôde-se constatar que a aparência morfológica das co- 

culturas de macrófagos infectadas com o parasita na proporção 1:20, sem exposição 

as bactérias nos insertos transwell, evidenciou formas amastigotas, com muitas 

células com o núcleo e citoplasma danificados, possivelmente devido a uma maior 

quantidade de parasitas inoculados nessas co-culturas celulares. As Figuras 21F e 

21G ilustram as co-culturas de macrófagos infectadas com L. amazonensis na 

proporção 1:20, e expostas as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos transwell, 
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respectivamente. Pode-se observar uma maior quantidade da bactéria P.a. nas co-

culturas celulares (Figuras 21C e 21F), quando comparado com a quantidade de 

bactérias S.a. (Figuras 21D, 21G e 22), onde constatamos que nestas últimas, a 

quantidade de macrófagos viáveis foi significativamente maior, quando comparado 

com a quantidade de macrófagos viáveis das co-culturas celulares expostas a 

bactéria P.a. nos insertos (Figuras 20A e 20C). Essa diminuição na quantidade de 

macrófagos viáveis nas últimas co-culturas, deve-se possivelmente ao fato da maior 

quantidade de bactérias que translocaram para o compartimento inferior, contendo 

macrófagos previamente comprometidos pela infecção com o parasita, e 

provavelmente devido as bactérias P.a. conhecidamente exibirem uma maior 

produção de biofilme, um importante fator de virulência.  

Houve a migração dessas bactérias dos insertos transwell com 

microporos de 0,4 µm de tamanho, para os compartimentos inferiores do 

sistema, correspondente as co-culturas de macrófagos infectadas com L. 

amazonensis e posteriormente expostas as bactérias P.a. (Figuras 21C e 21F) 

ou S.a. (Figuras 21D e 21G), o que pode ter alterado a dinâmica da infecção 

destas co-culturas celulares, ou seja, o controle ou a suscetibilidade à infecção. 

Os dados sugerem e indicam para um aumento na porcentagem de macrófagos 

infectados (Figura 17), e um aumento no número de amastigotas/macrófago 

infectado e no IF, especialmente nas co-culturas celulares infectadas com o 

parasita na proporção 1:20 e expostas a bactéria S.a. nos insertos (Figuras 18 e 

19). A translocação bacteriana através dos insertos transwell, foi evidenciada a 

partir de uma alíquota dos sobrenadantes das co-culturas celulares contendo 

macrófagos infectados com L. amazonensis nas proporções 1:10 ou 1:20, e 

expostos as bactérias P.a. ou S.a., estes sobrenadantes foram distribuídos pela 

técnica de gotejamento em meio de cultura LB ágar, seguido pela incubação em 

estufa a 37 ºC durante 18 h, para posterior confirmação da presença de 

contaminação do experimento e/ou proveniente do sistema transwell (Figura 22).  

Após a evidenciação das bactérias P.a. e S.a. pela turbidez do meio de 

cultura, e pelo crescimento de colônias em meio de cultura LB ágar, foram feitas as 

quantificações de UFC/mL. Uma média de 5,66 x 104 UFC/mL (Figura 22A) foi 

quantificada dos sobrenadantes das co-culturas celulares infectadas com L. 

amazonensis nas proporções 1:10 ou 1:20 e posteriormente expostas a bactéria P.a. 

nos insertos (Figuras 21C e 21F); e uma média de 3,66 x 104 UFC/mL foi 
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quantificada dos sobrenadantes das co-culturas celulares infectadas com o parasita 

nas proporções 1:10 ou 1:20 e expostas a bactéria S.a. nos insertos (Figuras 21D e 

21G). As possíveis causas dessa translocação bacteriana pelos microporos dos 

insertos transwell ter ocorrido será explorada no item 6.0 Discussão. Essas 

translocações das bactérias através dos microporos do sistema transwell, nos 

impossibilitou de continuar as análises da presença independente de contato físico, 

das bactérias P.a. ou S.a., em co-culturas de macrófagos previamente infectados 

com L. amazonensis. 
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Figura 21. Fotomicrografias de macrófagos RAW 264.7 infectados com L. amazonensis e expostos ou 

não as bactérias no sistema transwell. Coloração com Giemsa. (A): MØ saudável= macrófagos não 

infectados com L. amazonensis, nem receberam bactérias nos insertos transwell; (B): L.a. 1:10= 

macrófagos infectados com L. amazonensis na proporção 1:10, sem exposição as bactérias P.a. ou 

S.a. nos insertos transwell; (C): L.a. 1:10 + P.a. TW= macrófagos infectados com L. amazonensis na 

proporção 1:10 e expostos a bactéria P.a. nos insertos transwell; (D): L.a. 1:10 + S.a.= macrófagos 

infectados com L. amazonensis na proporção 1:10 e expostos a bactéria S.a. nos insertos transwell; 

(E): L.a. 1:20= macrófagos infectados com L. amazonensis na proporção 1:20, sem exposição as 



74 
 

bactérias P.a. ou S.a. nos insertos transwell; (F): L.a. 1:20 + P.a. TW= macrófagos infectados com L. 

amazonensis na proporção 1:20 e expostos a bactéria P.a., nos insertos transwell; (G): L.a. 1:20 + 

S.a. TW= macrófagos infectados com L. amazonensis na proporção 1:20 e expostos a bactéria S.a. 

nos insertos transwell. As co-culturas de macrófagos foram infectadas com L. amazonensis durante 

24 h, e logo após, foram expostas as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos transwell por mais 24 h. As 

setas pretas indicam parasitos internalizados nos macrófagos RAW 264.7, e as setas vermelhas 

evidenciam as bactérias P.a. ou S.a. que translocaram através da membrana de 0,4 µm do sistema 

transwell. Fotomicrografias capturadas em campos representativos e aleatórios, em aumento de 

1000x, de três experimentos independentes realizados em triplicata. Barras de escala= 10 µm. 

 

Figura 22. Colônias de bactérias em meio de cultura LB ágar, evidenciando as contaminações das co-

culturas de macrófagos infectados com L. amazonensis durante 24 h, e expostos as bactérias P.a. (A) 

ou S.a. (B) no sistema transwell. Após a inserção das bactérias no sistema transwell, as co-culturas 

contendo macrófagos RAW 264.7 previamente infectados com L. amazonensis foram incubadas para 

o estabelecimento de interação independente de contato físico por mais 24 h, logo após, constatou-se 

translocação bacteriana do compartimento superior para o inferior do sistema transwell, e os 

plaqueamentos dos sobrenadantes das co-culturas contendo P.a. ou S.a. nos insertos, foram 

realizados pela técnica de gotejamento.  

 

5.8 Extração e isolamento de POMVs e SEVs 

Durante a realização dos experimentos utilizando os suportes transwell, 

as bactérias P.a. ou S.a. foram inseridas nos insertos transwell e incubadas durante 

24 h, juntamente com os macrófagos previamente infectados com L. amazonensis 

nas proporções 1:10 ou 1:20. Logo após a incubação, as bactérias dos suportes 

transwell translocaram através da membrana (poliestireno – PES) com microporos 
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de 0,4 μm de tamanho. A priori, esta translocação foi observada através da turbidez 

que os sobrenadantes das co-culturas celulares apresentaram depois da incubação 

das bactérias nos insertos transwell, sendo posteriormente evidenciadas pelas 

fotomicrografias capturadas (Figura 21), e pelo plaqueamento dos sobrenadantes 

em meio de cultura LB ágar (Figura 22).  

Considerando esta migração das bactérias através dos microporos dos 

insertos transwell, para os compartimentos inferiores, a alternativa para mimetizar a 

presença das bactérias nas co-culturas de macrófagos murinos RAW 264.7 

previamente infectados com L. amazonensis, foi a utilização das vesículas de 

membrana externa (Outer Membrane Vesicles – OMVs) da bactéria P.a. (POMVs), e 

as vesículas extracelulares (Extracellular Vesicles – EVs) da bactéria S.a. (SEVs). 

As POMVs e SEVs foram isoladas e analisadas por NTA (Nanoparticle Tracking 

Analysis: análise de rastreamento de nanopartículas), para caracterização das 

mesmas quanto ao seu diâmetro e concentração em suspensão. Os dados obtidos 

para POMVs e SEVs são apresentados na Figura 23. 
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Figura 23. Caracterização das POMVs (A e B) e SEVs (C e D) por NTA. A análise de rastreamento de 

nanopartículas (nanoparticle tracking analysis – NTA) detecta nanopartículas em solução, 

combinando microscopia de espalhamento de luz a laser com uma câmera de dispositivo de carga 

acoplada para visualização das partículas, desta forma, foi possível caracterizar as vesículas quanto 

ao diâmetro (em nanômetros) e quantidade de partículas/mL. 

 

As análises de NTA das POMVs revelaram que o diâmetro médio foi de 

124,1 nm e uma quantidade média de 3,88 x 1011 partículas/mL (Figura 23A, Figura 

23B e Figura 24A); e as SEVs revelaram um diâmetro médio de 180,6 nm e uma 

quantidade média de 4,15 x 1011 partículas/mL (Figura 23C, Figura 23D e Figura 

24B). Após o isolamento das POMVs e SEVs, a concentração de proteínas totais foi 

determinada pelo método de Bradford (Figura 25), utilizando albumina do soro 

bovino (BSA) como proteína padrão para calibragem do ensaio. A concentração 

média de proteínas totais das SEVs foi de 30,86 µg/mL, e das POMVs foi de 0,53 

µg/mL (Figura 25). 
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Figura 24. Captura das POMVs (A) e SEVs (B) observadas sob microscopia de espalhamento de luz 

a laser acoplado ao NTA. As setas vermelhas indicam a presença das vesículas de ambas as 

bactérias em suspensão líquida, visualizadas em movimento browniano durante as determinações de 

diâmetro e quantidade das nanopartículas. Barras de escala= 100 nm. 

 

 

Figura 25. Quantificação de proteína total das POMVs e SEVs por Bradford. O padrão de proteína 

utilizado foi BSA, para a realização da curva de calibração do ensaio. Os dados são apresentados 

como média ± desvio padrão e são representativos de três ensaios independentes realizados em 

triplicata. A significância estatística foi calculada utilizando o teste t-Student não-pareado. ****p≤ 

0,0001. 

 

5.9 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) de POMVs e SEVs 

As POMVs e as SEVs foram observadas por MET, com o objetivo de 

evidenciar a sua estrutura morfológica, bem como comprovar o seu diâmetro, em 

nanômetros, como já havíamos observado pelas análises por NTA (Figuras 23 e 24), 

onde foi possível conferir que as amostras mantiveram sua integridade estrutural 
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durante o processo de extração (Figura 24). Nas Figuras 26A e 26B é possível 

observar as POMVs e SEVs, respectivamente, em aumento de 68.000x. A 

contrastação negativa da amostra foi feita acetato de uranila a 2%. 

A partir das fotomicrografias das POMVs e SEVs, pode-se observar que 

algumas vesículas exibiram uma contrastação mais intensa, possivelmente 

indicando para uma maior concentração dos componentes destas bactérias, 

incluindo DNA e RNA como importantes fatores de virulência, mas também LPS 

presente na parede de bactérias Gram-negativas como P.a., e ácidos teicóicos, 

hemolisinas e modulinas presentes em bactérias Gram-positivas como S.a. Após as 

confirmações quanto ao diâmetro das vesículas, através de análises em NTA e em 

MET, as POMVs e as SEVs foram inoculadas nas proporções 1:1, 1:10 ou 1:100, 

nos macrófagos previamente infectados com L. amazonensis na proporção 1:10.  
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Figura 26. MET das POMVs (A) e SEVs (B). As setas vermelhas indicam vesículas contrastadas 

negativamente com acetato de uranila a 2%, e visualizadas em aumento de 68.000X do MET Tecnai 

G2 Spirit BioTWIN. Barras de escala= 100 nm. 

 

5.10 Macrófagos RAW 264.7 infectados com L. amazonensis e expostos as 

POMVs ou SEVs 

O principal objetivo desses ensaios, foi investigar a influência da 

exposição das POMVs ou SEVs, em macrófagos RAW 264.7 previamente infectados 

com L. amazonensis. No modelo in vitro que estamos utilizando, a infecção dos 

macrófagos com L. amazonensis foi estabelecida após 24 h de incubação, seguida 

pela exposição as POMVs ou SEVs, para análises da infecção e investigações 

acerca da modulação da resposta celular, ou seja, produção de mediadores 

inflamatórios, como NO ou citocinas. Os macrófagos infectados com L. 
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amazonensis, entram em contato somente com fatores de virulência isolados das 

bactérias, sem que haja o contato direto das bactérias com os macrófagos e 

consequentemente, a destruição da monocamada de células como havia sido 

observado anteriormente. 

Na Figura 27A observa-se a porcentagem média de macrófagos 

infectados, em relação à quantidade total de macrófagos contabilizados, 200. Foram 

observadas diferenças significativamente maiores entre a porcentagem média de 

macrófagos infectados da situação controle, contendo parasitas L. amazonensis sem 

exposição as POMVs ou SEVs (50% macrófagos infectados), e o restante de todas 

as co-culturas de macrófagos infectadas com o parasita e posteriormente expostas 

as POMVs nas proporções 1:1, 1:10 ou 1:100 (30,67%, 43,17%, 33,33% macrófagos 

infectados, respectivamente); ou SEVs nas proporções 1:1, 1:10 ou 1:100 (41,33%, 

41,5% e 9,67% macrófagos infectados, respectivamente) (Figura 27A). Foram 

encontradas diferenças significativas entre os tratamentos (Figura 27A). 

Concluímos que houve uma diminuição significativa na porcentagem de 

macrófagos infectados em todos os tratamentos testados. Essa diminuição pode ser 

interpretada como porcentagem relativa média, quando se assume como 100% de 

macrófagos infectados as co-culturas celulares que receberam parasitas, sem 

exposição as POMVs ou SEVs (Figura 27B). Foram encontradas diferenças 

significativas na porcentagem de macrófagos infectados, em porcentagem relativa, 

entre a situação controle, e o restante de todas as co-culturas celulares infectadas 

com o parasita e posteriormente expostas as POMVs ou SEVs nas proporções 1:1, 

1:10 ou 1:100; e entre os tratamentos (Figura 27B).  
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Figura 27. (A): Porcentagem média de macrófagos infectados com L. amazonensis e expostos ou não 

as POMVs ou SEVs; (B) Porcentagem média de macrófagos infectados, em porcentagem relativa ao 

controle. Os dados são apresentados como média ± desvio padrão e são representativos de três 

experimentos independentes realizados em triplicata. L.a.= macrófagos infectados com L. 

amazonensis, sem exposição as POMVs ou SEVs; L.a. + POMVs 1:1; L.a. + POMVs 1:10; ou L.a. + 

POMVs 1:100= macrófagos infectados com L. amazonensis e expostos as POMVs nas proporções 

1:1, 1:10 ou 1:100, respectivamente; L.a. + SEVs 1:1; L.a. + SEVs 1:10; ou L.a. + SEVs 1:100= 

macrófagos infectados com L. amazonensis e expostos as SEVs nas proporções 1:1, 1:10 ou 1:100, 

respectivamente. As co-culturas de macrófagos foram infectadas com L. amazonensis durante 24 h, e 

logo após, foram expostas as POMVs ou SEVs por mais 24 h. A significância estatística foi calculada 

utilizando o teste t-Student não-pareado. *p≤ 0,05= diferença significativa entre a situação controle, 

contendo macrófagos infectados pelo parasita sem exposição as POMVs ou SEVs e os tratamentos; 

**p< 0,005= diferenças significativas entre os tratamentos. 

 

Após a quantificação das formas amastigotas intracelulares, foi possível 

observar diferenças significativamente maiores entre as co-culturas do controle, 

contendo macrófagos infectados com L. amazonensis (1,70 amastigotas/macrófago 

infectado), sem exposição as POMVs ou SEVs, e as seguintes situações 

experimentais: co-culturas de macrófagos infectadas com o parasita e expostas as 

POMVs nas proporções 1:10 e 1:100 (1,47 e 1,38 amastigotas/macrófago, 

respectivamente); e co-culturas celulares infectadas com o parasita e expostas as 

SEVs na proporção 1:10 (1,54 amastigotas/macrófago infectado) (Figura 28). Foram 
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encontradas diferenças significativamente maiores entre as co-culturas de 

macrófagos infectadas com o parasita e expostas as POMVs na proporção 1:1 (1,63 

amastigotas/macrófago), e as seguintes situações experimentais: co-culturas 

celulares infectadas com o parasita e expostas as POMVs nas proporções 1:10 e 

1:100 (1,47 e 1,38 amastigotas/macrófago, respectivamente) (Figura 28). 

 

Figura 28. Número de amastigotas/macrófago infectado com L. amazonensis e expostos ou não as 

POMVs ou SEVs. Os dados são apresentados como média ± desvio padrão e são representativos de 

três experimentos independentes realizados em triplicata. L.a.= macrófagos infectados com L. 

amazonensis, sem exposição as POMVs ou SEVs; L.a. + POMVs 1:1; L.a. + POMVs 1:10; ou L.a. + 

POMVs 1:100= macrófagos infectados com L. amazonensis e expostos as POMVs nas proporções 

1:1, 1:10 ou 1:100, respectivamente; L.a. + SEVs 1:1; L.a. + SEVs 1:10; ou L.a. + SEVs 1:100= 

macrófagos infectados com L. amazonensis e expostos as SEVs nas proporções 1:1, 1:10 ou 1:100, 

respectivamente. As co-culturas de macrófagos foram infectadas com L. amazonensis durante 24 h, e 

logo após, foram expostas as POMVs ou SEVs por mais 24 h. A significância estatística foi calculada 

utilizando o teste t-Student não-pareado. *p≤ 0,05= diferença significativa entre a situação controle, 

contendo macrófagos infectados pelo parasita sem exposição as POMVs ou SEVs e os tratamentos; 

**p< 0,005= diferenças significativas entre os tratamentos. 

 

Com relação ao IF (Índice de Infecção) (Figura 29), produto entre a 

porcentagem de macrófagos infectados (Figura 27) e o número de 

amastigotas/macrófago infectado (Figura 28), foram encontradas diferenças 

significativamente maiores entre as co-culturas do controle, contendo macrófagos 

infectados com o parasita, sem exposição as POMVs ou SEVs, e o restante das 

situações experimentais, com exceção das co-culturas de macrófagos infectadas 

com o parasita e expostas as SEVs na proporção 1:1 (Figura 29). Os dados sugerem 

uma tendência de diminuição na carga parasitária das co-culturas infectadas pelo 

parasita e expostas as POMVs ou SEVs, quando comparadas com o controle 

(Figura 28). Em compensação, a esta tendência de diminuição da carga parasitária, 
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não se pode excluir o fato de a quantidade de macrófagos viáveis diminuir nas co-

culturas celulares que receberam POMVS ou SEVs. Dados discutidos no tópico 5.2. 

 

 

Figura 29. IF (Índice de Infecção) das co-culturas de macrófagos infectados com L. amazonensis e 

expostos ou não as POMVs ou SEVs. Os dados são apresentados como média ± desvio padrão e 

são representativos de três experimentos independentes realizados em triplicata. L.a.= macrófagos 

infectados com L. amazonensis, sem exposição as POMVs ou SEVs; L.a. + POMVs 1:1; L.a. + 

POMVs 1:10; ou L.a. + POMVs 1:100= macrófagos infectados com L. amazonensis e expostos as 

POMVs nas proporções 1:1, 1:10 ou 1:100, respectivamente; L.a. + SEVs 1:1; L.a. + SEVs 1:10; ou 

L.a. + SEVs 1:100= macrófagos infectados com L. amazonensis e expostos as SEVs nas proporções 

1:1, 1:10 ou 1:100, respectivamente. As co-culturas de macrófagos foram infectadas com L. 

amazonensis durante 24 h, e logo após, foram expostas as POMVs ou SEVs por mais 24 h. A 

significância estatística foi calculada utilizando o teste t-Student não-pareado. *p≤ 0,05= diferença 

significativa entre a situação controle, contendo macrófagos infectados pelo parasita sem exposição 

as POMVs ou SEVs e os tratamentos; **p< 0,005= diferenças significativas entre os tratamentos. 

 

5.11 Viabilidade e morfologia dos macrófagos RAW 264.7 infectados com L. 

amazonensis e expostos as POMVs ou SEVs 

Foi realizada a quantificação de macrófagos aderentes em 20 campos, 

com o intuito de avaliar a viabilidade das co-culturas (Figura 30 - Figura 34). Esta 

quantificação foi realizada com o propósito de investigar se há diferenças na 

quantidade de macrófagos viáveis, expostos as diferentes situações experimentais 

(Figura 3), quando comparados com os respectivos controles, contendo macrófagos 

saudáveis, sem infecção com L. amazonensis e sem exposição as POMVs ou SEVs 

(Figura 30), ou macrófagos infectados pelo parasita, sem exposição as POMVs ou 

SEVs (Figura 32). Foram considerados macrófagos viáveis aqueles com o núcleo e 

o citoplasma estruturalmente preservados.  

Diferenças significativas foram encontradas entre a quantidade média de 
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macrófagos viáveis do controle saudável, contendo macrófagos sem infecção com 

L. amazonensis e sem exposição as POMVs ou SEVs, com uma média de 531 

macrófagos viáveis, e as seguintes situações experimentais: culturas de macrófagos 

expostas as POMVs nas proporções 1:1 ou 1:100, com quantidades médias de 458 

e 616 macrófagos viáveis, respectivamente (Figura 30A). Foram encontradas 

diferenças significativas entre a quantidade média de macrófagos viáveis das 

culturas celulares expostas as POMVs na proporção 1:1, e culturas de macrófagos 

expostas as POMVs nas proporções 1:10 ou 1:100 (com 570,67 e 616 macrófagos 

viáveis em média, respectivamente) (Figura 30A). Também foram encontradas 

diferenças significativas entre a quantidade de macrófagos viáveis das culturas 

celulares expostas as POMVs na proporção 1:10, e culturas celulares expostas as 

POMVs na proporção 1:100 (Figura 30A).  

A quantidade de macrófagos viáveis diferiu significativamente entre as 

culturas celulares expostas as POMVs nas proporções 1:1, 1:10 ou 1:100, e culturas 

de macrófagos expostas as SEVs nas mesmas proporções (Figura 30A). A 

quantidade de macrófagos viáveis, indica para um grau de representatividade, em 

porcentagem relativa ao controle saudável, contendo culturas de macrófagos sem 

infecção pelo parasita e sem exposição as POMVs ou SEVs, considerado como 

100% de viabilidade (Figura 30B), comparados com culturas de macrófagos 

expostas as POMVs ou SEVs nas proporções 1:1, 1:10 ou 1:100. Foram observadas 

diferenças significativas na quantidade de macrófagos viáveis em porcentagem 

relativa, entre o controle saudável e as seguintes situações experimentais: culturas 

de macrófagos expostas as POMVs nas proporções 1:1, 1:10 ou 1:100 (com 

86,31%, 107,54% e 116,16%, respectivamente, de macrófagos viáveis em relação 

ao controle saudável) (Figura 30B). Foram encontradas diferenças significativas na 

quantidade de macrófagos viáveis em porcentagem relativa, entre o controle 

saudável, e culturas celulares expostas as SEVs na proporção 1:100 (com 103,71% 

de macrófagos viáveis em relação ao controle saudável) (Figura 30B). 

Foram encontradas diferenças significativas na quantidade de macrófagos 

viáveis em porcentagem relativa, entre culturas de macrófagos expostas as POMVs 

na proporção 1:1 e as seguintes situações experimentais: culturas celulares 

expostas as POMVs nas proporções 1:10 ou 1:100 (107,54% e 116,16%, 

respectivamente, de macrófagos viáveis em relação ao controle saudável) (Figura 

30B). Também foram encontradas diferenças significativas na quantidade de 
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macrófagos viáveis em porcentagem relativa, entre culturas celulares expostas as 

POMVs na proporção 1:10 (com 107,54% de macrófagos viáveis em relação ao 

controle saudável) e culturas de macrófagos expostas as SEVs na proporção 1:10 

(94,58% de macrófagos viáveis em relação ao controle saudável) (Figura 30B). 

Foram encontradas diferenças significativas na quantidade de macrófagos viáveis, 

entre as culturas celulares expostas as SEVs na proporção 1:10 (94,58% de 

macrófagos viáveis em relação ao controle saudável) e as culturas de macrófagos 

expostas as SEVs na proporção 1:100 (103,71% de macrófagos viáveis em relação 

ao controle saudável) (Figura 30B). 

 

 

Figura 30. Contagem de macrófagos viáveis em 20 campos, das culturas de macrófagos sem e com 

exposição as POMVs ou SEVs. (A): Quantidade de macrófagos viáveis; (B): Quantidade de 

macrófagos viáveis, calculados em porcentagem relativa ao controle, contendo macrófagos 

saudáveis, não infectados com L. amazonensis nem expostos as POMVs ou SEVs. Os dados são 

mostrados como média ± desvio padrão e representam os resultados de três experimentos 

independentes realizados em triplicata. MØ's saudáveis= macrófagos não infectados com L. 

amazonensis, nem expostos as POMVs ou SEVs, como controle do restante das situações 

experimentais; MØ + POMVs 1:1; MØ + POMVs 1:10; ou MØ + POMVs 1:100= macrófagos expostos 

as POMVs nas proporções 1:1, 1:10 ou 1:100, respectivamente; MØ + SEVs 1:1; MØ + SEVs 1:10; ou 

MØ’s + SEVs 1:100= macrófagos expostos as SEVs nas proporções 1:1, 1:10 ou 1:100, 
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respectivamente. As culturas de macrófagos foram expostas as POMVs ou SEVs durante 24 h. A 

significância estatística foi calculada utilizando o teste t-Student não-pareado. *p≤ 0,05= diferença 

significativa entre a situação controle, contendo macrófagos não infectados pelo parasita nem 

expostos as POMVs ou SEVs e os tratamentos; **p< 0,005= diferenças significativas entre os 

tratamentos. 

 

Os macrófagos em campos representativos foram fotografados com o 

objetivo de evidenciar a sua estrutura morfológica e para investigar se houve 

modificações estruturais após os tratamentos com POMVs ou SEVs, sem infecção 

pelo parasita (Figura 31). Na Figura 31A pode-se observar a aparência morfológica 

dos macrófagos saudáveis, que não infectados pelo parasita, nem expostos as 

POMVs ou SEVs, com o núcleo e citoplasma bem conservados. As Figuras 31B, 

31C e 31D ilustram culturas de macrófagos expostas a POMVs nas proporções 1:1, 

1:10 e 1:100, respectivamente, e revelaram uma estrutura morfológica 

comprometida, com debridamento citoplasmático evidente, principalmente nas 

culturas celulares expostas as POMVs nas proporções 1:1 e 1:100 (Figuras 31B e 

31D, respectivamente). As culturas celulares expostas as SEVs nas proporções 1:1, 

1:10 e 1:100 (Figuras 31E, 31F e 31G, respectivamente), também exibiram 

modificações estruturais, além de uma evidente diminuição no volume dos 

macrófagos expostos a essas vesículas.  
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Figura 31. Fotomicrografias de macrófagos RAW 264.7 sem e com exposição as POMVs ou SEVs, 

corados com Giemsa. (A): Macrófagos não expostos as POMVs ou SEVs, como controle positivo do 

restante das situações experimentais; (B, C e D): macrófagos expostos as POMVs nas proporções 

1:1, 1:10 e 1:100, respectivamente; (E, F e G): macrófagos expostos as SEVs nas proporções 1:1, 

1:10 e 1:100, respectivamente. As culturas de macrófagos foram expostas as POMVs ou SEVs 

durante 24 h. Fotomicrografias capturadas em campos representativos e aleatórios, em aumento de 

1000x, de três experimentos independentes realizados em triplicata. Barras de escala= 10 µm. 

 

Foram observadas diferenças significativas entre a quantidade de 

macrófagos viáveis do controle saudável, contendo macrófagos sem infecção pelo 

parasita, e sem exposição as POMVs ou SEVs, e co-culturas de macrófagos 

infectadas com L. amazonensis, sem exposição as POMVs ou SEVs (com 

quantidades médias de 531 versus 455,67 macrófagos viáveis, respectivamente) 

(Figura 32A). Se considerados como 100% de viabilidade, a quantidade de 

macrófagos viáveis do controle saudável, obtemos uma representatividade média de 

85,88% (uma diminuição significativa de 14,12% de macrófagos viáveis), das co-

culturas infectadas com L. amazonensis (Figura 32B), sugerindo uma significativa 

redução na viabilidade das co-culturas celulares infectadas pelo parasita, e 
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submetidas ao ambiente inflamatório e oxidativo. 

 

 

Figura 32. Contagem de macrófagos viáveis em 20 campos, das culturas celulares saudáveis ou 

infectadas com L. amazonensis, sem exposição as POMVs ou SEVs. (A): Quantidade de macrófagos 

viáveis; (B): Quantidade de macrófagos viáveis, calculados em porcentagem relativa ao controle, 

contendo macrófagos saudáveis, não infectados com L. amazonensis nem expostos as POMVs ou 

SEVs. Os dados são mostrados como média ± desvio padrão e representam os resultados de três 

experimentos independentes realizados em triplicata. MØ’s saudáveis= macrófagos não infectados 

com L. amazonensis, nem expostos as POMVs ou SEVs, como controle; L.a.= macrófagos infectados 

com L. amazonensis, sem exposição as POMVs ou SEVs. As co-culturas de macrófagos foram 

infectadas com L. amazonensis durante 24 h, sem exposição as POMVs ou SEVs. A significância 

estatística foi calculada utilizando o teste t-Student não-pareado. *p≤ 0,05= diferença significativa 

entre a situação controle, contendo macrófagos não infectados pelo parasita e não expostos as 

POMVs ou SEVs e co-culturas celulares infectadas pelo parasita. 

 

Foi realizada a quantificação de macrófagos aderentes em 20 campos, 

das situações experimentais (Figura 3) contendo co-culturas de macrófagos 

infectados com L. amazonensis, sem exposição as POMVs ou SEVs, e co-culturas 

celulares infectadas com o parasita expostas as POMVs ou SEVs nas proporções 

1:1, 1:10 ou 1:100 (Figuras 33 e 34). A quantidade média de macrófagos viáveis 

(Figura 33A) indica para um grau de representatividade em porcentagem relativa ao 

controle, contendo macrófagos infectados com L. amazonensis, sem exposição as 

POMVs ou SEVs, considerados como 100% de viabilidade, comparados com 

culturas de macrófagos infectadas pelo parasita e expostas as POMVs ou SEVs nas 

proporções 1:1, 1:10 ou 1:100. 

Foram encontradas diferenças significativas na quantidade média de 

macrófagos viáveis (Figura 33A), entre a situação controle, contendo co-culturas 

celulares infectadas com L. amazonensis (com uma quantidade média de 455,67 

macrófagos viáveis) e o restante dos tratamentos testados, sugerindo um possível 
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efeito direto da presença dos fatores de virulência das POMVs ou SEVs, sobre a 

viabilidade dos macrófagos previamente infectados com o parasita.  

Diferenças significativas foram observadas na quantidade média de 

macrófagos viáveis, entre as co-culturas celulares contendo infecção pelo parasita e 

exposição as POMVs na proporção 1:1, e co-culturas celulares infectadas pelo 

parasita e expostas as POMVs na proporção 1:100 (com quantidades médias de 355 

e 165,33 macrófagos viáveis) (Figura 33A). Estas diferenças significativas indicam 

para um grau de representatividade de 77,88% e 36,27%, se considerados como 

100% de viabilidade os macrófagos das co-culturas infectadas com o parasita, sem 

exposição as vesículas (Figura 33B). Foram observadas diferenças 

significativamente maiores na quantidade média de macrófagos viáveis, entre as co-

culturas celulares infectadas pelo parasita e expostas as POMVs na proporção 1:10, 

e co-culturas de macrófagos infectadas com o parasita e expostas as POMVs na 

proporção 1:100 (com quantidades médias de 326,67 e 165,33 macrófagos viáveis, 

respectivamente) (Figura 33A). Se considerados como 100% de viabilidade as co-

culturas de macrófagos infectadas com o parasita, sem exposição as vesículas, 

estas diferenças significativas indicam para um grau de representatividade de 

71,69% e 36,27%, respectivamente (Figura 33B). Os dados sugerem um possível 

efeito dose-dependente, entre a diminuição na quantidade de macrófagos viáveis e o 

aumento da proporção de POMVs testadas (Figura 33). 

Diferenças estatisticamente maiores, foram encontradas na quantidade 

média de macrófagos viáveis, entre as co-culturas celulares expostas as seguintes 

proporções de POMVs versus SEVs, respectivamente: 1:1 (355 versus 142,33 

macrófagos viáveis em média); 1:10 (326,67 versus 138,67 macrófagos viáveis em 

média); e 1:100 (165,33 versus 132,67 macrófagos viáveis em média) (Figura 33A). 

Estas diferenças significativas, respectivamente indicam para um grau de 

representatividade de 77,88% versus 31,23%; 71,69% versus 30,43%; e 36,27% 

versus 29,11%, se considerados como 100% de viabilidade os macrófagos das co-

culturas infectadas com o parasita, sem exposição as POMVs ou SEVs (Figura 33B). 
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Figura 33. Contagem de macrófagos RAW 264.7 viáveis em 20 campos, nas co-culturas celulares 

infectadas com L. amazonensis e expostos ou não as POMVs ou SEVs. (A): Quantidade de 

macrófagos viáveis; (B): Quantidade de macrófagos viáveis, calculados em porcentagem relativa ao 

controle, contendo macrófagos infectados com L. amazonensis, e expostos as POMVs ou SEVs nas 

proporções 1:1, 1:10 ou 1:100. Os dados são mostrados como média ± desvio padrão e representam 

os resultados de três experimentos independentes realizados em triplicata. L.a.= macrófagos 

infectados com L. amazonensis, sem exposição as POMVs ou SEVs; L.a. + POMVs 1:1; L.a. + 

POMVs 1:10; ou L.a. + POMVs 1:100= macrófagos infectados com L. amazonensis e expostos as 

POMVs nas proporções 1:1, 1:10 ou 1:100, respectivamente; L.a. + SEVs 1:1; L.a. + SEVs 1:10; ou 

L.a. + SEVs 1:100= macrófagos infectados com L. amazonensis e expostos as SEVs nas proporções 

1:1, 1:10 ou 1:100, respectivamente. As co-culturas de macrófagos foram infectadas com L. 

amazonensis durante 24 h, e logo após, foram expostas as POMVs ou SEVs por mais 24 h. A 

significância estatística foi calculada utilizando o teste t-Student não-pareado. *p≤ 0,05= diferença 

significativa entre a situação controle, contendo macrófagos infectados pelo parasita sem exposição 

as POMVs ou SEVs e os tratamentos; **p< 0,005= diferenças significativas entre os tratamentos. 

 

Os macrófagos em campos representativos foram fotografados para 

evidenciação de sua estrutura morfológica e das formas amastigotas encontradas 

nas co-culturas celulares infectadas pelo parasita L. amazonensis, e co-culturas 

celulares infectadas pelo parasita e expostas as POMVs ou SEVs nas proporções 

1:1, 1:10 ou 1:100 (Figura 34). Na Figura 34A foi possível observar a presença das 
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formas amastigotas de L. amazonensis, e nessas co-culturas celulares, o número de 

macrófagos viáveis foi significativamente maior comparado com a quantidade de 

macrófagos viáveis do restante das situações experimentais, contendo infecção com 

o parasita e exposição as POMVs ou SEVs (Figura 33). 

Nas Figuras 34B - 34D, as co-culturas de macrófagos infectadas com L. 

amazonensis e expostas as POMVs nas proporções 1:1, 1:10 ou 1:100, 

respectivamente; nessas co-culturas celulares é possível observar a morfologia 

celular está com aspecto inflamatório, com o citoesqueleto prejudicado pela 

presença das formas amastigotas intracelulares, juntamente com as POMVs. Nas 

co-culturas celulares das Figuras 34B e 34C, foi possível observar aumento no 

tamanho dos vacúolos parasitóforos, comparados com os vacúolos da Figura 34A, 

sugerindo uma possível tentativa de os macrófagos realizarem a hidrólise dos 

fatores de virulência tanto do parasita, como das POMVs, contendo alta carga de 

componentes imunogênicos e imunoestimulatórios. Macrófagos da Figura 34D 

apresentaram a menor viabilidade (inferida pela contagem de macrófagos viáveis em 

20 campos representativos), quando comparada com a quantidade de macrófagos 

viáveis das Figuras 34A e 34C, sugerindo que maiores proporções de POMVs 

podem promover a ativação de vias apoptóticas e/ou de inflamassomos que ativam 

a expressão de componentes citotóxicos para a célula (Figura 33). 

As Figuras 34E - 34G, representam co-culturas celulares infectadas com 

L. amazonensis e expostas as SEVs nas proporções 1:1, 1:10 ou 1:100, 

respectivamente. Nestas fotomicrografias é possível observar as formas amastigotas 

íntegras no interior dos macrófagos, porém, são as co-culturas que apresentaram a 

menor quantidade de macrófagos viáveis, quando comparada com o controle, 

somente contendo infecção pelo parasita, sem exposição as POMVs ou SEVs 

(Figura 33), o que sugere que a presença das SEVs nessas co-culturas celulares, 

compromete significativamente a viabilidade celular. Considerando os dados obtidos 

com a quantificação de proteína total pelo método de Bradford, das POMVs e SEVs 

(Figura 25), do qual, a maior concentração de proteína total foi encontrada para as 

SEVs, portanto, as co-culturas expostas as SEVs contendo fatores de virulência com 

propriedades imunogênicas e/ou imunoestimulatórias, promoveu uma diminuição 

significativa na quantidade de macrófagos viáveis, se comparado com a quantidade 

de macrófagos viáveis das co-culturas celulares expostas as POMVs nas mesmas 

proporções (Figura 33). 
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Os dados de quantificação de proteína total por Bradford (Figura 25), 

sugerem para um possível efeito direto das SEVs contendo uma concentração (em 

µg/mL) de proteínas maior, quando comparada com a concentração de proteínas 

obtida das POMVs, e podem ser considerados para explicação parcial da diminuição 

na quantidade de macrófagos viáveis (Figura 33), das co-culturas celulares 

infectadas pelo parasita e expostas as SEVs, quando comparado com a quantidade 

de macrófagos viáveis das co-culturas infectadas pelo parasita e expostas as 

POMVs. A estas diminuições observadas na quantidade de macrófagos viáveis das 

co-culturas celulares infectadas pelo parasita e expostas as SEVs, não se pode 

atribuir única e exclusivamente a diferença significativa na concentração de proteína 

total (Figura 25) entre as POMVs e SEVs estudadas, mas também deve-se 

considerar o conteúdo no interior das SEVs, contendo fatores de virulência que 

podem contribuir para o comprometimento das viabilidades das culturas celulares. 

 

Figura 34. Fotomicrografias de macrófagos RAW 264.7 infectados com L. amazonensis e expostos ou 

não as POMVs ou SEVs. Coloração com Giemsa. (A): macrófagos infectados com L. amazonensis, 

como controle positivo do restante das situações experimentais; (B, C e D): macrófagos infectados 

com L. amazonensis e expostos as POMVs nas proporções 1:1, 1:10 e 1:100, respectivamente; (E, F 
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e G): macrófagos infectados com L. amazonensis e expostos as SEVs nas proporções 1:1, 1:10 e 

1:100, respectivamente. As co-culturas de macrófagos foram infectadas com L. amazonensis durante 

24 h, e logo após, foram expostas as POMVs ou SEVs por mais 24 h. Fotomicrografias capturadas 

em campos representativos e aleatórios, em aumento de 1000x, de três experimentos independentes 

realizados em triplicata. Barras de escala= 10 µm. 

 

5.12 Quantificação de NO2
- (nitrito) nos sobrenadantes das co-culturas de 

macrófagos RAW 264.7 infectados com L. amazonensis e expostos as POMVs 

ou SEVs 

A quantificação de nitrito nos sobrenadantes das culturas celulares, foi 

realizada através do ensaio colorimétrico de Griess, com o intuito de avaliar a 

produção deste mediador inflamatório cujo papel está relacionado com uma resposta 

celular microbicida, durante a exposição as diferentes situações experimentais que 

os macrófagos RAW 264.7 foram submetidos (Figura 3). Uma curva de calibração 

do ensaio (Figura 35) foi realizada, para a obtenção de valores de referência de 

absorbância (D.O.= 540 nm), de acordo com as concentrações de nitrito pré-

estabelecidas. 

Após a realização dos ensaios de infecção de macrófagos RAW 264.7 

com L. amazonensis e a posterior exposição as POMVs ou SEVs, os sobrenadantes 

das co-culturas celulares foram armazenados em freezer a -20 ºC. Uma alíquota dos 

sobrenadantes das culturas celulares, foi retirada e plaqueada pela técnica de 

gotejamento em meios de cultura LB ágar, com o intuito de verificar se houve 

contaminação durante a realização do experimento. Após a confirmação de 

esterilidade dos sobrenadantes das culturas celulares, foram utilizados filtros de 

seringa de 0,22 µm (PVDF) para remoção de debris celulares. 

 

 

Figura 35. Curva de calibração do Método de Griess. Os valores de referência de absorbância (em 
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vermelho) foram plotados em relação as concentrações pré-estabelecidas de nitrito em µM, e são 

mostrados como uma média representativa de três ensaios realizados independentemente em 

triplicata. Uma linha de tendência linear (em preto) foi traçada para obtenção da equação da reta. 

 

Tanto as culturas celulares infectadas com L. amazonensis e 

posteriormente expostas as POMVs ou SEVs (Figura 34), quanto as culturas de 

macrófagos somente expostas as vesículas das bactérias (Figura 33), mostraram 

produção de nitrito após 24 h de incubação com essas vesículas de membrana, 

extraídas das bactérias P.a. ou S.a. (Figura 36). Culturas de macrófagos foram 

estimuladas durante 12 h com LPS 100 ng/mL (lipopolissacarídeo extraído da cepa 

O111:B4 de E. coli (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)), com o intuito de avaliar se 

macrófagos estimulados com este importante componente de parede celular 

bacteriana Gram-negativa, são capazes de produzir nitrito como um sinalizador 

inflamatório, comparado com culturas de macrófagos saudáveis (controle). Foram 

encontradas diferenças significativas entre culturas de macrófagos expostas as 

POMVs na proporção 1:100 (com uma concentração média de nitrito em 0,121 µM), 

e as seguintes situações experimentais: macrófagos expostos as POMVs nas 

proporções 1:10 e 1:1 (com concentrações médias de nitrito em 0,090 e 0,084 µM, 

respectivamente); macrófagos estimulados com LPS 100 ng/mL (com uma produção 

média de nitrito em 0,082 µM); e macrófagos saudáveis, sem exposição as POMVs 

ou SEVs (com uma concentração média de nitrito em 0,083 µM) (Figura 36A). 

Foram encontradas ainda, diferenças significativamente menores, entre a 

produção média de nitrito, das culturas celulares estimuladas com LPS 100 ng/mL e 

culturas de macrófagos expostas as POMVs na proporção 1:100 (Figura 36A), 

sugerindo um conteúdo altamente inflamatório das POMVs. Com relação as culturas 

celulares expostas as SEVs nas proporções 1:1, 1:10 ou 1:100, não foram 

encontradas diferenças significativas com as culturas de macrófagos saudáveis 

(controle) (Figura 36A), exibindo concentrações médias de nitrito, muito semelhantes 

com as do controle saudável. Por outro lado, foram observadas diferenças 

significativamente maiores entre as concentrações médias de nitrito, das culturas de 

macrófagos expostas as POMVs nas proporções 1:10 e 1:100 (com 0,090 e 0,121 

µM, respectivamente) e as culturas celulares expostas as SEVs nas mesmas 

proporções (com 0,082 e 0,086 µM, respectivamente) (Figura 36A). 

Foi verificada uma diferença significativamente maior na concentração de 
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nitrito, nos sobrenadantes das culturas de macrófagos infectadas com L. 

amazonensis na proporção 1:10 – situação controle do restante -, com uma média 

de 0,120 µM, e o restante das culturas celulares, contendo infecção com a mesma 

proporção de parasitas e expostas as POMVs ou SEVs nas proporções 1:1, 1:10 ou 

1:100 (Figura 36B). Diferenças significativamente menores foram observadas na 

produção de nitrito das culturas celulares infectadas com L. amazonensis na 

proporção 1:10, e expostas as POMVs na proporção 1:100 (com uma média de 

0,080 µM), e culturas de macrófagos infectadas com o parasita na mesma 

proporção, e expostas as POMVs nas proporções 1:1 e 1:10 (com uma média 0,101 

µM em ambas as culturas) (Figura 36B). Por outro lado, foram observadas 

diferenças significativamente menores na produção de nitrito das culturas celulares 

infectadas com L. amazonensis na proporção 1:10, e expostas as SEVs na 

proporção 1:1 (com uma média de 0,078 µM), e culturas de macrófagos infectadas 

com a mesma proporção de parasitas, e expostas as SEVs nas proporções 1:10 e 

1:100 (com uma média de 0,081 e 0,083 µM, respectivamente) (Figura 36B). A 

produção média de nitrito das culturas celulares infectadas com L. amazonensis na 

proporção 1:10, e expostas as POMVs na proporção 1:1, e das culturas de 

macrófagos infectadas com o parasita na mesma proporção, e expostas as SEVs na 

mesma proporção, foi comparada com o intuito de avaliar o motivo da produção de 

nitrito ser significativamente maior nas primeiras co- culturas celulares (Figura 36B). 

Essas diferenças significativamente maiores foram constatadas entre as 

culturas de macrófagos infectadas com L. amazonensis na proporção 1:10, e 

expostas as POMVs na proporção 1:10, e culturas celulares infectadas com o 

parasita e expostas as SEVs nas mesmas proporções (Figura 36B), sugerindo que a 

exposição as POMVs na proporção 1:10 induziu uma resposta inflamatória mais 

acentuada, quando comparada com a situação experimental que recebeu SEVs na 

mesma proporção. A alta produção significativa de nitrito nas culturas celulares 

expostas as POMVs na proporção 1:10, sem infecção pelo parasita, foi 

significativamente maior, quando comparada com as culturas de macrófagos 

expostas as SEVs na mesma proporção, das quais exibiram uma produção 

diminuída deste radical (Figura 36A).  
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Figura 36. (A): Concentração de nitrito em µM, nos sobrenadantes das culturas de macrófagos RAW 

264.7 expostos ou não POMVs ou SEVs; e (B): das co-culturas celulares infectadas com L. 

amazonensis e expostas ou não POMVs ou SEVs. Os dados são mostrados como média ± desvio 

padrão e representam os resultados de três ensaios independentes realizados em triplicata. (A):  = 

MØ's saudáveis: macrófagos sem infecção com L. amazonensis e sem exposição as POMVs ou 

SEVs, como controle do restante das situações experimentais;  = MØ + LPS 100 ng/mL: 

macrófagos estimulados com LPS a 100ng/mL durante 12 h, sem infecção pelo parasita e sem 

exposição as POMVs ou SEVs;  = MØ + POMVs 1:1: macrófagos sem infecção pelo parasita e 

expostos as POMVs na proporção 1:1;  = MØ + POMVs 1:10: macrófagos sem infecção pelo 

parasita e expostos as POMVs na proporção 1:10;  = MØ + POMVs 1:100: macrófagos sem 

infecção pelo parasita e expostos as POMVs na proporção 1:100;  = MØ + SEVs 1:1: macrófagos 

sem infecção pelo parasita e expostos as SEVs na proporção 1:1;  = MØ + SEVs 1:10: macrófagos 

sem infecção pelo parasita e expostos as SEVs na proporção 1:10;  = MØ’s + SEVs 1:100: 

macrófagos sem infecção pelo parasita e expostos as SEVs na proporção 1:100. As culturas de 

macrófagos foram expostas as POMVs ou SEVs durante 24 h. *p≤ 0,05= diferença significativa entre 

a situação controle, contendo macrófagos não infectados pelo parasita e não expostos as POMVs ou 

SEVs e o tratamento; **p< 0,005= diferenças significativas entre os tratamentos. (B):  = L.a.: 

macrófagos infectados com L. amazonensis, sem exposição as POMVs ou SEVs, como controle 

positivo do restante das situações experimentais;  = L.a. + POMVs 1:1: macrófagos infectados com 

L. amazonensis e expostos as POMVs na proporção 1:1; = L.a. + POMVs 1:10: macrófagos 

infectados com L. amazonensis e expostos as POMVs na proporção 1:10;  = L.a.+ POMVs 1:100: 

macrófagos infectados com L. amazonensis e expostos as POMVs na proporção 1:100;  = L.a. + 

SEVs 1:1: macrófagos infectados com L. amazonensis e expostos as SEVs na proporção 1:1;  = 

L.a. + SEVs 1:10: macrófagos infectados com L. amazonensis e expostos as SEVs na proporção 

1:10;  =L.a. + SEVs 1:100: macrófagos infectados com L. amazonensis e expostos as SEVs na 

proporção 1:100. As co-culturas de macrófagos foram infectadas com L. amazonensis durante 24 h, e 

logo após, foram expostas as POMVs ou SEVs por mais 24 h. A significância estatística foi calculada 

utilizando o teste t-Student não-pareado. *p≤ 0,05= diferença significativa entre a situação controle, 

contendo macrófagos infectados pelo parasita sem exposição as POMVs ou SEVs e os tratamentos; 
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**p< 0,005= diferenças significativas entre os tratamentos. 

 

5.13 Quantificação de citocinas nos sobrenadantes das culturas de 

macrófagos RAW 264.7 infectados com L. amazonensis e expostos as POMVs 

ou SEVs 

Em paralelo com as quantificações de nitrito nos sobrenadantes das 

culturas celulares, quantificamos as citocinas pró e anti-inflamatórias (IL-2, IL-4, IL-6, 

IFN-γ, TNF-α, IL-17A, IL-10 e IL-1β), que podem estar envolvidas na resposta 

celular, das diferentes situações experimentais a que os macrófagos RAW 264.7 

foram submetidos. Primeiramente analisamos macrófagos saudáveis incubados com 

POMVs ou SEVs nas proporções 1:1, 1:10 ou 1:100 e as culturas celulares foram 

incubadas durante 24 h.  

Os níveis das citocinas IL-10, IL-17A, IFN-γ e IL-2 analisados por 

citometria de fluxo, exibiram MFIs (Intensidade Média de Fluorescência) abaixo do 

detectável pela curva de calibração, portanto, os valores em pg/mL foram iguais a 

zero para todas as culturas celulares. Quanto aos níveis de TNF-α (Figura 37A) e IL-

6 (Figura 37B) nos sobrenadantes das culturas celulares expostas as POMVs ou 

SEVs, não foram observadas diferenças significativas quando comparadas com o 

controle saudável sem exposição as estas vesículas, mas apesar disso, altos níveis 

destas citocinas inflamatórias foram verificados, quando comparadas com os níveis 

da citocina IL-4 (Figura 37C), por exemplo. Foram encontradas diferenças 

significativas na produção de IL-4 entre o controle saudável sem exposição as 

vesículas, e culturas celulares expostas as SEVs nas proporções 1:1, 1:10 e 1:100 

(Figura 37C). Diferenças significativamente menores foram observadas nos níveis 

de IL-4 das culturas celulares expostas as SEVs na proporção 1:10, e culturas de 

macrófagos expostas as SEVs na proporção 1:100 (Figura 37C).  

Foram encontradas diferenças significativamente menores na produção 

de IL-1β entre o controle saudável, e culturas de macrófagos expostas as SEVs na 

proporção 1:1 (Figura 37D). Com relação ao restante das culturas de macrófagos 

expostas as POMVs nas proporções 1:1, 1:10 ou 1:100; ou expostas as SEVs nas 

proporções 1:10 ou 1:100, apesar de não terem sido observadas diferenças 

significativas, notamos uma produção média moderadamente elevada nas culturas 

celulares saudáveis, sem exposição a estas vesículas, sugerindo que de alguma 

forma, a exposição as POMVs ou SEVs nas proporções mencionadas, regulou a 
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expressão e secreção de IL-1β (Figura 37D). 

 

Figura 37. Concentração de TNF-α (A), IL-6 (B), IL-4 (C) e IL-1β (D) em pg/mL, nos sobrenadantes 

das culturas de macrófagos RAW 264.7 expostos ou não POMVs ou SEVs, sem infecção pelo 

parasita. Os dados são mostrados como média ± desvio padrão e representam os resultados de três 

ensaios independentes realizados em triplicata.  = MØ's saudáveis: macrófagos sem infecção com 

L. amazonensis e sem exposição as POMVs ou SEVs, como controle do restante das situações 

experimentais; = MØ + POMVs 1:1: macrófagos sem infecção pelo parasita e expostos as POMVs 

na proporção 1:1; = MØ + POMVs 1:10: macrófagos sem infecção pelo parasita e expostos as 

POMVs na proporção 1:10; = MØ + POMVs 1:100: macrófagos sem infecção pelo parasita e 

expostos as POMVs na proporção 1:100; = MØ + SEVs 1:1: macrófagos sem infecção pelo 

parasita e expostos as SEVs na proporção 1:1; = MØ + SEVs 1:10: macrófagos sem infecção pelo 

parasita e expostos as SEVs na proporção 1:10; = MØ’s + SEVs 1:100: macrófagos sem infecção 

pelo parasita e expostos as SEVs na proporção 1:100. As culturas de macrófagos foram expostas as 

POMVs ou SEVs durante 24 h. A significância estatística foi calculada utilizando o teste t-Student 

não-pareado. *p≤ 0,05= diferença significativa entre a situação controle, contendo macrófagos não 

infectados pelo parasita e não expostos as POMVs ou SEVs e os tratamentos; **p< 0,005= diferenças 

significativas entre os tratamentos. 

 

Então, analisamos os níveis de citocinas das co-culturas celulares 

infectadas com L. amazonensis e expostas as POMVs ou SEVs nas proporções 1:1, 

1:10 ou 1:100. Quanto aos níveis de TNF-α, foram encontradas diferenças 

significativas entre o controle, contendo macrófagos infectados com L. amazonensis 
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sem exposição as vesículas, e culturas celulares infectadas e expostas as POMVs 

nas proporções 1:1 e 1:100 (Figura 38A). Quando comparado com as concentrações 

de TNF-α das co-culturas celulares infectadas com L. amazonensis e expostas as 

SEVs nas proporções 1:1, 1:10 ou 1:100, o controle evidenciou uma expressão 

significativamente elevada, ≅20 vezes maior (Figura 38A). 

Diferenças significativamente maiores foram encontradas na produção de 

TNF-α das co-culturas celulares infectadas com L. amazonensis e expostas as 

POMVs na proporção 1:1, e as seguintes situações experimentais: co-culturas de 

macrófagos infectadas com o parasita e expostas as SEVs na proporção 1:1; e co-

culturas celulares infectadas com o parasita e expostas as POMVs na proporção 

1:100 (Figura 38A). Também foram encontradas diferenças significativamente 

maiores na produção de TNF-α das co-culturas celulares infectadas com L. 

amazonensis e expostas as POMVs na proporção 1:10 e as seguintes situações 

experimentais: macrófagos infectados e expostos as SEVs na proporção 1:10; e co-

culturas celulares infectadas com o parasita e expostas as POMVs na proporção 

1:100 (Figura 38A). 

Os níveis de IL-6 das co-culturas de macrófagos da situação controle, 

contendo infecção, sem exposição as vesículas, foram significativamente maiores, 

quando comparado com o restante das co-culturas celulares (Figura 38B). Foram 

observadas diferenças significativas na produção de IL-6 entre co-culturas celulares 

infectadas com o parasita e expostas as POMVs na proporção 1:1, e as seguintes 

situações experimentais: co-culturas de macrófagos infectadas com o parasita e 

expostas as SEVs na proporção 1:1; e co-culturas celulares infectadas com o 

parasita e expostas as POMVs na proporção 1:100 (Figura 38B). Observamos 

diferenças significativas na produção de IL-6 entre co-culturas de macrófagos 

infectadas com L. amazonensis e expostas as POMVs na proporção 1:10, e as 

seguintes situações experimentais: co-culturas celulares infectadas com o parasita e 

expostas as SEVs na proporção 1:10; e culturas de macrófagos infectadas com o 

parasita e expostas as POMVs na proporção 1:100 (Figura 38B). 

Foram encontradas diferenças significativamente maiores na produção de 

IL-4 e IL-1β entre macrófagos infectados, sem exposição as vesículas de bactérias e 

as seguintes situações experimentais: co-culturas celulares infectadas e expostas as 

POMVs na proporção 1:100; macrófagos infectados e expostos as SEVs na 

proporção 1:10; e co-culturas celulares infectadas e expostas as SEVs na proporção 
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1:100 (Figuras 38C e 38D). Foram encontradas ainda, diferenças significativamente 

maiores entre o nível de IL-1β das co-culturas apenas infectadas, e co-culturas 

celulares infectadas e expostas as SEVs na proporção 1:1 (Figura 38D). 

 

Figura 38. Concentração de TNF-α (A), IL-6 (B), IL-4 (C) e IL-1β (D) em pg/mL, nos sobrenadantes 

das co-culturas de macrófagos RAW 264.7 infectados com L. amazonensis e expostos ou não 

POMVs ou SEVs. Os dados são mostrados como média ± desvio padrão e representam os 

resultados de três ensaios independentes realizados em triplicata.  = L.a.: macrófagos infectados 

com L. amazonensis, sem exposição as POMVs ou SEVs, como controle positivo do restante das 

situações experimentais;  = L.a. + POMVs 1:1: macrófagos infectados com L. amazonensis e 

expostos as POMVs na proporção 1:1; = L.a. + POMVs 1:10: macrófagos infectados com L. 

amazonensis e expostos as POMVs na proporção 1:10;  = L.a.+ POMVs 1:100: macrófagos 

infectados com L. amazonensis e expostos as POMVs na proporção 1:100;  = L.a. + SEVs 1:1: 

macrófagos infectados com L. amazonensis e expostos as SEVs na proporção 1:1;  = L.a. + SEVs 

1:10: macrófagos infectados com L. amazonensis e expostos as SEVs na proporção 1:10;  =L.a. + 

SEVs 1:100: macrófagos infectados com L. amazonensis e expostos as SEVs na proporção 1:100. As 

co-culturas de macrófagos foram infectadas com L. amazonensis durante 24 h, e logo após, foram 

expostas as POMVs ou SEVs por mais 24 h. A significância estatística foi calculada utilizando o teste 

t-Student não-pareado. *p≤ 0,05= diferença significativa entre a situação controle, contendo 

macrófagos infectados pelo parasita sem exposição as POMVs ou SEVs e os tratamentos; **p< 

0,005= diferenças significativas entre os tratamentos. 
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6. Discussão 

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar se o inóculo das bactérias 

em sistema transwell, altera a dinâmica de macrófagos previamente infectados com 

L. amazonensis (Figura 2), como forma de mimetizar uma coinfecção secundária 

causada por bactérias oportunísticas (neste trabalho utilizamos P.a. e S.a.) Essas 

bactérias são identificadas com alta frequência em lesões leishmanióticas com áreas 

expostas de pacientes humanos (Vera et al., 2001; Fontes et al., 2005; Salgado et 

al., 2016), cães (Parin et al., 2020) e nos modelos experimentais murinos (Potter et 

al., 1983; Yehia et al., 2017; Borbón et al., 2019), com LC (revisado por Gallo-

Francisco; Brocchi; Giorgio, 2022). As bactérias causam uma disbiose, ou seja, um 

desequilíbrio no ambiente lesional, quando comparada com a microbiota da pele 

saudável e de pacientes não infectados (Salgado et al., 2016), causando efeitos que 

podem agravar a condição dos hospedeiros infectados. 

Para isso, primeiramente, o cultivo das bactérias P.a. e S.a. foi 

estabelecido no laboratório em meio de cultura LB ágar com o objetivo de obtenção 

de colônias isoladas, e em meio LB caldo para inóculo (Sambrook; Russell, 2001). 

A bactéria P.a. (Figura 4A) é um bacilo Gram-negativo reto não 

esporulante, não fermentador, móvel monotríquio, possui fímbria como importante 

mediador de adesão as células hospedeiras e um patógeno extracelular 

oportunístico. É uma das bactérias mais ubiquitárias, sendo encontrada tanto no solo 

como na água, em alimentos e frequentemente associada a infecções nosocomiais 

(Ochoa et al., 2013; Gajdács et al., 2021). Macroscopicamente, a bactéria P.a. 

possui crescimento de colônias iridescentes irregulares e forma uma camada de 

aspecto mucóide denominada como biofilme (De et al., 2010). Produz um odor 

semelhante a uva e alguns pigmentos hidrossolúveis, como a piocianina, pioverdina, 

piomelanina e piorrubina, que outorga as cores azul, verde, marrom e vermelho, 

respectivamente, em diferentes intensidades dependendo da estirpe e do meio de 

cultura utilizados, características estas que são de grande importância na 

identificação de rotina (Huang et al., 2013; Ochoa et al., 2013; Gajdács et al., 2021). 

Classificada como um coco Gram-positivo, a bactéria S.a. (Figura 4B) é 

comensal da microbiota das fossas nasais, garganta, trato intestinal e pele de 

indivíduos saudáveis, e frequentemente associada a infecções pós-cirúrgicas ou 

oportunísticas em feridas (Ziaei; Sadeghian, 2008). Microscopicamente, é possível 

observar colônias em formato de cocos esféricos arranjados em forma de cachos de 
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uva, e macroscopicamente, apresentam colônias caracteristicamente grandes, lisas, 

com bordas elevadas e com uma coloração amarelo-dourada (Jardeleza et al., 2011; 

Zajmi et al., 2015). É uma bactéria não móvel, não esporulante, fermentadora do 

manitol, capaz de produzir biofilme, são frequentemente beta-hemolíticas, anaeróbia 

facultativa podendo obter energia através de metabolismo aeróbio ou por 

fermentação de açúcares contidos nos meios de cultura (Todd, 2014; Rasheed; 

Hussein, 2021). 

As curvas de crescimento (Figura 5) foram conduzidas com o objetivo de 

analisar o tempo necessário para que a D.O.600nm 0,6 fosse atingida. Comparamos 

nossos resultados com os dados da literatura em relação ao crescimento de P.a. Em 

nosso trabalho, quantificamos uma média de 3 x 108 UFC/mL (D.O.600nm 0,6) (Figura 

5A), após incubação dessas bactérias durante 4 h em meio de cultura LB caldo. 

Dados da literatura revelaram uma quantidade ≅100 vezes menor se 

comparada com a quantidade obtida em nosso trabalho, com 3,8 x 106 UFC/mL, 

após 3 h de cultivo desta bactéria em meio peptonado (Huang et al., 2013). Em outro 

estudo foram observadas quantidades consistentes com as obtidas em nosso 

trabalho (Figura 5A), com 10 x 108 UFC/mL contabilizadas após 4 h de cultivo em 

meio de digestão da caseína de soja (Naik; Mahajan, 2013). Com relação ao tempo 

para P.a. atingir a D.O.600nm 0,6, constatamos um tempo igual ao observado em 

nosso trabalho (Figura 5A), quando essa bactéria foi cultivada em meio Mueller-

Hinton (MH) (Bellemare et al., 2008). Apesar da utilização de diferentes meios de 

cultura, os trabalhos de Huang e cols. (2013), Naik & Mahajan (2013), e Bellamare e 

cols. (2008), utilizaram a mesma cepa de P.a. que o nosso trabalho, em condições 

de cultivo semelhantes às nossas.  

Em nosso trabalho, quantificamos uma média de 5 x 107 UFC/mL 

(D.O.600nm 0,6) (Figura 5B), após 2 h de incubação da bactéria S.a. em meio de 

cultura LB caldo. Dados consistentes com os nossos achados, foram reportados por 

Romeo e cols. (2018), com quantidades médias de 1 x 108 UFC/mL (D.O.600nm 0,6), 

após 14 h de incubação dessas bactérias em meio de cultura MH caldo. Em trabalho 

de Qiao e cols. (2021), foi observado um tempo de 12 h de incubação em meio de 

cultura LB caldo para que a bactéria atingisse a D.O.600nm 0,6, porém, o último tempo 

quantificado pelos autores foi de 6 h (D.O.600nm 0,5), com ≅5,8 x 106 UFC/mL. 

Interessantemente, Fan e outros (2019) observaram um tempo de 4 h para a 

bactéria atingir a D.O.600nm 0,6, com ≅4,5 x 106 UFC/mL (≅10 vezes menos quando 
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comparado com as quantificações do nosso trabalho), quando as culturas foram 

incubadas em meio de cultura TSB (tryptic soy broth). Outros trabalhos observaram 

tempos iguais (Feng et al., 2009) ou semelhantes – ≅1h30 (Yu et al., 2008; Wang et 

al., 2016), para a bactéria atingir a D.O.600nm 0,6, sendo que os meios de cultura 

utilizados foram o MH caldo (Yu et al., 2008; Feng et al., 2009), Todd-Hewitt caldo 

(THB), ou BHI (brain heart infusion) (Wang et al., 2016). Os trabalhos utilizaram a 

mesma bactéria que utilizamos em nosso trabalho, como cepa de referência (Yu et 

al., 2008; Feng et al., 2009; Wang et al., 2016; Romeo et al., 2018; Fan et al., 2019; 

Qiao et al., 2021). Com os dados obtidos em nosso trabalho, concluímos que ambas 

as bactérias podem exibir variações em seus respectivos perfis de crescimento, em 

UFC/mL, dependendo principalmente, do meio de cultura utilizado e do tempo de 

incubação.   

Após a realização das curvas de crescimento para investigação do tempo 

necessário para ambas as bactérias atingirem a D.O.600nm 0,6, utilizamos estas D.O. 

como parâmetro de início da fase logarítmica e para investigar a quantidade de 

bactérias (em UFC/mL) a serem inoculadas nos ensaios de invasão (Figuras 7 - 15), 

nos macrófagos da linhagem murina RAW 264.7 (Figura 6). Posteriormente, 

prosseguimos para os ensaios de invasão das bactérias P.a. ou S.a. nos 

macrófagos murinos RAW 264.7, cujo objetivo foi padronizar a proporção de 

macrófago/bactérias ideal, assim como o tempo de co-cultivo, antes de serem 

testadas no sistema transwell, com culturas celulares previamente infectados com L. 

amazonensis. Inicialmente testamos as seguintes proporções de 

macrófago/bactérias: 1:5, 1:10 e 1:20 (correspondentes aos inóculos 1 x 106, 2 x 106 

e 4 x 106 UFC/mL, respectivamente) nos ensaios de invasão com as bactérias P.a. e 

S.a. em macrófagos RAW 264.7. 

O estudo de Elsinghorst (1994) descreveu um protocolo de invasão de 

bactérias em macrófagos, onde células epiteliais humanas foram infectadas com a 

enterobactéria S. typhi. No trabalho de Lima e cols. (2015), foram realizados ensaios 

de invasão em macrófagos peritoneais murinos, infectados com a mesma cepa de 

P.a. que estamos utilizamos. Para a realização dos ensaios de invasão, nos 

baseamos principalmente nesses dois estudos, e adaptamos para os nossos 

objetivos (Elsinghorst, 1994; Lima et al., 2015). Na Figura 7 observa-se a quantidade 

de bactérias intracelulares, em UFC/mL, após a lise dos macrófagos. Na literatura foi 

possível encontrar variações nas proporções de macrófago/bactérias testadas e 
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cepas utilizadas, além de isolados clínicos de pacientes com infecção ocular, no 

ouvido médio (Mittal et al., 2016) e trato urinário. No estudo de Lima e cols. (2015) 

os autores infectaram macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c nas 

proporções 1:2 ou 1:20 durante 90 minutos, com a mesma cepa de P.a. que 

utilizamos, e após a lise das culturas celulares, ≅8 x 102  UFC/mL e 103 UFC/mL de 

bactérias intracelulares foram contabilizadas, respectivamente, consistentes com a 

quantidade de bactérias intracelulares dos nossos achados, com macrófagos RAW 

264.7 infectados com a mesma bactéria nas proporções 1:5 e 1:20, durante 1 h 

(Figura 7). 

Em outro ensaio de invasão, testamos as proporções 1:20, 1:50 e 1:100 

com o objetivo de avaliar se os macrófagos RAW 264.7 sustentariam maiores 

quantidades de bactérias, durante 1 h de incubação, e se as culturas celulares 

modificariam expressivamente a sua estrutura morfológica. Um estudo realizado 

com isolados clínicos de P.a. de pacientes com otite média, realizou ensaios de 

invasão em macrófagos humanos e em macrófagos de camundongos C57BL/6 

(Mittal et al., 2016). As proporções 1:25, 1:50 e 1:100 testadas neste estudo, 

exibiram 2,4 x 104 UFC/mL, 3 x 104 UFC/mL e 6 x 104 UFC/mL de bactérias 

intracelulares, respectivamente (Mittal et al., 2016), enquanto em nossas 

quantificações, foram contabilizadas 1,8 x 104 UFC/mL, 2,5 x 104 UFC/mL e 2,3 x 104 

UFC/mL de bactérias intracelulares (Figura 8), nas proporções 1:20, 1:50 e 1:100, 

respectivamente, consistentes com os achados de Mittal e cols. (2016).  

Com relação aos ensaios de invasão com a bactéria S.a. ATCC 25923 em 

macrófagos RAW 264.7 (Figuras 13 - 15), os dados não revelaram diferenças 

significativas na quantidade de bactérias intracelulares em UFC/mL (Figura 13), 

entre as proporções 1:5, 1:10 ou 1:20 testadas. Após a realização da contagem de 

macrófagos viáveis (Figura 14), os dados revelaram diferenças significativas, entre o 

controle saudável e as proporções 1:5, 1:10 e 1:20 da bactéria S.a. No estudo de 

Paillard e cols. (2002), macrófagos da linhagem humana THP-1 foram infectados 

com a mesma cepa que utilizamos, na proporção 1:20, nos tempos de 1, 5 e 24 h. 

Após estes tempos, ≅1,5 x 105 UFC/mL, 1,5 x 107 UFC/mL e 1,7 x 108 UFC/mL, 

respectivamente, foram recuperadas do lisado desses macrófagos (Paillard et al., 

2002). Em nosso trabalho, foram recuperadas 5,4 x 104 UFC/mL, 7,5 x 104 e 6,6 x 

104 UFC/mL, do lisado das culturas celulares expostas as proporções testadas, após 

1 h de incubação com macrófagos murinos RAW 264.7. Em trabalho de Nguyen e 
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cols. (2006), os macrófagos THP-1 foram infectados com a mesma cepa de S.a. na 

proporção 1:2, durante 5 h. A quantidade de bactérias recuperadas do lisado dessas 

culturas foi 4,7 x 105 UFC/mL (Nguyen et al., 2006), o que corresponde a 8 vezes 

mais bactérias, quando comparado com a quantidade de bactérias intracelulares 

observadas em nosso trabalho, contendo culturas de macrófagos RAW 264.7 

expostos a proporção 1:5 da mesma bactéria (Figura 13).  

As variações observadas entre os resultados obtidos em nosso trabalho e 

os da literatura, podem ocorrer provavelmente, devido a fatores como diferenças na 

utilização da linhagem celular, diferenças de inóculos (Paillard et al., 2002; Nguyen 

et al., 2006), e do reconhecimento espécie-específico por células humanas, que 

facilita a invasão e replicação dessa bactéria no hospedeiro (explorado por Strobel et 

al., 2016 e Mrochen et al., 2020).  

Em relação a viabilidade dos macrófagos expostos a bactéria P.a., no 

estudo de Lima e cols. (2015), ≅250 e 150 macrófagos viáveis foram contabilizados 

nas culturas celulares expostas as proporções 1:2 ou 1:20, respectivamente (Lima et 

al., 2015), enquanto em nosso trabalho, foram contabilizados 586 e 674 macrófagos 

viáveis nas culturas celulares expostas as proporções 1:5 ou 1:20, respectivamente 

(Figura 9). A viabilidade de macrófagos sem infecção não foi mostrada neste estudo, 

mas as fotomicrografias destas culturas, sugerem que a quantidade de células não 

foi afetada, quando comparada com a quantidade de macrófagos expostos a 

bactéria nas proporções 1:2 ou 1:20, com uma redução evidente (Lima et al., 2015). 

Além disso, a aparência morfológica das culturas celulares expostas as proporções 

1:2 ou 1:20 (Lima et al., 2015), consistem com a morfologia observada nas nossas 

culturas de macrófagos expostas as proporções 1:5 ou 1:20 (Figura 11). Em outro 

estudo, foi avaliada a citotoxicidade de diferentes linhagens de células epiteliais 

brônquicas, expostas a diferentes cepas de P.a., durante 5 h (Torres et al., 2017). 

Quando os autores inocularam a cepa PA14 da bactéria P.a. com as células 

epiteliais brônquicas da linhagem CFBE na proporção 1:50, ≅10% dessas células 

foram marcadas como inviáveis por iodeto de propídeo (PI) (sendo células com a 

permeabilidade comprometidas) (Torres et al., 2017), em nosso trabalho 

quantificamos 51,27% de macrófagos RAW 264.7 inviáveis (em relação ao controle 

saudável, sem infecção pela bactéria), quando expostos a proporção 1:50 de P.a. 

ATCC 27853 durante 1 h. Os dados da quantidade de macrófagos viáveis (Figuras 9 

e 10), não consistem com os dados obtidos por Torres e cols. (2017), e apesar desta 
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variação entre os dados, deve-se considerar a linhagem de células epiteliais 

brônquicas e a diferença na cepa PA14 da mesma bactéria utilizada pelos autores, 

diferindo da linhagem de macrófagos murinos RAW 264.7 e a cepa ATCC 27853 da 

bactéria P.a. que utilizamos. 

Garai e cols. (2019) avaliaram o efeito da exposição de P.a. das cepas 

PAO1 em macrófagos murinos da linhagem J774, e submeteram essas células a 

diferentes tempos de infecção. Os autores infectaram os macrófagos J774 na 

proporção 1:10 com esta bactéria, e observaram uma integridade celular conservada 

após 1 h de incubação, enquanto nas culturas infectadas durante 3 h, a 

homogeneidade da integridade celular foi menor (Garai et al., 2019), consistes com 

as nossas observações, contendo culturas celulares infectadas com a bactéria nas 

proporções 1:10 ou 1:100 (Figuras 15C e 15D, respectivamente). O protocolo para 

invasão de P.a. PAO1 nos macrófagos J774, se assemelha com o protocolo utilizado 

em nosso trabalho e no trabalho de Lima e cols. (2015). Apesar das diferentes cepas 

utilizadas entre o estudo de Garai e cols. (2019) e o nosso, o tempo que esses 

macrófagos permaneceram íntegros podem ser reflexo dos diferentes perfis de 

virulência exibidos pelas estirpes. No estudo de Holban e cols. (2013), alterações 

expressivas foram observadas em células de linhagem humana HeLa, expostas a 

isolados clínicos da bactéria P.a. Os ensaios revelaram um dano celular evidente, e 

algumas bactérias no meio extracelular (Holban et al., 2013), como observado em 

nosso trabalho (Figura 12). Os dados mostraram que o protocolo adaptado de 

Elsinghorst (1994) e Lima e cols. (2015) atenderam aos objetivos propostos com a 

realização dos ensaios de invasão deste trabalho, e a proporção de 

macrófago/bactérias definida, foi a de 1:20, como apresentado no tópico 5.3 do item 

Resultados. 

Com relação a viabilidade dos macrófagos expostos a bactéria S.a., no 

estudo conduzido por Koziel e cols. (2009), foi analisada a aparência morfológica de 

macrófagos RAW 264.7, expostos a cepa Newman na proporção 1:5 durante 2 h. As 

culturas de macrófagos do estudo dos autores mostraram-se similares com as 

nossas culturas celulares (Figura 15), infectadas com a proporção 1:5 durante 1 h. A 

porcentagem média de macrófagos RAW 264.7 viáveis, marcados como PI 

positivos, apresentaram uma média de 5,5 ± 4,8%, enquanto a porcentagem média 

dos macrófagos expostos as diferentes proporções testadas em nosso trabalho, 

apresentaram uma variação entre 27,92% e 39,76% macrófagos viáveis (Figuras 14 
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e 15). 

Os ensaios conduzidos com o sistema transwell, teve como principal 

objetivo avaliar se o co-cultivo de macrófagos RAW 264.7 infectados com L. 

amazonensis, e posteriormente expostos as bactérias P.a. ou S.a. em sistema 

transwell (Figuras 1 e 2), alteravam a dinâmica da infecção, através de análises 

quantitativas de porcentagem de infecção, número de amastigotas/macrófago 

infectado, IF, quantidade de macrófagos viáveis em 20 campos, e a morfologia das 

co-culturas celulares (Figuras 17 - 21). Dados reportados na literatura até o 

momento, não avaliaram a infecção com L. amazonensis, e exposição a bactérias de 

maneira sequencial, como realizamos em nosso trabalho. Sendo assim, as situações 

experimentais que darão efeito comparativo, são as de culturas de macrófagos 

infectadas com L. amazonensis nas proporções 1:10 ou 1:20, sem a exposição as 

bactérias (Figuras 21B e 21E). A porcentagem de macrófagos infectados nessas co-

culturas foi de 55,17% e 65,17% (Figura 17); e 2,88 e 3,89 amastigotas/macrófago 

infectado (Figura 18), respectivamente. 

Dados reportados na literatura, revelaram variação quando comparados 

com os parâmetros analisados em nosso trabalho. No estudo de Nadaes e cols. 

(2020), os autores infectaram a mesma linhagem de macrófagos que utilizamos em 

nosso trabalho, com uma cepa diferente de L. amazonensis durante 24 h, e após 

este tempo, as culturas de macrófagos exibiram uma porcentagem média de 

infecção de 23%, e 1,9 amastigotas/macrófagos infectado; enquanto no tempo 48 h, 

as culturas exibiram uma porcentagem de infecção de 10% e 1,3 

amastigotas/macrófago infectado. Macrófagos peritoneais de camundongos Balb/c 

infectados na proporção 1:3 com amastigotas isoladas de lesões ativas destes 

animais, exibiu uma porcentagem de infecção de ≅96%, e em média 6 

amastigotas/macrófago infectado, entre os tempos de 24, 48 e 72 h (Ayres; Marcuci; 

Giorgio, 2007).  

No estudo de Garcia e cols. (2017), os autores utilizaram a mesma 

linhagem de macrófagos que utilizamos em nosso trabalho, e uma cepa diferente de 

L. amazonensis, e realizaram infecção das culturas celulares na proporção 1:10 

durante 48 h. Os achados deste estudo revelaram uma porcentagem média de 

macrófagos infectados de ≅60% e 2,4 amastigotas/macrófago infectado (Garcia et 

al., 2017). Estes resultados sugerem, que apesar da utilização de uma cepa 

diferente de L. amazonensis, os autores obtiveram uma porcentagem média e 
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quantidade média de amastigotas/macrófago infectado, semelhante da encontrada 

em nossas quantificações, contendo culturas celulares infectadas com a mesma 

espécie do parasita na proporção 1:10 (Garcia et al., 2017). Estes dados foram 

suportados por Neris e cols. (2020), onde os autores utilizaram as mesmas 

linhagens e cepas de macrófagos e parasitas, que utilizamos em nosso trabalho. Os 

dados dos autores, revelaram uma porcentagem média de macrófagos infectados de 

53 ± 2,5%, e 4,5 ± 0,02 amastigotas/macrófago infectado no tempo de 24 h de 

infecção; e 25 ± 4,5% de macrófagos infectados e 3,2 ± 1,1 amastigotas/macrófago 

infectado, no tempo de 48 h de infecção (Neris et al., 2020). Os dados obtidos por 

Garcia e cols. (2017); e Neris e cols. (2020), são consistentes com os dados obtidos 

em nosso trabalho (Figuras 17 e 18).  

Posteriormente, a viabilidade das culturas de macrófagos foi verificada 

através da contagem dos mesmos (Figuras 20 e 21). Dados reportados na literatura, 

demonstraram que pode haver uma diminuição na viabilidade de macrófagos 

infectados com as espécies L. amazonensis ou L. major, dado pelo aumento de 

proteínas relacionadas com a via autofágica de macrófagos peritoneais de 

camundongos CBA, após 24 h de infecção destas culturas celulares (Dias et al., 

2018). As fotomicrografias reportadas por Holzmuller e cols. (2002) apresentaram 

uma morfologia semelhante da encontrada em nosso trabalho, nas culturas controle 

(contendo macrófagos sem infecção), e culturas de macrófagos infectadas com o 

parasita nas proporções 1:10 ou 1:20 (Figuras 21A, 21B e 21E). Diminuições 

significativas na quantidade de macrófagos viáveis das co-culturas infectadas com L. 

amazonensis nas proporções 1:10 ou 1:20, e expostas a bactéria P.a. ou S.a. foram 

observadas, e o motivo desta diminuição pode ser explicado pela migração e a 

subsequente presença destas bactérias em contato com os macrófagos infectados 

com L. amazonensis. Este evento pode ter diminuído a viabilidade dos macrófagos 

(Figuras 21C, 21D, 21F e 21G). 

Após a realização dos ensaios conduzidos com o sistema transwell, foi 

constatado que estas bactérias migraram do compartimento superior para o 

compartimento inferior, através do microporos PES de 0,4 μm de tamanho da 

membrana dos insertos, evidentemente, de maneira inesperada. Fato evidenciado 

tanto pelo plaqueamento dos sobrenadantes das co-culturas celulares do 

compartimento inferior (Figura 22), quanto pelas fotomicrografias dos macrófagos 

infectados com o parasita, onde foi possível observar as bactérias baciliformes 
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Gram-negativas (correspondentes a espécie P.a.), e os cocos Gram-positivos 

(correspondentes a espécie S.a.) (Figura 21). O intuito da utilização do sistema 

transwell, foi estabelecer um co-cultivo das bactérias entre o compartimento superior 

e o inferior, desta forma, as bactérias estabeleceriam uma comunicação 

independente de contato físico com os macrófagos previamente infectados com L. 

amazonensis, no compartimento inferior. O tamanho de ambas as bactérias em que 

utilizamos, são maiores do que os microporos de 0,4 μm de tamanho dos insertos 

que utilizamos, sendo P.a. com cerca de 1,5 e 3,0 μm de comprimento por 0,5 e 0,7 

μm de altura (De et al., 2010; Gaveau et al., 2017); e S.a. com diâmetro entre 0,5 e 

1,0 μm (Jardeleza et al., 2011; Zajmi et al., 2015). 

No trabalho Hasegawa e cols. (2003), foi demonstrado que cepas das 

bactérias Serratia marcescens, K. pneumoniae, E. coli, B. subtilis, Listeria 

monocytogenes, 4 cepas de P.a. incluindo a ATCC 27853 e S.a. ATCC 25923, 

sendo as duas últimas cepas, as mesmas que utilizamos em nosso trabalho, podem 

translocar através de membranas porosas de 0,22 μm, 0,3 μm e 0,45 μm de 

tamanho, sob condições convencionais de filtragem a vácuo, das culturas 

bacterianas em suspensão em meio de cultura. Os autores demonstraram que o 

tempo mínimo para as bactérias P.a. ATCC 27853 e S.a. ATCC 25923 translocarem 

através da membrana porosa de 0,45 μm, foi 10 h e 96 h, respectivamente 

(Hasegawa et al., 2003), e o tempo necessário para essa passagem ocorrer, foi 

aumentando conforme o tamanho dos microporos diminuíram, provavelmente 

refletido pela resposta da célula bacteriana ao tamanho dos microporos menor do 

que o tamanho comum da bactéria e a espessura da membrana do filtro. Dados 

semelhantes reportados por Gaveau e cols. (2017), demonstraram que a 

translocação de E. coli CIP 54124, P.a. CIP 103467, e S.a. CIP 53154 pode ocorrer 

através de membranas porosas de 0,4 μm de tamanho por 20 μm de espessura, 

durante procedimentos de filtração a vácuo das culturas bacterianas. As análises de 

microscopia eletrônica de varredura empregada pelos autores, evidenciaram as 

bactérias no momento da translocação através das membranas porosas (Hasegawa 

et al., 2003; Gaveau et al., 2017). 

As bactérias P.a. e S. marcescens são conhecidas pela produção de 

proteinases, exoenzimas presentes no biofilme e que podem estar envolvidas na 

destruição de estruturas poliméricas, são possivelmente, protease alcalina ou 

elastases A e B (Zhu et al., 2021); ou ainda, lipases PagL, LipA, EstA, peptidases 
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PepA, PasP, MucD, e metaloproteinase LasA, envolvidas na patogenicidade de P.a. 

(Couto et al., 2015), e que provavelmente, permitem a passagem das bactérias 

através de membranas porosas (Hasegawa et al., 2003). Novos estudos são 

necessários para elucidação das moléculas responsáveis pela destruição dessas 

estruturas poliméricas.   

No trabalho de Gaveau e cols. (2017), foi proposto um modelo de 

transferência das bactérias através das membranas porosas, assumindo que a 

seletividade da membrana sob as bactérias é controlada principalmente, por um 

mecanismo de deformação substancial do alongamento celular, permitindo que 

bactéria penetre dentro dos microporos cilíndricos de diâmetro de 0,4 μm de 

tamanho, e então, migre através do filtro. Esse modelo proposto compara a força 

motriz fornecida pelo processo de filtração (devido ao gradiente de pressão sob a 

membrana) e a força necessária para alongar o envelope bacteriano que define a 

entrada da bactéria dentro do poro, propondo desta forma, uma explicação para o 

mecanismo de plasticidade das bactérias (Gaveau et al., 2017). 

De acordo com os resultados obtidos com as nossas condições 

experimentais (Figuras 1, 2, 17 - 22), sugerimos as seguintes possíveis variáveis 

para explicar a translocação das bactérias P.a. e S.a. pelos microporos de 0,4 μm de 

tamanho do sistema transwell: o meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 

SFB, fornece um ambiente nutritivo que pode ter viabilizado a disseminação e 

crescimento das bactérias sob a monocamada de macrófagos RAW 264.7 

previamente infectados com L. amazonensis; as bactérias foram inoculadas no 

sistema transwell em sua fase logarítmica de crescimento (D.O.600nm 0,6), o que 

pode ter facilitado a sua proliferação no meio de cultura dos macrófagos; as 

bactérias foram capazes de proliferar sob os macrófagos infectados com o parasita, 

resultando no efeito observado nos nossos ensaios (Figuras 21 e 22). De acordo 

com os mecanismos propostos pelos autores (Gaveau et al., 2003; Hasegawa et al., 

2017) para explicar a translocação bacteriana, há um possível envolvimento 

conjunto de fenômenos e processos físico-químico-biológicos, tais como as 

hipóteses das proteinases de bactérias presentes no biofilme bacteriano (Couto et 

al., 2015), que podem estar envolvidas na degradação de polímeros, e o mecanismo 

de deformação e alongamento da bactéria.  

Posto isto, como alternativa para avaliar a influência da presença de 

bactérias durante a infecção de macrófagos com L. amazonensis, optamos por 
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utilizar as POMVs e SEVs, como forma de mimetizar a presença destes micro-

organismos nas co-culturas celulares. Desta forma, as POMVs e SEVs foram 

isoladas, purificadas e caracterizadas quanto ao seu diâmetro e concentração, em 

quantidade de partículas/mL. Os ensaios de macrófagos da linhagem murina RAW 

264.7 infectados com L. amazonensis e inoculados com as POMVs ou SEVs foram 

conduzidos, e posteriormente, não observamos contaminações por bactérias nas 

culturas celulares, com a utilização destas estruturas bacterianas (Figuras 32 e 34). 

As POMVs e SEVs utilizadas nesse trabalho, representam um sistema de secreção 

bacteriana extremamente sofisticado, que permite que as bactérias transportem uma 

ampla variedade de compostos ou estruturas e, portanto, facilitam a rápida 

adaptação das populações microbianas a mudanças nas condições ambientais ou 

proteção contra fatores adversos (Toyofuku; Nomura; Eberl, 2019).  

Dados reportados na literatura, mostraram variações nos diâmetros de 

POMVs (Siqueira et al., 2014; Couto et al., 2015; Bitto et al., 2021; Augustyniak; 

Olszak; Drulis-Kawa, 2022). Em nosso trabalho, o diâmetro médio das POMVs 

obtidas foi 124,1 nm (Figuras 23A, 24A e 26A). Diferenças foram notadas no 

tamanho das OMVs de isolados clínicos de P.a., apresentando um diâmetro de ≅50 

nm (Siqueira et al., 2014), e as vesículas da cepa PAO1 da mesma bactéria, 

apresentaram um diâmetro variando entre 25 – 85 nm (Couto et al., 2015; Pérez-

Cruz et al., 2015; Metruccio et al., 2016; Hadadi-Fishani et al., 2021; Augustyniak; 

Olszak; Drulis-Kawa, 2022). Dados semelhantes com os achados do nosso trabalho 

(Figura 23A) foram encontrados, com diâmetros das OMVs de ≅150 nm da cepa 

PAO9505 (Bitto et al., 2021), e 180 nm da cepa PAO1 (Ayed et al., 2019; Zhang et 

al., 2020; Paulsson et al., 2021) de P.a. Com relação à concentração de vesículas 

em suspensão, em nosso trabalho, foram quantificadas 3,88 x 1011 partículas/mL 

(Figura 23A), em outros estudos utilizando diferentes cepas, foram quantificadas 

≅5,9 x 109 OMVs/mL (Zhang et al., 2020), 5 x 108 OMVs/mL (Paulsson et al., 2021), 

e 8 x 109 OMVs/mL de P.a. (Bitto et al., 2021). 

Os dados da literatura apresentaram variações quando comparado com 

os obtidos em nosso trabalho. O diâmetro médio das SEVs obtidas em nosso 

trabalho foi 180,6 nm (Figuras 23B, 24B e 26B); no trabalho de Gurung e cols. 

(2011), foi utilizada a mesma cepa de S.a. e meio de cultura (ATCC 25923 e LB 

caldo, respectivamente), e o tamanho das vesículas obtidas pelos autores atingiram 

tamanho médio semelhante do encontrado em nosso trabalho (Figura 23B), de 130 
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nm. O primeiro relato de secreção de EVs por S.a. foi reportado com a cepa ATCC 

14458, e as vesículas desta cepa apresentaram um tamanho médio de 100 nm (Lee 

et al., 2009), dados confirmados posteriormente por Hong e cols. (2011), utilizando a 

mesma cepa. No estudo de Luz e cols. (2022), observou-se o mesmo diâmetro do 

observado por Lee e cols. (2009) e Hong e cols. (2011), com a cepa HG003 de S.a. 

A cepa JE2 da mesma bactéria, exibiu a produção de EVs com um diâmetro médio 

de 90 nm (Wang et al., 2018).  Foi demonstrado experimentalmente, que o meio de 

cultura utilizado pode influenciar na distribuição de tamanhos das EVs produzidas 

por S.a. MSSA476 (Askarian et al., 2018). Neste estudo, os autores observaram que 

as bactérias cultivadas em meio LB exibiram EVs duas vezes maiores (46,6 ± 5,9 

nm) do que as EVs obtidas do cultivo em meio de cultura BHI (24,4 ± 2,8 nm) 

(Askarian et al., 2018). A quantidade de SEVs encontrada em nosso trabalho, 

coincide com dados de Luz e cols. (2022), onde as EVS da cepa HG003 de S.a., 

revelaram uma quantidade de 1,3 x 1011 partículas/mL, enquanto em nosso trabalho, 

quantificamos 4,15 x 1011 partículas/mL (Figura 23B). No estudo de Wang e cols. 

(2018) foram quantificadas 1,5 x 106 partículas/mL da cepa JE2 da mesma bactéria. 

Com base nas comparações dos dados da literatura com os dados 

obtidos em nosso trabalho, sugerimos que as condições de cultivo a que as 

bactérias foram submetidas, interfere diretamente no perfil de produção de vesículas 

e concentração de proteínas (Figura 25), podendo-se destacar como o principal fator 

destas variações, a utilização de diferentes cepas de bactérias (isolados clínicos ou 

cepas de coleções), estágio de proliferação (inicial, logarítmico, estacionário ou em 

declínio), utilização de diferentes meios de culturas (BHI, LB, MH, TSA, TSB), 

temperatura e pH, adição de antibióticos (Siqueira et al., 2014; Wang et al., 2018; 

Hadadi-Fishani et al., 2021), tamanho das vesículas que atravessam o filtro 

seletivamente durante o processo de isolamento, utilização de mutantes 

hipervesiculados ou deficientes em síntese de proteínas. Segundo Bitto e cols. 

(2021), a concentração de proteínas das vesículas inferida pelo método de Bradford, 

varia significativamente entre os ensaios de proteína utilizados (Lowry, BCA 

(bicinchoninic acid assay), ou Qubit), e mesmo em um mesmo ensaio podem ocorrer 

variações nas quantificações de proteínas de vesículas produzidas por diferentes 

espécies bacterianas.  

Os dados de nosso trabalho mostraram, que quando culturas de 

macrófagos RAW 264.7 incubadas com POMVs ou SEVs durante 24 h, sem 
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infecção pelo parasita, a viabilidade não foi prejudicada, com exceção das culturas 

de macrófagos expostas as POMVs na proporção 1:1, que exibiram uma quantidade 

de macrófagos significativamente menor (Figura 30). Apesar da viabilidade não ter 

sido prejudicada, a estrutura morfológica das culturas celulares expostas as POMVs 

ou SEVs foi alterada consideravelmente (Figura 32), quando comparada com a 

morfologia de macrófagos sem infecção pelo parasita e sem exposição a essas 

vesículas (Figura 32A). Às alterações morfológicas observadas (Figura 32), 

sugerimos que os PAMPs contidos no interior dessas vesículas, tenham interagido 

com os receptores de superfície dos macrófagos (como TLRs), que desencadeiam 

um comprometimento da homeostase celular e resposta inflamatória como 

consequência (Figuras 36 e 37) (Askarian et al., 2018; Bittel et al., 2021). Foi 

demonstrado que OMVs de N. gonorrhoeae, incubadas com macrófagos derivados 

da medula óssea de camundongos da linhagem C57BL/6, induzem a alterações 

morfológicas, após 32 h de incubação com esta bactéria Gram-negativa (Deo et al., 

2020). No trabalho de Deo e cols. (2020), foi evidenciada uma diminuição na 

viabilidade das culturas celulares através da intensidade de marcadores específicos 

para caspases-3/7 ativas (CellTracker Green), DNA danificado (DRAQ7) e para o 

potencial de membrana mitocondrial comprometido (TMRM - tetramethylrhodamine 

methyl ester). Em outro estudo conduzido com macrófagos da linhagem J774A.1 

incubados com EVs de Rhodococcus equi durante 1 h, foram evidenciadas 

alterações morfológicas destas culturas celulares, quando comparadas com as 

culturas do controle, sem exposição as vesículas (Xu et al., 2022).  

Os monócitos e macrófagos são células do SFM (Sistema Fagocítico 

Mononuclear) conhecidos por modular a resposta imune do hospedeiro contra 

infecções através da fagocitose, apresentação de antígeno, e produção de 

mediadores inflamatórios, como NO e citocinas (Kaparakis-Liaskos & Ferrero, 2015; 

Xue et al., 2018). Culturas celulares têm mostrado altas concentrações de iNOS 

(óxido nítrico sintase) e citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, TNF-α, IL-8, IL-6, and 

MIP-1α (Macrophage Inflammatory Protein-1α), que servem para promover a 

inflamação e recrutar mais células do sistema imune até o sítio da infecção/injúria. A 

família da IL-1 é um contribuinte significante para a inflamação e modulação do perfil 

de resposta, e a sua maturação e secreção é mediada por complexos multiproteicos 

denominados como inflamassomos, que são encontrados no citosol de células 

mieloides (Martinon; Burns; Tschopp, 2002). As vesículas bacterianas são 
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conhecidas por se ligarem a células de mamíferos e serem rapidamente 

internalizadas, entregando PAMPs tanto para a superfície celular, como para os 

receptores citosólicos (Ellis; Leiman; Kuehn, 2010). Existem muitas classes de 

inflamassomos, incluindo subconjuntos NLRP1, NLRP3 e NLRC4 (NLR contendo 

domínio CARD – Caspase Activation and Recruitment Domain), dos quais o NLRP3 

é o mais estudado (He; Hara; Núñez, 2016).   

Em estudo de Xu e cols. (2022), macrófagos J774A.1 incubados com EVs 

de R. equi, foi demonstrado que a internalização dessas vesículas desencadeia uma 

resposta inflamatória mediada pelas vias TLR2, NF-kB (Nuclear transcription Factor-

Kappa B), e MAPK (Mitogen-activated Protein Kinase), devido aos componentes 

imunoestimulatórios que as vesículas dessa bactéria exerceram nas culturas 

celulares (Xu et al., 2022). No estudo de Deo e cols. (2020), foi demonstrado que 

OMVs de N. gonorrhoeae, E. coli e P.a., incubadas com os macrófagos derivados da 

medula, induzem regulação positiva de proteínas apoptóticas BAX (BCL-2 (B Cell 

Lymphoma 2) associated X Protein) e BAK (BCL-2 Antagonistic Killer). Como 

consequência, essas proteínas desencadeiam uma disfunção mitocondrial, ativação 

das caspases-3/7 e inflamassoma NLRP3, alta produção das citocinas inflamatórias 

IL-1β e TNF-α e apoptose destes macrófagos (Deo et al., 2020). Dados consistentes 

com os achados de Xu e cols. (2022), e Deo e cols. (2020), foram observados com 

linhagens de células epiteliais brônquicas humanas e OMVs de P.a. cepa PA14 

(Bomberger et al., 2009). De acordo com o modelo proposto por estes autores, as 

OMVs dessa cepa de P.a. se difundem com a membrana da célula hospedeira, e 

liberam fatores de virulência de maneira dependente da via dos filamentos de actina, 

e por consequência, são capazes de induzir alta citotoxicidade conferida por Cif 

(Cycle Inhibiting Factor), fosfatase alcalina e β-lactamase, após 24 h de incubação 

com essas vesículas (Bomberger et al., 2009).  

Os sobrenadantes das culturas de macrófagos RAW 264.7 expostos as 

POMVs ou SEVs durante 24 h, sem infecção pelo parasita, foram coletados e 

armazenados para as quantificações de nitrito e citocinas (Figuras 36 - 38). A 

produção de nitrito das culturas celulares expostas as POMVs nas proporções 1:1, 

1:10 ou 1:100 durante 24 h, exibiram concentrações médias de 0,084 µM, 0,090 µM 

e 0,121 µM, respectivamente (Figura 36A). Dados reportados na literatura sugerem 

que o NO pode ser regulado por citocinas, dependendo de sua concentração (Xue et 

al., 2018). Até o momento, não foram encontrados trabalhos na literatura reportando 
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quantificação de nitrito em culturas celulares expostas a POMVs ou SEVs, para 

efeito comparativo. Dados da literatura demonstraram que o inóculo de P.a. PAO1 

em macrófagos alveolares da linhagem MH-S, induziu uma produção de ≅38 µM 

deste mediador inflamatório nas culturas infectadas com esta bactéria na proporção 

1:10 (Li et al., 2015). Em outro estudo, foi reportada a produção de nitrito em 

culturas de macrófagos RAW 264.7 expostas a 50 μg/mL de OMVs de 

Porphyromonas gengivalis W83 durante 12 h (Imayoshi; Cho; Kaminishi, 2011). 

Após este tempo de incubação das culturas celulares com estas vesículas, a 

concentração de nitrito foi de ≅5 pmol (picomol). A partir dos resultados obtidos por 

estes estudos, podemos concluir que culturas celulares expostas a bactérias inteiras 

(Li et al., 2015), ou mesmo OMVs produzidas por Gram-negativas (Imayoshi; Cho; 

Kaminishi (2011), são capazes de induzir uma resposta celular mediada por iNOS, 

como um possível mecanismo efetor para combater infecção ou exposição a 

produtos microbianos, com potencial imunogênico e imunoestimulatório (Ellis et al., 

2010; Couto et al., 2015).  

Com relação à produção de nitrito das culturas celulares expostas as 

SEVs nas proporções 1:1, 1:10 ou 1:100 durante 24 h, nossos resultados exibiram 

concentrações médias de 0,082 µM, 0,082 µM e 0,086 µM, respectivamente, (Figura 

36A). Dados da literatura demonstraram que as EVs de S.a. podem carregar e 

transportar importantes fatores de sobrevivência e virulência bacteriana, como β-

lactamases, toxinas e proteínas associadas à adesão bacteriana às células 

hospedeiras, que podem desencadear a produção de citocinas e promover 

inflamação tecidual (Gómez-Chávez et al., 2021). Foi demonstrado que as enzimas 

catalase e superóxido dismutase presentes nas EVs de S. epidermidis ATCC12228 

podem participar da atenuação de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio 

(Gómez-Chávez et al., 2021), bem como a regulação negativa deste importante 

mediador microbicida, por citocinas (Xue et al., 2018). Nossos dados mostram 

conclusivamente, que a produção de nitrito tanto pelas culturas de macrófagos RAW 

264.7 expostas as SEVs, quanto pelas culturas expostas as POMVs, houve uma 

baixa produção deste mediador (Figura 36A). A resposta inflamatória dessas 

culturas celulares pode ter ocorrido através de outros mecanismos efetores, como 

produção de citocinas (Figura 37), como demonstrado por outros trabalhos da 

literatura (Gurung et al., 2011; Holban et al., 2013; Askarian et al., 2018; Wang et al., 

2018). 
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As culturas de macrófagos expostas as POMVs nas proporções 1:1, 1:10 

ou 1:100 durante 24 h, sem infecção prévia pelo parasita (Figuras 32B - 32D e 37), 

revelaram concentrações médias de 21.362,2 pg/mL, 20.171 pg/mL e 15.576,8 

pg/mL, respectivamente, da citocina TNF-α (Figura 37A); e 2,41 pg/mL, 6,93 pg/mL 

e 27,80 pg/mL, respectivamente, da citocina IL-1β (Figura 37D). As culturas 

celulares expostas as SEVs nas proporções 1:1, 1:10 ou 1:100 durante 24 h, sem 

infecção prévia pelo parasita (Figuras 32E - 32G e 37), exibiram concentrações 

médias de 8.599 pg/mL, 13.828,7 pg/mL e 16.291,6 pg/mL, respectivamente, da 

citocina TNF-α (Figura 37A); e 1,86 pg/mL, 2,84 pg/mL e 2,65 pg/mL, 

respectivamente, da citocina IL-1β (Figura 37D). Nossos dados não são consistentes 

com os reportados por Deo e cols. (2020), com concentrações médias de ≅460 

pg/mL de TNF-α, e ≅180 pg/mL de IL-1β. Este fato pode estar associado 

provavelmente, devido às diferentes variáveis empregadas pelos autores, como a 

utilização de macrófagos derivados da medula de camundongos, e POMVs da cepa 

K (Deo et al., 2020). Outros trabalhos apresentaram variações na produção de 

citocinas, quando foram utilizadas linhagens de macrófagos J774A.1, e EVs da 

bactéria Gram-positiva R. equis (Xu et al., 2022). 

Com relação as co-culturas de macrófagos RAW 264.7 incubadas com as 

POMVs e SEVs durante 24 h com macrófagos previamente infectados com L. 

amazonensis, os dados sugerem uma interferência na porcentagem de macrófagos 

infectados, número de amastigotas/macrófago infectado, IF, viabilidade e na 

estrutura morfológica das células (Figuras 27 - 29, 33, 34, respectivamente). Os 

fatores de virulência dessas vesículas, podem induzir uma resposta celular 

inflamatória exacerbada, ativando vias apoptóticas de macrófagos infectados pelo 

parasita.  Em conclusão, nossos dados mostram que as POMVs ou SEVs incubadas 

em co-culturas de macrófagos RAW 264.7 previamente infectadas com L. 

amazonensis, levou a reduções significativas no número de amastigotas e IF 

(Figuras 28 e 29, respectivamente), sugerimos que o mecanismo leishmanicida pode 

não ter sido iNOs-dependente (Figura 36B), mas sim, através de outros mecanismos 

efetores relacionados a TNF-α, IL-6 e IL-1β (Figura 38).  

Em nosso trabalho, as concentrações de nitrito das co-culturas celulares 

infectadas com L. amazonensis e expostas as POMVs nas proporções 1:1, 1:10 ou 

1:100, exibiram concentrações médias de 0,101 µM, 0,101 µM e 0,080 µM, 

respectivamente (Figura 36B). As concentrações médias de produção de nitrito das 
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co-culturas celulares infectadas com L. amazonensis e expostas as SEVs nas 

proporções 1:1, 1:10 ou 1:100, foi de 0,078 µM, 0,081 µM e 0,083 µM, 

respectivamente, (Figura 36B). Apesar das concentrações significativamente 

maiores de nitrito das co-culturas celulares infectadas com L. amazonensis e 

expostas as POMVs nas proporções 1:10 ou 1:100, quando comparados com as 

concentrações de nitrito das co-culturas de macrófagos infectadas pelo parasita e 

expostas as SEVs nas mesmas proporções, constatamos que estas co-culturas 

celulares exibiram uma baixa produção deste mediador, e que provavelmente houve 

uma influência direta da presença das vesículas nessas co-culturas (Figura 36B). 

Fato suportado pelas co-culturas infectadas pelo parasita, sem exposição as 

vesículas, que exibiram níveis significativamente maiores, quando comparados com 

os níveis de nitrito das co-culturas que foram infectadas pelo parasita e expostas as 

vesículas em diferentes proporções (Figura 36B).  

No estudo de Neris e cols. (2020) foi reportada a produção de nitrito em 

co-culturas de macrófagos apenas infectadas com L. amazonensis, ou estimuladas 

com LPS 100 ng/mL, sem exposição a vesículas de bactérias. Em trabalho de 

Linares e outros (2000), culturas de macrófagos peritoneais estimuladas antes ou 

depois da infecção por L. amazonensis com LPS 10 ng/mL ou IFN-γ 100 U/mL, 

exibiram produção de nitrito. Dados semelhantes foram obtidos por Degrossoli e 

cols. (2007) em macrófagos da linhagem da J774 estimulados com LPS ou IFN-γ. 

Como discutido anteriormente, não há dados reportados na literatura de infecção de 

co-culturas celulares com o parasita e exposição as POMVs ou SEVs, como 

realizamos em nossos ensaios. De fato, nossos dados de produção de citocinas 

(Figura 38), mostram que essas culturas celulares infectadas pelo parasita e 

expostas as vesículas, exibiram um perfil inflamatório mediado por citocinas. Em 

relação à produção de citocinas, observamos um perfil inflamatório, suportado pela 

concentração de TNF-α, IL-6 e IL-1β (Figura 38A, 38B e 38D, respectivamente), 

especialmente nas co-culturas celulares infectadas com L. amazonensis e expostas 

as POMVs nas proporções 1:1 ou 1:10 (Figura 38).  

Concluímos que há uma possível polarização da resposta de macrófagos 

infectados para um perfil inflamatório do tipo M1, induzido pela presença das 

POMVs ou SEVs. E apontam para uma influência na dinâmica de infecção desses 

macrófagos infectados com L. amazonensis. Evidentemente, as POMVs e SEVs 

exercem um papel na ativação tanto de macrófagos não infectados, quanto de 
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macrófagos infectados pelo parasita, pois estas estruturas conhecidamente 

carregam e entregam o seu conteúdo imunogênico para o interior da célula 

hospedeira (Bitto et al., 2017). Essas vesículas podem servir futuramente como 

importantes candidatos vacinais, desde que a sua caracterização físico-química-

biológica seja feita, bem como a seleção de componentes imunoestimulatórios e 

imunogênicos, para a geração de uma imunidade de memória efetora.  

Prospecções futuras incluem a investigação do conteúdo no interior das 

POMVs (Choi et al., 2011; Couto et al., 2015), SEVs (Lee et al., 2009), EVs de L. 

amazonensis e de macrófagos, através de técnicas como MALDI-ToF-MS (Matrix-

assisted Laser Desorption/Ionization-Time-of-Flight-Mass Spectrometry), que podem 

auxiliar nas investigações acerca da composição de vesículas de membrana, como 

importantes alvos para utilização de plataformas vacinais (Gurung et al., 2011; 

Askarian et al., 2018; Irene et al., 2019).  

 

7. Conclusão 

Portanto, com base nos dados coletados, pode-se concluir que: 

• O cultivo das bactérias P.a. ATCC 27853 e S.a. ATCC 25923 foi 

satisfatoriamente estabelecido nos meios de cultura LB ágar e LB caldo; 

• Foram realizadas as curvas de proliferação das bactérias P.a. e S.a., e o 

tempo para ambas atingirem a D.O.600nm 0,6 foi determinado; 

• Os ensaios de invasão das bactérias P.a. ou S.a., em macrófagos murinos 

RAW 264.7 foram conduzidos, e a proporção de macrófago:bactérias foi 

determinada satisfatoriamente;  

• A translocação das bactérias P.a. e S.a., durante a realização dos ensaios de 

infecção de macrófagos RAW 264.7 com L. amazonensis em sistema transwell, foi 

confirmada após plaqueamento dos sobrenadantes das co-culturas celulares e a 

visualização das bactérias sob o microscópio; 

• Foi realizado o isolamento e purificação de POMVs e SEVs. Os dados do 

tamanho e quantidade das vesículas são consistentes com os dados reportados na 

literatura; 

• Os tamanhos das POMVs e SEVs foram confirmados por microscopia 

eletrônica de transmissão, e são consistentes com tamanhos de POMVs e SEVs 

reportados na literatura;  
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• Os ensaios de exposição as POMVs e SEVs em macrófagos previamente 

infectados com L. amazonensis, demonstraram que houve diminuição significativa 

na porcentagem de macrófagos infectados; 

• Os dados sugerem que houve uma diminuição significativa na quantidade de 

macrófagos viáveis, nas situações experimentais com culturas celulares infectadas 

com o parasita, e posteriormente expostas as POMVs ou SEVs;  

• Os dados são sugestivos para um possível envolvimento das vias dos 

inflamassomas (NLRP) e da cascata das caspases, na diminuição da viabilidade dos 

macrófagos expostos as vesículas de POMVs ou SEVs; 

• As vesículas são capazes de desencadear produção da citocina inflamatória 

IL-1β e TNF-α (inflamatórias).  
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