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membrana reconstituida a partir de isolados de membrana de Leishmania
amazonensis
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INTRODUGAO: A leishmaniose é uma importante doenca negligenciada
causada por protozoarios do género Leishmania, que pode ser transmitida pela
picada de flebotomineos. O tratamento convencional da leishmaniose envolve
o uso de farmacos que promovem efeitos clinicos adversos e resisténcia ao
tratamento. Assim, o desenvolvimento de novas técnicas para o tratamento
desta doenca sao cruciais. Recentemente, tem havido um interesse crescente
na aplicagdo de terapia fotodindmica (PDT) na leishmaniose cutanea, que tem
mostrado bons resultados e parece ser bem tolerada pelos pacientes.
OBJETIVO: Desenvolver um protocolo para produzir vesiculas gigantes de
membrana plasmatica (GPMVs) a partir da membrana de promastigotas de
Leishmania amazonensis e verificar os efeitos da PDT mediada por azul de
metileno (AM) em GPMVs de L.amazonensis. METODOLOGIA: A extragdo da
membrana dos parasitas foi feita por centrifugagdes com diferentes gradientes
de sacarose. Dosagem de fosfato e proteina foi realizada para confirmar a
extracdo da membrana. As GPMVs foram entdo preparadas pela técnica de
eletroformagdo usando diferentes frequéncias e tensdes. As GPMVs
reconstituidas foram observadas em microscopio éptico invertido em contraste
de fase. Na sequéncia, as GPMVs foram diluidas em solug&o de glicose 0,2 M
contendo AM para uma concentragdo final de 50 yM. Em seguida, foram
acondicionadas em uma camara de observagao e levadas ao microscopio.A
irradiacdo foi feita com a lampada de mercurio de 103 W do microscopio,
usando um filtro apropriado para a fotoativagdo do AM (Aexe= 665 nm).
RESULTADOS: Foi observada perda de contraste da GPMV depois de 210 s
de exposigcao a luz devido a troca de solugdo interna (sacarose) e externa
(glicose), indicando formagéo de poros na vesicula. CONCLUSAO: Nos fomos
capazes de desenvolver um protocolo para formagdo de GPMVs de L.
amazonensis, que mostraram poros apos PDT, sugerindo alteragdes na
permeabilidade da membrana.
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