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RESUMO

No Brasil, o primata Cebus apella tem sido utilizado com sucesso em modelos
de estudos experimentais para leishmaniose cutdnea. Em funcao disso, decidiu-se investigar
a susceptibilidade desse primata como modelo experimental frente a leishmaniose visceral.
Foram utilizados 10 espécimes do primata Cebus apella: 7 machos e 3 fémeas, todos jovens,
nascidos e criados em cativeiro. No primeiro experimento foram utilizados 6 primatas
divididos em 2 grupos, sendo que o primeiro grupo (com 3 primatas) inoculado com 30x10°
promastigotas de L.(L.) chagasi (MCAO/BR/1998?M18011, estado do Maranh&o) na fase
estacionaria de cultura, enquanto o segundo grupo foi inoculado com 5 doses sucessivas do
mesmo indculo totalizando 150x10° promastigotas. No segundo experimento o inoculado
foi associando a 5 pares de glandulas salivares de Lutzomyia longipalps. O experimento foi
feito com 4 primatas, divididos em 2 grupos. No primeiro grupo (2 primatas) foi inoculado
30x10° promastigotas de L.(L.) chagasi (MCAO/BR/1998M18011, estado do Maranh&o) na
fase estacionaria de cultura, enquanto o segundo grupo (2 primatas) foi inoculado com 5
doses sucessivas do mesmo inéculo totalizando 150x10° promastigotas. As inoculacdes
foram intradérmicas na base da cauda dos animais. A evolucdo da infeccdo foi avaliada
incluindo exames clinico, anticorpos IgG e resposta imune medida atraves do teste de
Imunodeficiéncia Indireta. Os macacos inoculados com formas promastigotas, associadas ou
ndo a glandulas salivares de flebotomineos ndo apresentaram manifestacao clinica ao longo
do experimento e ndo demonstraram parasitas na medula 6ssea ou resposta imune especifica.
Os resultados sugerem que o Cebus apella apresenta resisténcia natural a infeccao por L. (L.)
chagasi.
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ABSTRACT

In Brazil, the monkey Cebus apella has been successfully used as a model for
studying cutaneous leishmaniasis. Thus, we decided to investigate its usefulness as a model
for visceral leishmaniasis. For this purpose, we used 10 specimens of C. apella: 7 males and
3 females, juveniles. All were born and raised in captivity. In the first experiment was
realize with 6 monkeys divided in 2 groups, in the first group with 3 monkeys was
inoculated with 30 x 10° promastigotes of L. (L.) chagasi (MCAO/BR/1998/M18011,
Maranhdo State) from stationary phase of cultures, while in the second group with 3
monkeys was inoculated 5 doses successive with 30 x 10° promastigotes (150 x 10°) of L.
(L.) chagasi (MCAO/BR/1998/M18011, Maranhdo State) from stationary phase of cultures.
In the second experiment were used 4 monkeys, divided in 2 groups was also inoculated
with five pairs of salivary glands of Lutzomyia longipalps together with parasites. In the first
group with 2 monkeys was inoculated with 30 x 10° promastigotes of L. (L.) chagasi, second
group with 2 monkeys was inoculated 5 doses successive with 30 x 10° promastigotes (150 x
10%). The inoculations were, intradermaly, into the base of the tail of the animals. The
evaluation of infections was monthly and included clinical examination, IgG antibody
response (IFAT). In monkeys inoculated with promastigotes only or in those inoculated with
promastigotes plus the salivary glands of the flebotominae sand fly we have till now found
no clinical manifestations of infection all the experiment, neither have demonstrated
parasites in the bone-marrow or specific antibody response. These results suggest that C.
apella monkey is able to resist against to infection by L. (L.) chagasi.



1. INTRODUCAO
1.1 CONCEITO

A leishmaniose visceral americana (LVA) ou “calazar americano” ¢ uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, de
evolugdo cronica e prolongada por varios meses, podendo ultrapassar até um ano. O agente infeccioso é um protozoario
do género Leishmania da familia Trypanosomatidae, nas Américas, Leishmania (Leishmania) chagasi. A denominacao
“leishmaniose visceral” diz respeito ao viscerotropismo da L. (L.) chagasi, ao contrario das outras espécies, especialmente
pelo figado e baco, durante a evolucdo da infeccdo nos seus hospedeiros vertebrados susceptiveis, inclusive no homem

(Badaro & Duarte, 1997).

1.2 DISTRIBUICAO

Tem ampla distribuicéo, ocorrendo do extremo sul dos Estados Unidos na América do Norte até o norte da
Argentina na América do Sul. Na Ameérica Latina, a doenca j& foi descrita em pelo menos 12 paises, sendo que 90% dos
casos ocorrem no Brasil, aonde a doenca vem sendo descrita em varios estados das diferentes regides, exceto na Regido

Sul. E na Regido Nordeste do Brasil que se concentra a maior area endémica da LVA em nosso continente (Brasil, 2003).

1.3 TRANSMISSAO

Nessa regido, a transmissdo da doenca é feita através da picada da fémea de flebotomineos (Diptera:
Psychodidae: Phlebotominae) (Fig 1) infectada com formas promastigotas que, no momento do hematofagismo, sdo
inoculadas na derme do hospedeiro mamifero para em seguida serem fagocitadas por macrdéfagos. No interior destas
células, transformam-se em amastigotas localizadas no interior de vactolo fagocitico (Petters & Killick-Kendrick,1987).

Esta espécie se adapta facilmente em varias temperaturas, podendo ser encontrada no interior dos domicilios e
em abrigos de animais domésticos, possuindo uma atividade crepuscular e noturna, fato que propicia o envolvimento de
animais domésticos na epidemiologia da doenga, destacando-se o papel do cdo doméstico como a principal fonte de
infeccdo para o vetor no ciclo domiciliar (Figura 2). Entretanto, na regido Amazénica do Brasil, fortes evidéncias vém
demonstrando que a doenca tem sua origem no ciclo enzodtico do parasito no canideo silvestre, a raposa Cerdocyon

thous (Lainson et. al., 1969; Silveira et. al., 1982).
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Figura 1: Fémea de flebotomineo adulto
Fonte: Manual de vigilancia e controle da leishmaniose visceral, 2003



Figura 2 — ciclo evolutivo e epidemioldgico da LVA. @ hospedeiro humano B. Vetor (Fleb6tomos)
C. Reservatério, 1-5, leishmania intracelular; 6-8, Ruptura das células e invasdo de novos macréfagos;
9-10, nectononadideos (promastigotas desenvolvidas nos  fleb6tomos). (Adaptacédo de G. Pierkarki, 1961)

1.4 TAXONOMIA
Quanto a taxonomia, 0 protozodrio é classificado na familia Trypanosomatidae, género Leishmania, subgénero

Leishmania, complexo donovani, Leishmania (Leishmania) infantum e Leishmania (Leishmania) chagasi. (WHO, 1990).

1.4.1 Posicao taxondmica do parasito
Reino PROTISTA Haeckel 1886
Sub-Reino PROTOZOA Goldfunss 1817

Filum SARCOMASTIGOPHORA Honig e Balamuth 1963



Sub-Filme MASTIGOPHORA Deising 1866

Classe ZOOMASTIGOPHOREA Calkins 1909

Ordem KINETOPLASTIDA Hooningberg 1963, emend Vickerman 1976
Sub-Ordem TRYPANOSOMATINA Kent 1880

Familia TYPANOSOMATIDAE Doflein 1901, emend GROBBEN 1095

Género Leishmania Ross 1903

1.5 BIOLOGIA

A L.(L.) chagasi é um protozoario que tem tropismo priméario pelo Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM),
destacando-se as células presentes no bago, figado, medula 6ssea e linfonodos. A evolugdo da infe¢do depende da cepa
do parasito, idade e mecanismos de defesa do homem, o que pode resultar em cura espontinea ou evolucdo para
cronicidade. A forma amastigota (Fig 3 A), obrigatoriamente intracelular, multiplica-se principalmente nos macréfagos e,
em menor extensdo, em células dendriticas (célula de Langerhans) dos hospedeiros vertebrados, enquanto a forma
promastigota (forma infectante para o hospedeiro vertebrado) (Fig 3 B) é fagocitada por células mononucleares, onde se
transforma em forma amastigota e esta segue o desenvolvimento e multiplica¢do intracelular; com a forma de numerosos
amastigotas- filhos, a membrana celular rompe-se e algumas novamente serdo fagocitadas por células mononucleares.
Isto induz a hiperplasia celular do SFM, levando a hepatoesplenomegalia, adenomegalias discretas, pneumonite
intersticial pela ocupacdo e lesdo de células alveolares e infiltracdo da medula éssea, determinando seqlestro esplénico e

fendmenos hemorréagicos (Lainson, 1982; Badaro & Duarte, 1997).
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Dependendo dos fatores do hospedeiro (resposta imunoldgica), do parasito (viruléncia da cepa) e do vetor, a
infeccdo no macrofago pode ficar limitada a poucas formas amastigotas, sem produzir sintomatologia (infecgdo
inaparente ou assintomatica), ou ainda produzir um grande nimero destas formas que sdo responsaveis por quadros

sintomaticos na pele ou sistémico e visceral (Silveira et. al., 1997).

1.6 LVA: PRIMATAS NAO HUMANOS COMO MODELOS EXPERIMENTAIS

Face a estreita relacdo filogenética dos primatas ndo humanos com o homem, vérios trabalhos tanto no Velho
(Misra et. al., 2001, 2002, 2004; Dube et. al., 1998, 1999) como no Novo Mundo (Chapman et. al.,1981; Broderson et.
al., 1986; Marsden et. al., 1981; Santos et. al., 2005) tem demonstrado que esses animais sdo um modelo em potencial,
para testar a susceptibilidade & leishmaniose visceral, sendo capazes de desenvolver manifestagdes clinicas e

imunopatoldgicas semelhantes a dos humanos acometidos pela doenca.

O estudo da LVA em primatas neotropicais tem se constituido objeto de grande interesse, face as evidéncias
acumuladas sobre a capacidade de determinadas espécies em reproduzir os aspectos clinicos observados na LVA humana,
reforcando com isto, o seu emprego como modelo de estudo dessa patologia no homem. Neste sentido cabe dizer que
trabalhos prévios (Chapman et. al.,1981; Broderson et. al. 1986;Santos et. al., 2005) ja haviam demonstrado a

susceptibilidade de alguns desses primatas a infeccdo por agentes determinantes da leishmaniose visceral.

Destaca-se nos estudos experimentais em primatas ndo humanos a importancia da concentracdo dos indculos
utilizados, a via de inoculagdo e a forma inoculada do parasito (amastigota ou promastigota), como fatores

preponderantes no estabelecimento da infeccdo e nas diferentes respostas dos primatas frente ao parasito.

No velho mundo, Githure et. al.(1986) ao investigarem a susceptibilidade de primatas da Africa Oriental (
Cercopithecus aethiops) como modelo experimental de infeccdo por L.(L.) donovani, sugeriram que o tamanho do

indculo e a via de administracdo podem ser um importante fator no estabelecimento da infec¢do. Foram utilizadas



inoculagdes intravenosas, intraperitoneais e intradérmicas, simultaneamente com uma suspenséo de 3x10’ de amastigotas,
obtidas a partir de hamsters e de cultura de promastigotas de tecidos, com a mesma quantidade de indculo (1mL),

encontrando resultados positivos até o quarto més apés as inoculagoes. No oitavo més os primatas foram sacrificados.

Anuradha et. al. (1992), utilizaram uma concentragdo de 1 x 10° de formas amastigotas de L. (L.) donovani, por

via intravenosa, no macaco indiano Presbytis entellus obtendo resultados positivos quanto ao modelo experimental usado.

Os resultados de estudo com o primata Cercopithecus aethiops (macaco verde da Africa) demonstraram a
susceptibilidade do mesmo & infecgdo experimental por L.(L) donovani de origem humana, e moderada susceptibilidade a
infeccdo por L.(L). infantum de origem canina (Binhazim et. al.,1993). Na comparacdo da susceptibilidade a infec¢éo
experimental, foram inoculadas 10’ amastigotas/Kg ( com média de 3.9Kg/ macaco) de L. (L.) donovani pela via
intravenosa, € 0 mesmo in6culo e via de inoculagdo para L. (L.) infantum. Em ambos os experimentos foram

encontrados apds eutandsia e necropsia, parasitos no figado e no bago apds 12 semanas.

Dois anos depois, Gicheru et. al. (1995), usaram indculo de 8 x 10" promastigotas de L. (L.) donovani, via
intradérmica, para infectar o macaco verde africano (Cercopithecus aethiops). Dos nove animais inoculados, quatro

desenvolveram manifestac@es clinicas da doenga e morreram 18 meses ap0s a inoculagao.

Recentemente, Misra et. al. (2001) utilizaram o macaco indiano Presbytis entellus e desafiaram com 1 x 10°
amastigotas de L. (L.) donovani, por via intravenosa, 60 dias ap6s esquema de vacinacdo com L.(L.) Major e BCG,

obtendo resultados clinicos e imunolégicos que consideraram satisfatérios quanto ao modelo usado.

Por ualtimo, Misra et. al.(2002) utilizando o mesmo macaco indiano Presbytis entellus, demonstraram a
susceptibilidade do primata & infeccdo experimental por L.(L) donovani com um inoculo de 2 x 10° de formas
promastigotas por via intradérmica associadas a % , 5 ou 10 pares de glandulas salivares que apresentaram um efeito

quimioatraente e vasodilatador, potencializando a infeccao.

A respeito de experimentos ocorridos no novo mundo, na infeccéo experimental por L.(L.) chagasi em Callithrix

jacchus jacchus, o experimento foi iniciado a partir da inoculagdo intraperitoneal de 1mL de uma suspenséo de formas



amastigotas de figado e de baco de hamster. Apds 601 dias, foi realizada eutanasia e necropsia, € 0S exames

histopatolégicos demonstraram a presenca de formas amastigotas no figado e no bagco (Marsden et. al., 1981).

No mesmo ano, Chapman et. al.(1981), descreveram a susceptibilidade de duas espécies de primatas nao
humanos do novo mundo a infecgdo experimental por L.(L.) donovani. No primeiro experimento em Aotus trivigatus, 0s
primatas desenvolveram leishmaniose visceral fulminante apés a inoculacdo, via endovenosa, de 32.5 x 10° de formas
amastigotas de L.(L.) donovani, havendo morte dos mesmos entre 18 e 24 dias ap6s a inoculacdo. No segundo
experimento, o parasito foi inoculado via endovenosa em Saimiri sciureus, nos quais foram encontradas formas

amastigotas no figado e no baco, 52 dias ap6s a inoculagao de 32.5 x 10° de formas amastigotas.

Posteriormente, Broderson et. al.(1986) estudaram o desenvolvimento da leishmaniose visceral em oito macacos
da noite (Aotus trivigatus) apds a inoculagéo via endovenosa de 32.5 x 10° de formas amastigotas de L.(L.) donovani. Seis
macacos morreram em um periodo de 93 dias e dois se recuperaram da doenca. Entretanto, todos apresentaram

numerosos macréfagos parasitados, demonstrando grande susceptibilidade do primata & infeccéo por L.(L.) donovani.

2. JUSTIFICATIVA:



A melhor forma de prevenir esta patologia seria através de uma vacina com capacidade de proteger o ser humano
da infeccdo pela L.(L.) chagasi, entretanto, considerando-se razdes de ordem ética que proibem o envolvimento de seres
humanos em ensaios cientificos que coloquem em risco a integridade da sadde, tem sido incentivado o desenvolvimento
de modelos animais que possibilitem o estudo da patologia e da imunologia induzidas por esses protozoarios (Olobo et.

al., 2001).

Neste contexto, o programa de leishmanioses do Instituto Evandro Chagas vem obtendo resultados bastante
satisfatérios na utilizagdo do primata Cebus apella como modelo de estudo da leishmaniose tegumentar causada por L.
braziliensis, L. lainsoni e L. amazonensis (Silveira et. al., 1989, 1990; Garcez et. al., 1997) e também como modelo de

estudo da leishmaniose visceral causada pela L.(L.) chagasi (Santos et. al., 2005)

Apesar dos esfor¢os que o Ministério da Saude vem desenvolvendo no sentido de controlar a
transmissdao da LVA no Brasil, é notério que os resultados ndo estdo correspondendo ao esperado,
visto que os indicadores de freqliéncia estdo apontando para um crescente aumento do nimero de
casos anuais em todo o territério nacional. Esse fato vem corroborar com o que foi dito
anteriormente, prevencgdo da infecgdo com uma vacina efetiva seria a melhor arma no controle da
doenca. Entretanto, os modelos de estudos até entdo apresentados tem sido baseados em protocolos
experimentais excessivamente artificiais, tanto em relacdo a via de inoculacdo (intravenosa), quanto
na forma do parasito usada para a inoculagédo experimental (amastigotas), o que pode resultar em um
desvio da resposta imune, diferentemente do que seria esperado em um modelo experimental menos

artificial.

Alguns artigos que descrevem a susceptibilidade de primatas ndo humanos em relagdo a leishmaniose visceral
causada por L. (L.) donovani, mencionam uma quantidade exagerada do inéculo ou uma via de inoculagdo que transponha
as barreiras naturais do organismo frente a infeccdo, como por exemplo, a utilizacdo de 10° amastigotas por via

intravenosa (Anarudha et. al., 1992) e a utilizacdo de 32.5 x 10° amastigotas via safena (Madindou et. al., 1985)



As vias intravenosa e intraperitoneal sdo visivelmente as que causam maior impacto no sentido de instalar a
doenca, entretanto, sdo as que extrapolam o sentido da pesquisa que é o de tentar encontrar um modelo de infeccdo
semelhante ao humano. Nesse sentido, seria oportuno estabelecer um modelo de estudo da LVVA em espécies neotropicais
de primatas ndo humanos, nascidos e criados em cativeiro, possibilitando assim, investigar os aspectos patologicos e
imunopatolégicos da doencga, assim como, de imunoprotecdo contra a L. (L.) chagasi, que viessem consubstanciar o

desenvolvimento de uma vacina efetiva contra a LVA.

3. OBJETIVOS:
3.1 GERAL: Avaliar a susceptibilidade do primata neotropical Cebus apella (Primates: Cebidae) a infec¢do por L. (L.)
chagasi, visando determinar o potencial desse primata em reproduzir os aspectos clinicos e patolégicos observados na

doenca humana.

3.2 ESPECIFICOS:

3.2.1 Auvaliar o potencial de infectividade de formas promastigotas de L. (L.) chagasi inoculadas por via intradérmica no

primata Cebus apella.
3.2.2 Comparar a infectividade de dois esquemas de inoculagdo com formas promastigotas de L.(L.) chagasi, sendo um
com dose Unica (30 x 10° e outro com 5 doses iguais, sucessivas (30 x 10°) a intervalos de uma semana, simulando

possiveis contatos sucessivos com o parasito.

3.2.3 Avaliar o efeito das glandulas salivares de Lutzomyia longipalpis na infectividade do indculo.



3.2.4 Estudar o desenvolvimento da infeccdo através de métodos parasitolégicos afim de o padréo de resposta imune entre

primata e homem

3.2.5 Estudar o comportamento da resposta imune especifica, humoral e celular, a fim de confrontar a resposta imune do

primata aquela do homem.



4, MATERIAL E METODOS

4.1. LOCAL DO EXPERIMENTO

O trabalho foi desenvolvido no @mbito do programa de leishmanioses do Instituto
Evandro Chagas (IEC), constando de laboratorios de andlises e no Centro Nacional de
Primatas (CENP), constando de biotério destinado ao manejo de primatas, segundo

especificacbes do proprio centro.

4.2. ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

No presente estudo, foram utilizados dez (10) espécimes do primata Cebus apella ( 7 machos
e 3 fémeas) livres de contato prévio com Leishmania. Seus pesos variaram de 1.600 a 3.520 gramas,
todos originados por reproducdo em cativeiro, sendo todos jovens, procedentes do Centro Nacional

de Primatas (CENP).

Durante o experimento, os animais foram mantidos em biotério isolado para primatas, em
gaiolas individuais adequadas ao manejo, com as seguintes dimensdes: 50 cm de largura, 80 cm de
altura e 70 cm de profundidade. A dieta dos animais consistiu em leite, ovos, frutas, legumes

variados, racdo peletizada e agua.

4.3. PARASITO

Durante tentativa de estabelecimento da infec¢do no primata, foi utilizada uma cepa de L.(L.)
chagasi (MCAN/BR/99/M18.011, Imperatriz, MA), criopreservada no banco de amostras de
Leishmania do Programa de Leishmanioses do IEC e mantida no laboratorio, através de repiques
semanais, em meio de cultura Difco B45 (Apéndice). Antes do inicio do experimento, essa cepa foi

reinoculada em “hamster” com a finalidade de reativar a sua infectividade.



4.4. GLANDULAS SALIVARES DE LUTZOMIA LONGIPALPIS

Na tentativa de se estabelecer a infectividade do in6culo, foram utilizadas 5 pares de glandulas salivares de

Lutzomyia longipalpis associadas a cada dose do in6culo.

Para a extragdo de glandulas salivares foram utilizadas fémeas de flebotomineos nascidas e criadas no insetario
de flebotomineos do IEC com aproximadamente 25 dias de vida. Os flebotomineos vivos foram submetidos a uma
temperatura de 5 graus negativos durante 15 minutos e posteriormente lavados em solucdo tamponada a fim de que
fossem eliminados os pélos. Posteriormente, as fémeas foram separadas, colocadas em lupas de aumento e com o auxilio
de pequenas pingas retirou-se das mesmas as suas glandulas salivares que foram armazenadas em solucdo tampdo de

salina fosfatada (PBS, pH 7,2) (Apéndice), para posterior associa¢do com o parasito (Lima & Titus, 1996).

4.5. INFECCAO EXPERIMENTAL

A padronizacao do in6culo foi feita pela contagem de promastigotas em camara de Neubauer,
da mesma forma que o método convencional de contagem de leucocitos sangiineos. Em seguida, foi
calculado o fator de diluicdo, de modo que a concentracdo final correspondesse a aproximadamente
30 x 10" de promastigotas /mL. Assim, com o auxilio de uma seringa de 1mL graduada, foi injetado

apenas 0,1mL em cada sitio de inoculacéo (30 x 10°)

A fim de se obter a imobilizacdo e induzir anestesia nos animais para a realizacdo das
inoculacdes e dos exames de rotina, utilizou-se a Ketamina e a Xilazina na dose de 20 mg/ Kg de

peso, em injecOes intramusculares.

Objetivando-se  assegurar a infectividade dos in6culos usados nos primatas, foram
inoculados pela via intraperitoneal, dois hamsters para cada inoculo usado nos primatas, totalizando

10 inoculagdes.



4.5.1 EXPERIMENTO I: foram utilizados 6 primatas, divididos em 2 grupos da seguinte maneira:

Grupo | - 3 primatas foram inoculados, intradermicamente, na face dorsal da base da cauda,
previamente depilada, com dose tnica de 30 x 10° de formas promastigotas metaciclicas obtidas da
fase estacionaria de cultivo (meio Difco B45), a partir de tecido de hamster (baco e figado) infectado
com L.(L.) chagasi. O veiculo para a preparacao dos indculos consistiu de 0,1 mL de fosfato de sodio

glicosado (PSG 4:6, pH8,0).

Grupo Il - 3 primatas foram inoculados, intradermicamente, na face dorsal da base da cauda,
previamente depilada, com 5 doses sucessivas, a intervalos de 7 dias, de 30 x 10° de formas
promastigotas metaciclicas obtidas da fase estacionaria de cultivo (meio Difco B45), a partir de
tecido de hamster (baco e figado) infectado com L.(L.) chagasi. O veiculo para a preparacdo dos

inoculos consistiu de 0,1 mL de fosfato de sddio glicosado (PSG 4:6, pH8,0).

4.5.2 EXPERIMENTO II: foram utilizados 4 primatas, divididos em 2 grupos da seguinte maneira:

Grupo | - Dois primatas foram inoculados, intradermicamente, na face dorsal da base da cauda,
previamente depilada, com dose tnica de 30 x 10° de formas promastigotas metaciclicas obtidas da
fase estacionaria de cultivo (meio Difco B45), a partir de tecido de hamster (baco e figado) infectado
com L.(L.) chagasi, associada ao conteldo de 5 pares de glandulas salivares de L. longipalpis. O
veiculo para a preparacdo dos inoculos consistiu de 0,1 mL de fosfato de sodio glicosado (PSG 4:6,

pH8,0).

Grupo Il - 2 primatas foram inoculados, intradermicamente, na face dorsal da base da cauda,

previamente depilada, com 5 doses sucessivas a intervalos de 7 dias de 30 x 10° de formas



promastigotas metaciclicas obtidas da fase estacionéria de cultivo (meio Difco B45), a partir de
tecido de hamster (baco e figado) infectado com L.(L.) chagasi, cada dose sendo associada ao
contetido de 5 pares de glandulas salivares de L. longipalpis. O veiculo para a preparagao dos inoculo

consistiu de 0,1 mL de fosfato de sodio glicosado (PSG 4:6, pH8,0).

4.6. PARAMETROS DE AVALIAGCAO DA INFECCAO EXPERIMENTAL
A- Clinico: consistiu na tomada da temperatura corporea, do peso, além do exame fisico dos

animais, visando-se o possivel desenvolvimento de visceromegalia nos animais.

B- Laboratorial inespecifico: consistiu na realizacdo de hemograma e dosagem de proteina total.

Laboratorial especifico: consistiu na pesquisa do parasito através de puncdo da
medula 6ssea (Figura 4), a qual foi usada para a preparacdo de esfregacos corados por Giemsa
(Apéndice) para microscopia Otica, semeadura em meio de cultura Difco B45 (Apéndice) e

inoculagdo em hamster , visando o isolamento do parasito.



Figura 5 — Técnica de puncéo da medula 6ssea

D- Imunoldgico: parte do soro separado das coletas de sangue para avaliacdo laboratorial inespecifica era
imediatamente congelado a 70° C negativos para os testes soroldgicos de imunofluorescéncia indireta (IFI) (Apéndice),
visando detectar anticorpos 1gG contra o parasito (Guimardes et. al.,. 1974). Também foram realizados testes
intradérmicos de Montenegro (Apédice) objetivando-se a avaliagdo da resposta de hipersensibilidade celular ao final do

experimento (Silveira et. al., 1990).

O antigeno empregado nos testes foi preparado de acordo com o método descrito por Shaw & Lainson (1975).
As injecBes intradérmicas eram feitas com 0,1mL do antigeno (10 x 10°) de promastigotas / mL), na face anterior do

antebraco dos animais e a leitura realizada ap6s 48 horas.

4.7. PERIODICIDADE DE REALIZAQAO DOS EXAMES DE AVALIA(;AO DE INFECQAO
EXPERIMENTAL.:

Com excecdo do critério de avaliacdo laboratorial especifico, o qual foi iniciado aos 45 dias
p.i., e imunologico, que foi processado ao final do experimento, todos os outros critérios foram feitos

antes da inoculagéo e, em seguida, a intervalos regulares de 45 dias.



4.8 ANALISES ESTATISTICAS:

Foi utilizado o programa BioEstat 3.0 para analises de possiveis diferencas de resultados de

avaliacdo da infeccdo experimental

4.9 ASPECTOS ETICOS:

O projeto intitulado “Avaliac8o de susceptibilidade do primata Cebus apella (Primates:
Cebidae) a infeccdo experimental com diferentes indculos de promastigotas de Leishmania
(Leishmania) chagasi ” foi elaborado e submetido a apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa com

Animais (CEPAN) do Instituto Evandro Chagas (IEC), sendo considerado aprovado pelo mesmo.



5. RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA EVOLUCAO CLINICA DA INFECCAO

Experimento I- Os animais do primeiro experimento foram avaliados ao longo de 11 meses em
intervalos de tempo regulares de 45 dias. Ao longo das avaliagdes ndo se observou nenhum sinal ou
sintoma que fossem relacionados a infeccdo. Em nem um dos dois grupos (o primeiro onde se
utilizou o modelo com uma dnica inoculacéo de 30 x 10° de formas promastigotas e o segundo com
5 doses sucessivas do mesmo inoculo) houve variacOes significativas de temperatura (Tabela 1) que
pudessem evidenciar alguma alteracdo organica sofrida pelos mesmos. Além disso, ndo se observou

aumento do volume abdominal que evidenciasse uma possivel visceromegalia.

Em relagdo a variacdo de peso observada ao longo das avaliagOes, destaca-se que na 10°
semana apos o inicio do experimento, todos os primatas do experimento | perderam em média 600g
de peso, entretanto, ao final do experimento todos tiveram um acréscimo de aproximadamente 2 kg,

tomando-se como base 0 peso inicial (Tabela 1).

Tabela 1 — Média da variagdo de temperatura e do peso dos animais do experimento | ao longo de 11 meses de avaliagdo

Animal de experimentacao Temperatura média °C Peso médio (Kg)
EXlgla 39,5 1.842
EXlglb 39,0 2.010
EXlglc 38,5 2.025
EXlg2a 38,5 3.552
EXIlg2b 38,5 2.212
EXlg2c 38,5 2.120

Experimento Il: Os animais do segundo experimento foram avaliados ao longo de 26 semanas (6
meses e meio), mantendo-se 0s mesmos critérios de avaliacdo clinica do primeiro experimento e ndo

se observou nenhuma variacao consideravel dos parametros de avaliagdo em nem um dos dois grupos



(o primeiro onde se utilizou o modelo com uma Unica inoculacdo de 30 x 10° de formas
promastigotas e o segundo com 5 doses sucessivas do mesmo indculo, ambas associadas a glandulas
salivares de L. longipalpis). O peso também sofreu acréscimo de aproximadamente 2Kg, a
temperatura manteve-se constante ao longo das avaliagdes e, além disso, ndo houve alteragdes no

exame fisico (Tabela 2).

Tabela 2 — Média da variacdo de temperatura e do peso dos animais do experimento 11 ao longo de 26 semanas de avaliagéo.

Temperatura média °C

Animal de experimentacao Peso médio (Kg)

EXllIgla 39,5 2.180
EXIIglb 38,5 3.404
EXIIg2a 38,5 3.490
EXIIg2b 39,5 3.700

5.2 AVALIACAO DE EXAMES LABORATORIAIS INESPECIFICOS

Com respeito a avaliagdo hematoldgica, observou-se que nenhum um dos animais inoculados (tanto do primeiro
quanto do segundo experimentos), houve alteragdo que sugerisse uma mudanga no quadro hematoldgico do animal face a
uma possivel progressdo da infeccdo, mantendo-se as mesmas observagdes em relagdo ao proteinograma (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3 — Média da variagdo de eritrdcitos, leucécitos e proteinemia dos animais do experimento | ao longo de 11 meses
de avaliagdo.

Eritrécitos mm?® Leucécitos cel/mm?

Animal de experimentacao

Proteinemia g/dl

EXlgla 3.920.000 4.800 9.7
EXlglb 4.150.000 5.300 10.2
EXlglc 4.250.000 4.800 9.6
EXlg2a 3.990.000 7.400 9.0
EXIlg2b 4.100.000 5.100 9.6
EXlg2c 3.800.000 8.900 9.3

Tabela 4 — Média da variagdo de eritrdcitos, leucdcitos e proteinemia dos animais do experimento Il ao longo

de 26 semanas de avaliag&o.

Eritrécitos mm?® Leucécitos cel/mm?

Animal de experimentacao

Proteinemia g/dl

EXlgla 4.970.000 5.100 9.7
EXllglb 4.930.000 8.900 9.0
EXllg2a 5590.000 7.400 9.0
EXI1lg2b 4.890.000 6.100 9.3




5.3 AVALIACOES DE EXAMES LABORATORIAIS ESPECIFICOS

Nos animais do primeiro experimento, tanto no modelo com uma Unica inoculagdo de 30 x 10° de formas
promastigotas, quanto no modelo de doses sucessivas, ndo foi detectada a presenca do parasito na medula dssea
durante os 11 meses de observacdo. Nos animais do segundo experimento, apds 26 semanas, repetiram-se 0S mesmos

resultados negativos, mesmo com a associacdo de 5 pares de glandulas salivares de L. longipalpis para cada in6culo.

As semeaduras em meio de cultura Difco B45, em todas as avaliages, ndo demonstraram o
parasito ao longo de observagdes didrias por 7 dias. Os hamsters usados para cada puncao de
medula ndo demonstraram visceromegalia. Ap0Os eutanasia e retirada de figado e de baco destes
hamsters para avaliacdo parasitolégica, o protozoario ndo foi encontrado em esfregacos corados

por Giemsa ou em meio de cultura Difco B45.

5.4 AVALIA(;()ES DA RESPOSTA IMUNE DOS PRIMATAS

O teste de Montenegro, feito somente ao final dos dois experimentos, para avaliar a
resposta imune celular (hipersensibilidade) dos animais, revelou-se negativo em todos os 10
animais inoculados (Figuras 5 e 6). A figura 7 apresenta um resultado controle positivo, com reagéo

é de 30mm (Santos et. al., 2005).

Os resultados dos testes soroldgicos de imunofluorescéncia indireta (IFI) de todos os

primatas ao longo de todo o experimento mantiveram-se negativos.

5.5 AVALIACOES DA INFECTIVIDADE DOS INOCULOS USADOS NOS PRIMATAS



E importante destacar que todos os hamsters usados como controle da infectividade dos
indculos desenvolveram sinais e sintomas da doenca, além de ter sido determinado o parasito tanto

esfregacos de visceras (figado e baco), quanto em meio de cultura Difco B45.

5.6 AVALIACAO ESTATISTICA
Os resultados observados ndo demonstraram variagdes significantes quanto aos padrdes de

normalidade para avaliagcdo atraves de métodos estatisticos.

Figura5 - Resultado de intradermoreacdo de Montenegro negativa ap6s
48 horas em animal do experimento I , sequndo grupo.




Figura 6 — Resultado de intradermoreacéo de Montenegro negativa apds
48 horas em animal do experimento Il , segundo grupo.

-
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Figura 7 — Resultado de intradermoreagdo de Montenegro positiva apds

48 horas em animal controle (Santos et. al., 2005).



6. DISCUSSAO

A utilizacdo de primatas ndo humanos como modelo de estudo da LVA, tem sido alvo de varios
trabalhos tanto no Velho (Misra et. al., 2001, 2002, 2004) como no Novo Mundo (Broderson et. al., 1986), visando
estabelecer um sistema biolégico experimental que possibilite avaliar certos aspectos que tomam parte da interacédo entre
as espécies de Leishmania do complexo donovani e as respostas clinica e imunopatolégica do homem. Por essa razéo, nao
sO varias espécies de primatas (Callithrix jacchus jacchus, Aotus trivigatus, Cercopithecus aethiops, Presbytis entellus,
Cebus apella...) tém sido experimentadas, como também, tém sido usadas as trés espécies de Leishmania que sdo agentes
da doenca nesses continentes: L. (L.) donovani, L. (L.) infantum e L. (L.) chagasi. Entretanto, ndo obstante alguns desses
trabalhos terem documentado sucesso quanto ao uso de uma determinada espécie de primata, vale ressaltar, que esse tipo
de resultado sé foi conseguido ap6s a utilizagdo de um indculo de formas promastigotas ou amastigotas de uma das trés
espécies de Leishmania acima citadas, o que caracteriza um sistema de experimentacdo muito diferente dos mecanismos

naturais de transmissdo da leishmaniose visceral via flebotomineo.

No tocante aos experimentos com a L. (L.) chagasi, agente da leishmaniose visceral do Novo Mundo, faz-se
importante mencionar o trabalho de Marsden et. al. (1981), que usaram um “pool” de figado e bago de hamster infectado
com o parasito para inocular, via intravenosa, o primata Callithrix jacchus. Além deste, Chapman & Hanson (1981)
também usaram um inéculo, por via intravenosa, de amastigotas (30 x 10°) de L. (L.) chagasi para demonstrar a infecgéo
do primata Saimiri sciureus.

A titulo de exemplo, devemos mencionar o trabalho de Santos et. al. (2005), que usaram inéculo de 30 x 10°
amastigotas de L.(L.) chagasi, via intravenosa, para infectar o primata Cebus apella. Foi possivel demonstrar a infeccao
patente dos animais, através da visualizacdo de formas amastigotas do parasito em esfregacos de medula éssea, desde o
primeiro até o sexto més apds a inoculacdo. Em seguida, ndo foi mais possivel demonstrar a infeccdo até o Gltimo
momento (11° més) de acompanhamento do experimento, revelando que os animais foram capazes de provocar o

“clearance” da infecgao.

Conforme exposto acima, a avaliacdo de uma dada espécie de primata quanto a sua susceptibilidade a infeccao
experimental por uma das espécies agentes de leishmaniose visceral pode ser feita utilizando-se in6culos de formas
amastigotas ou promastigotas, entretanto, observou-se a clara preferéncia pela utilizacdo de formas amastigotas em

grandes concentracdes que variaram entre 30x 10° e 10 x 10’ (Misra et. al., 2001; Santos et. al., 2005). Faz-se importante



salientar que a concentracdo (30x 10°) usada neste estudo foi equivalente a de trabalhos prévios que obtiveram resultados
satisfatorios, porém com formas amastigotas. Apesar do modelo padronizado com dose Unica (formas promastigotas) ndo
ter se mostrado capaz de instalar a doenca ou infeccéo patente, estes resultados negativos ndo devem ser atribuidos a uma

concentragdo insuficiente de formas promastigotas para causar a infec¢do no animal.

As inoculacgdes sucessivas poderiam ser preponderantes na quebra da resisténcia natural do primata. Ap6s varios
contatos sucessivos com 0 parasito, assim como poderia ocorrer naturalmente em humanos, o protozoario poderia
transpor as barreiras naturais de defesa do organismo causando infeccdo, como ja foi demonstrado experimentalmente por
Misra et. al., 2002. Apesar disso, 0 modelo de cinco doses sucessivas de 30 x 10° de formas promastigotas metaciclicas
obtidas da fase estacionéria de cultivo, que totalizaram uma concentracdo final de 15 x 10°, tanto no experimento |

quanto no experimento Il, também se mostrou incapaz de transpor a resisténcia do Cebus apella frente a infecgéo.

A via utilizada (intradérmica), representa um dos aspectos mais relevantes do presente estudo. A este respeito,
foi visto que, na maioria dos trabalhos anteriormente citados (Chapman et. al.,1981; Broderson et. al., 1986; Anuradha et.
al., 1992; Binhazim et.al., 1993), a via intravenosa assume grande influéncia no desenvolvimento das infec¢des
experimentais. Contudo, estes modelos de estudo contornam barreiras naturais do sistema imune dos primatas,
facilitando assim, a instalacdo da doenca e impedindo um estudo adequado deste parametro de avaliagdo (imunolégico).
Outros autores (Githure et. al.,1986, 1995; Misra et. al., 2002), também demonstraram resultados positivos através da via
intradérmica consubstanciando o modelo onde animais foram inoculados intradermicamente, para que ndo houvesse uma
transposicéo de barreiras naturais de resposta frente ao parasito, como por exemplo, a migragdo de macréfagos para o

local da inoculagdo. Apesar disso, a via utilizada neste estudo ndo se mostrou capaz de instalar a infeccéo.

Quanto a utilizacdo de glandulas salivares de L. longipalpis, alguns trabalhos comprovaram
a potencializacdo do indculo a partir da associacdo do mesmo com pares de glandulas salivares do
vetor (Lima & Titus, 1996; Misra et. al., 2002), entretanto, estas associa¢des no experimento Il ndo
alcancaram o afeito almejado, ratificando assim, os  resultados negativos em relagdo a

susceptibilidade do primata Cebus apella frente ao parasito.



Quanto aos achados parasitolégicos, observou-se que a infeccdo ndo evoluiu em nenhum dos 10 exemplares, nao
importando a concentracdo do in6culo ou a associacdo do mesmo a glandulas salivares. Ndo houve a visualizagdo do
parasito em esfregacos a partir de medula, que representam o método direto de diagnostico laboratorial, sem que haja
eutanasia dos primatas para visualizagdo de formas amastigotas no figado e no bago (Chaman et. al., 1981; Binhazim et.
al.,, 1993). Ja se tem evidéncias da eficacia do mielograma (puncdo de medula éssea) no diagndstico laboratorial
especifico de leishmaniose visceral em primatas a partir de trabalhos prévios realizados em nosso laboratério (IEC)
(Santos et. al., 2005) e somos, portanto, inclinados a descartar um possivel diagnostico equivocado, o que nos leva a crer
que, de fato, a resposta do sistema imune do primata supera o contato com o parasita antes mesmo que se instale a

infeccdo.

Ratificando os resultados negativos, ndo foi possivel demonstrar em nenhum dos dez animais inoculados a
presenca de reacdo de Montenegro positiva, caracterizando a auséncia de resposta imune celular (resposta de
hipersensibilidade), sendo que os resultados da sorologia também foram coerentes, no sentido de apresentar os resultados
negativos com todos o0s testes demonstrando titulos nunca superiores a 80. A este respeito, Santos et. al., (2005) chegou a
demonstrar reacdo de Montenegro positiva de 30mm e titulos que evoluiram progressivamente até o 11° més p.i., que

chegaram a 5.120, servindo como um bom controle positivo para o presente estudo.

No experimento I, ndo foi possivel estabelecer correlagéo entre a agdo do parasito e a perda significativa de peso apenas
na 10% semana p.i., ja que ndo houve nenhuma outra alteracdo que pudesse consubstanciar este fato. Assim, atribui-se esta
perda de peso a problemas temporarios de manejo. Se observada a eleva¢do média de peso(2kg) dos primatas nos dois

experimentos, tomando-se como base o peso inicial, admite-se a importancia do manejo para este parametro de avalia¢ao.

Ainda em referéncia a 10 semana no experimento I, supdem-se que mesmo sob um estresse nutricional momentaneo, que

provavelmente acarretou uma debilidade imunoldgica, ndo houve o favorecimento da infecgdo experimental.

Considerando-se estes resultados mais recentes, acredita-se que o primata Cebus apella parece apresentar
mecanismos de resisténcia natural eficientes contra a infeccdo por L. (L.) chagasi, ndo representando um bom modelo

experimental para o estudo dos aspectos clinicos e imunopatoldgicos da leishmaniose visceral humana, uma vez que,



embora tenha-se utilizado nos dois experimentos, concentracdes finais que variaram entre 30 x 10° e 15 x 10’, e no
segundo experimento a associacdo do indculo a glandulas salivares de L. longipalpis, ndo se obteve nem um indicio de
que o protozoario, por algum momento, conseguiu superar as defesas naturais do hospedeiro.

Neste sentido, os resultados observados no presente estudo nos levam a crer que provavelmente o macréfago ativado é
capaz de eliminar o parasito ainda ao nivel da resposta imune inata, ndo chegando a ativar a resposta imune especifica,

dai a auséncia de achados imunoldgicos especificos de resposta humoral frente ao parasito.

7. CONCLUSAO
A partir dos resultados obtidos neste estudo, podemos sugerir que:

1. O primata Cebus apella parece apresentar mecanismos de resisténcia natural (imune inata) eficiente contra a infec¢éo
por L. (L.) chagasi, ndo representado um bom modelo experimental para o estudo dos aspectos clinicos e

imunopatodgicos da leishmaniose visceral humana

2- Embora se tenha utilizado nos dois experimentos, concentracdes finais que variaram entre 30 X 10° e 150 X10°, e no
segundo experimento a associa¢do do inoculo a glandulas salivares de L. longipalpis, ndo se obteve nenhum indicio de

gue o protozoario, por algum momento, conseguiu superar as barreiras naturais do hospedeiro.



APENDICE

I Corante Giemsa

* 3g de Giemsa

* 260 ml alcool metilico
* 140 ml glicerol

Il Meio de Cultura Difco B45
* 40g Difco B45
* 120 ml sangue de coelho desfibrinado (adicionar 0,2 ml de gentamicina para cada 20 ml de sangue)

* 1000 ml agua destilada

11 Técnica de Imunufluorescéncia Indireta (RIFI) do IEC

* Tirar o soro da geladeira

* Tirar as laminas do freezer

* Diluir os soros

* Levar para estufa a 37° C durante 30 minutos

Lavar com PBS cada lamina e mergulha-las durante 10 minutos e mais 5 minutos em &gua destilada
* Preparar o conjugado

* Colocar o conjugado e incubar a 37° C durante 30 minutos

Lavar com PBS cada lamina e mergulha-las durante 10 minutos e mais 5 minutos em agua destilada
* Secar e colocar glicerina

* Levar ao microscopio com objetiva de 40X

IV Pungéo aspirativa de Medula Ossea

* Animais devidamente anestesiados

* Local de realizagdo: ambulatorio

* Material necessario para realizagdo:

ANTISSEPSIA COLETA ESFREGAGCO

1 Luvas Seringa 5 ml Lamina desengordurada



2 Alcool a 70% Agulha especial com mandril

3 Gaze

* Local da puncdo: crista iliaca

Polegar posicionado abaixo da crista iliaca, indicador acima da crista iliaca, para firmarem a pele; penetrar a epiderme
com a agulha; posicionar a agulha em 90° e proceder a introducdo da mesma em 0sso, com firmeza.

* Risco especifico: Ultrapassar a tdbua dssea interna e atingir alca intestinal

* Vantagens: menos doloroso; risco praticamente nulo

V- Soluc¢ao tampao de salina fosfatada (PBS) pH 7,2

1,049 Na2 HPO4
0,3589 Na2 HPO4 H20
7,905g NaCl

1000mL agua destilada
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