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RESUMO

Os parasitos do género Leishmania apresentam variagdes de infectividade intra e inter
especificas. Entretanto, s3o escassas as informagdes a respeito da infectividade das espécies
de Leishmania do Novo Mundo, principalmente, daquelas encontradas na regido Amazdnica
brasileira, onde, até o presente momento sdo conhecidas seis espécies pertencentes ao
subgénero Viannia causadoras de LTA. Diante disso, o objetivo do presente trabalho foi
investigar, in vifro, o comportamento da infectividade de 5 espécies de Leishmania do
subgénero Viannia em macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c e sua correlagdo
com a producgdo de oxido nitrico pelos macrofagos infectados. Trinta cepas de Leishmania
foram distribuidas em seis grupos iguais, de acordo com as espécies seguintes: I- L. (V)
braziliensis/LCL, 1I-L. (V.) braziliensis/LCM, 1I- L. (V.) guyanensis, IN-L. (V.) shawi, V-L.
(V.) naiffi e V1- L. (V.) lainsoni. As cepas foram cultivadas em meio RPMI suplementado com
10% de soro bovino fetal e 1% de penicilina-gentamicina, até atingir a fase estacionaria de
cultivo, quando foram wusadas para infectar macrofagos na propor¢do de 4
parasitos/macrofago. As culturas foram incubadas a 35°C e 5% de CO; e apos 24h, as
laminulas foram coradas com Giemsa para contagem do numero de parasitos e determinagao
do indice de infecgdio, enquanto a concentragdo de NO (nitrito) foi calculada pelo método de
Griess. Observou-se que as cepas de L. (V.) braziliensis/LCM apresentaram o maior indice de
infecgio (385), sendo este significativamente maior (p<0,005) que as cepas de L. (V)
braziliensis’/LCL  (264), L. (V.) naiffi (215) e L. (V.) lainsoni (272), porém, ndo
significativamente maior que os indices das espécies L. (V.) shawi (292) e L. (V.) guyanensis
(300). Quanto aos niveis de NO (nitrito), detectou-se maior concentragdo para a especie L.
(V.) naiffi (4,1uM) e menor concentragdo para as cepas de L. (V.) braziliensis/LCM (2,1 S5uM).
As demais espécies tiveram concentragdes de: L. (V.) lainsoni (3,14uM), L. (V.) shawi
(2,96uM), L. (V.) guyanensis (2,76uM) e cepas de L. (V.) braziliensis/LCL (3,1uM). Diante
do exposto, concluimos que cepas de L. (V.) braziliensis/LCM sio mais infectivas do que as
demais espécies estudadas e, também, mais infectivas que cepas homologas isoladas de casos
clinicos de LCL. Além disso, observou-se menor infectividade da espécie L. (V.) naiffi. Desse
modo, notou-se que os niveis de NO produzidos pelos macrofagos infectados foram

inversamente proporcionais ao grau do parasitismo.
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ABSTRACT

Parasites of the genus Leishmania show both intra- and inter-specific variations of infectivity.
There is little available information, however, regarding the infective behavior of New World
species particularly those of the Amazon Region of Brazil, where there occur at six species of
the subgenus Viannia causing human cutaneous leishmaniasis (ACL). The aim of the present
study was to investigate the infectivity of 5 of these species for the peritoneal macrophages of
BALB/c mice, and their role in the host-cell’s production of nitric oxide (NO). Thirty strains
of Leishmania were divided into 6 groups of the following species: I-L. (V.) braziliensis (from
cases of localized skin lesions-LCL); II- L. (V.) braziliensis (from cases of mucocutaneous
lesions- LCM); III- L. (V.) guyanensis, IV- L. (V.) shawi;, V- L. (V.) naiffi and VI- L. (V.)
lainsoni. They were cultivated in RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal bovine
serum and 1% penicillin/gentamicin, until reaching the stationary phase of development.
These promastigotes were used to infect the macrophage cell cultures, in the proportion of 4
flagellates/macrophage. The cultures were then incubated at 35°C with 5% CO, and, after 24
hours following inoculation, the corvelips were stained by Giemsa’s method to determine the
infection index. The nitric oxide (nitrite) concentration was measured in the culture
supernatant by Griess’s method to determine the infection index. The nitric oxide (nitrite)
concentration was measured in the culture supernatant by Griess’s method. It was found that
LCM strains of L. (V.) braziliensis showed the highest infection index (385), significance
p<0.05, compared with L. (V.) braziliensis LCL strains (264). L. (V). naiffi and L. (V.) lansoni
had the lowest infection indices of (215) and (272), respectively, but, were not significally
different from index of L. (V.) guyanensis (300). Rrgarding the NO levels, the highest was
that for L. (V.) naiffi (4,1uM), and the lowest for L. (V.) braziliensis-LCM strains (2,15uM).
The other readings were (3,14uM) for L. (V.) lainsoni, 2,96uM for L. (V.) shawi, 2,76uM for
L. (V.) guyanensis and 3,1uM for L. (V.) braziliensis-LCL strains. It is concluded that L. (V)
naiffi. In this way it may be noted the NO levels for infected macrophage were inversely

proportional to the degree of infectivity of the species studied.
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ABSTRACT

Parasites of the genus Leishmania show both intra- and inter-specific vanations of
infectivity. There is little available information, however, regarding the infective behavior
of New World species particularly those of the Amazon Region of Brazil, where there
occur at six species of the subgenus Viamnia causing human cutaneous leishmaniasis
(ACL). The aim of the present study was to investigate the infectivity of 5 of these species
for the peritoneal macrophages of BALB/c mice, and their role in the host-cell’s production
of nitric oxide (NO). Thirty strains of Leishmania were divided into 6 groups of the
following species: I-L. (V.) braziliensis (from cases of localized skin lesions-LCL); II- /.
(V.) braziliensis (from cases of mucocutaneous lesions- LCM); 1II- L. (V.) guyanensis; IV-
L. (V.) shawi; V- L. (V.) naiffi and VI- L. (V.) lainsoni. They were cultivated in RPMI 1640
medium supplemented with 10% fetal bovine serum and 1% penicillin/gentamicin, until
reaching the stationary phase of development. These promastigotes were used to infect the
macrophage cell cultures, in the proportion of 4 flagellates/macrophage. The cultures were
then incubated at 35°C with 5% CO; and, after 24 hours following inoculation, the
corvelips were stained by Giemsa’s method to determine the infection index. The nitric
oxide (nitrite) concentration was measured in the culture supernatant by Griess’s method to
determine the infection index. The nitric oxide (nitrite) concentration was measured in the
culture supernatant by Griess’s method. It was found that LCM strains of L. (V.)
braziliensis showed the highest infection index (385), significance p<0.05, compared with
L. (V.) braziliensis LCL strains (264). L. (V). naiffi and L. (V.) lansoni had the lowest
infection indices of (215) and (272), respectively, but, were not significally different from
index of L. (V.) guyanensis (300). Rrgarding the NO levels, the highest was that for L. (V.)
naiffi (4,1uM), and the lowest for L. (V.) braziliensis-LCM strains (2,15uM). The other
readings were (3,14uM) for L. (V.) lainsoni, 2 96uM for L. (V.) shawi, 2,76uM for L. (V.)
guyanensis and 3,1uM for L. (V.) braziliensis-L.CL strains. It is concluded that L. (V)
naiffi. In this way it may be noted the NO levels for infected macrophage were inversely

proportional to the degree of infectivity of the species studied.
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1 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO

A leishmaniose figura entre as enfermidades que vem afligindo o homem desde a
antiguidade. Ha relatos na literatura sobre leishmaniose tegumentar do primeiro século d.C.,
na Asia Central, na regido Norte do Afeganistdo, onde a doenga era referida como “Glcera de
Balkh” (Lainson, 1996b). No Novo Mundo, um dos primeiros registros de uma forma clinica
similar & leishmaniose foi encontrada em cerdmicas da época pré-colombiana (400-900 anos
d.C.), onde indios peruanos tentavam transcrever em huacos faces humanas com mutilagdes
do nariz ¢ dos labios, muito semelhantes as encontradas na leishmaniose mucocutdnea
(Lainson, 1997a).

A descoberta dos agentes etiologicos da leishmaniose, entretanto so teve inicio no
final do século XIX, quando Cunningham (1885), na India, observou formas amastigotas em
um caso de “calazar”. Posteriormente, na Russia, Borovsky (1898) demonstrou ser um
protozoario o agente etioldgico do “botdo do oriente”, sem lhe dar nome, contudo.

Foi na India, em 1901, que William Leishman identificou o organismo responsavel
pela doenga através de raspas das bordas de ulceras de um paciente com “febre dum-dum” ou
kala-azar. Dois anos mais tarde, Donovan descreveu estes organismos como novas e distintas
formas de tripanossomas e Ronald Ross (1903) relacionou estes organismos ao calazar, e os
classificou no género Leishmania (WHO, 1998).

Nas Américas, a natureza leishmanidtica das lesGes cutdneas e nasofaringeas so foi
cbnﬁrmada pela primeira vez, em 1909, por Adolfo Lindenberg, quando comunicou o
encontro do parasito na “flcera de Bauru”, sendo este achado confirmado no mesmo ano por

Carini e Paranhos (1909).
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Até 1911 pensava-se que Leishmania tropica, agente etiologico da leishmaniose
cutinea do Velho Mundo, fosse também responsavel pela enfermidade no Novo Mundo.
Entretanto, Gaspar Vianna (1911) observando que o parasito apresentava caracteristicas
morfolégicas que o diferenciava da Leishmania tropica deu ao parasito o nome de Leishmania
brasilienses. Mais tarde, em 1916, Matta renomeou a espécie para Leishmania braziliensis. A
partir de entdo, ficou caracterizada a etiologia da enfermidade referida como “ferida brava”,
“pariz de anta”, “Ulcera de Baurd”, “dlcera do oriente”, “botdo da Bahia”, entre outros
(Silveira et al., 1997).

Em continuidade aos estudos sobre a enfermidade, passou-se a questionar o0 modo de
transmissdo da doenga. No século XVIII, médicos asiaticos indicavam que a picada de insetos
era a causa da ferida oriental (Lainson, 1997a). A confirmagdo, porém, s6 veio mais tarde, em
1921 em Biskra, na Africa do Norte, quando Sergent e cols infectaram a espécie de
flebotomineo Phlebotomus papatasi com o protozoario (Shortt ez al. 1926,). Os insetos eram
alimentados em voluntarios que manifestavam, pouco tempo depois, as lesdes
leishmanidticas. No Novo Mundo, a primeira prova conclusiva da transmissdo da
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) por picada de insetos flebotomineos foi obtida
por Strangways-Dixon e Lainson (1962), quando estudavam a epidemiologia da tlcera dos
chicleros, nas florestas de Belize, Honduras Britanica, conseguiram transmitir a Leishmania
mexicana a um voluntario através de um flebotomineo experimentalmente infectado.

Com a descoberta de animais silvestres e de cdes como reservatorios da leishmaniose,
evidenciou-se o carater zoonodtico da doenga (Lainson, 1996b), o que proporcionou o
conhecimento de que a moléstia adotava caracteristicas peculiares em varios lugares, com
grande variabilidade do quadro clinico, apresentando desde casos benignos com

manifestagdes simples e transitorios a casos graves com extensas lesdes (Marsden, 1979;

1982).
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Até 1911 pensava-se que Leishmania tropica, agente etiologico da leishmaniose
cutinea do Velho Mundo, fosse também responsavel pela enfermidade no Novo Mundo.
Entretanto, Gaspar Vianna (1911) observando que o parasito apresentava caracteristicas
morfoldgicas que o diferenciava da Leishmania tropica deu ao parasito o nome de Leishmania
brasilienses. Mais tarde, em 1916, Matta renomeou a espécie para Leishmania braziliensis. A
partir de entdo, ficou caracterizada a etiologia da enfermidade referida como “ferida brava”,
“nariz de anta”, “Glcera de Bauru”, “dlcera do oriente”, “botdo da Bahia”, entre outros
(Silveira et al., 1997).

Em continuidade aos estudos sobre a enfermidade, passou-se a questionar o modo de
transmissdo da doenga. No século XVIIL, médicos asiaticos indicavam que a picada de insetos
era a causa da ferida oriental (Lainson, 1997a). A confirmag&o, porém, so veio mais tarde, em
1921 em Biskra, na Africa do Norte, quando Sergent e cols infectaram a espécie de
flebotomineo Phlebotomus papatasi com o protozoario (Shortt ez al. 1926,). Os insetos eram
alimentados em voluntarios que manifestavam, pouco tempo depois, as lesdes
leishmanitticas. No Novo Mundo, a primeira prova conclusiva da transmissdo da
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) por picada de insetos flebotomineos foi obtida
por Strangways-Dixon e Lainson (1962), quando estudavam a epidemiologia da ulcera dos
chicleros, nas florestas de Belize, Honduras Britanica, conseguiram transmitir a Leishmania
mexicana a um voluntario através de um flebotomineo experimentalmente infectado.

Com a descoberta de animais silvestres e de cdes como reservatorios da leishmaniose,
evidenciou-se o carater zoonotico da doenga (Lainson, 1996b), o que proporcionou o
conhecimento de que a moléstia adotava caracteristicas peculiares em varios lugares, com
grande variabilidade do quadro clinico, apresentando desde casos benignos com

manifestagdes simples e transitorios a casos graves com extensas lesdes (Marsden, 1979;

1982).
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1.2 CONCEITO

A LTA é uma doenga infecciosa cronica causada por protozoarios do género
Leishmania determinando no homem um vasto leque espectral de manifestagdes as quais
variam desde da forma cutdneo-mucosa hiper reativa (LCM) até a forma cutanea anérgica
difusa (LCAD), constituindo as formas polares da doenga. Como formas intermediarias
encontram-se a forma cutdnea localizada normoreativa (LCL) e a forma intermediaria,
cutdnea disseminada borderline (LCDB) hiporeativa reversivel (Silveira, 2001). A infecgdo
caracteriza-se por comprometer o tecido cutaneo originando lesdes cutdneas unica, multiplas,
disseminadas e/ou com envolvimento mucoso, dependendo da espécie de parasito envolvido e
da resposta imunolégica do hospedeiro.

A Ulcera leishmaniotica é a manifestagdo cutdnea mais comum e tem como
caracteristicas contornos circulares, bordas elevadas e infiltradas, fundo granuloso e, quase
sempre, recoberto com discreto exsudato.

O comprometimento mucoso pode surgir meses ou anos apos a cicatrizagio da lesdo
de pele inicial, a qual pode sofrer metéstase e disseminar por via hematogénica atingindo o
tecido mucoso nasobucofaringeo, caracterizando a leishmaniose cutdneo-mucosa ou
simplesmente mucosa (Rey, 2001).

Normalmente ndo ha comprometimento dos 6rgios internos na LTA, porém ha
autores que ja relataram casos de pacientes imunocomprometidos portadores de LTA com

comprometimento de 6rgdos internos (Ali, A., 2002; Guiguemde ef al., 2003).
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1.3 ETIOLOGIA

1.3.1 A posi¢ido taxonémica do parasito

O parasito ocupa a seguinte posi¢do taxonomica:

Reino PROTISTA Haeckel 1866

Sub-Reino PROTOZOA Goldfuss 1817

Filum SARCOMASTIGOPHORA Honigberg e Balamuth 1963
Sub-Filum MASTIGOPHORA Deising 1866

Classe ZOOMASTIGOPHOREA Calkins 1909

Ordem KINETOPLASTIDA Honigberg 1963, emend. Vickerman 1976
Sub-ordem TRYPANOSOMATINA Kent 1880

Familia TRYPANOSOMATIDAE Doflein 1901, emend. Grobben 1905

Género Leishmania Ross 1903

1.3.2 Espécies de Leishmania causadoras de LTA do Novo Mundo

As leishmanias s3o classificadas de acordo com critérios morfoldgicos, biologicos,
genéticos, bioquimicos e imunologicos, aliados as observagdes da distribuigdo geografica,
além do comportamento dos parasitos no hospedeiro vertebrado e invertebrado. Baseados
nestes critérios Lainson & Shaw (1987) propuseram uma classifica¢do do género Leishmania
em dois subgéneros de acordo com o desenvolvimento do parasito no tubo digestivo do inseto
vetor. Sendo assim, espécies de Leishmania cujo ciclo no vetor esta restrito a porg@o anterior
e média do tubo digestivo pertencem ao subgénero Leishmania e aquelas espécies que
apresentam fase proficua e prolongada de desenvolvimento de promastigotas aderidos por
hemidesmossomas flagelares a parede do piloro e ileo, com posterior migragdo para o

intestino médio e anterior do inseto sdo classificadas no subgénero Viannia.
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Atualmente, sdo conhecidas cerca de 31 espécies de Leishmania no mundo inteiro, das
quais 22 sdo encontradas no Novo Mundo, sendo apenas 13 incriminadas como agentes
etiologicos de LTA, e destas, 7 espécies tem registro na regido Amazdnica como causadoras

da doenga (tabela 1) (Lainson, 1997a).

Tabela 1- Espécies de Leishmania conhecidas no Novo Mundo.

Subgénero Leishmania Ross, 1903 Subgénero Viannia Lainson & Shaw 1987

Leishmania (L.) enriettii Muniz & Medina, 1948 Leishmania (V.) braziliensis Vianna, 1911
emend. Matta, 1916* ¢

Leishmania (L.) hertigi Herrer,1971 Leishmania (V.) panamensis Lainson & Shaw,
1972 ¢

Leishmania (L.) mexicana Biagi, 1953 emend.  Leishmania (V.) peruviana Vélez, 1913 ¢

Garnham, 1962 ¢

Leishmania (L.)pifanoi Medina & Romero, 1959 Leishmania (V.)guyanensis Floch, 1954*¢

emend. Medina & Romero, 1962 ¢

Leishmania (L.) amazonensis Lainson & Shaw, Leishmania (V.) lainsoni Silveira et al,

1972% ¢ 1987%¢
Leishmania (L.) deanei Lainson & Shaw, 1977 Leishmania (V.) naiffi Lainson & Shaw,
1989*¢

Leishmania (L.) garnhami Scorza et al., 1979  Leishmania (V.) shawi Lainson et al., 1989*¢

Leishmania (L.) foraitinii Yoshida et al., 1993  Leishmania (V.) equatoriensis Grimaldi et al.,

1992
Leishmania (L.) aristidesi Lainson & Shaw, Leishmania (V) colombiensis Kreutzer et al_,
1979 emend. Lainson & Shaw, 1987 1991 ¢
Leishmania (L.) venezuelensis Bonfante- Leishmania (V.) lindenbergi Silveira et al.,
Garrido, 1980 ¢ 2002*%e

Leishmania (L.) chagasi Cunha e Chagas, 1937
Leishmania (V) utingensis Braga et al_, 2003

¢ Espécies conhecidas como causadoras de LTA humana

*Espécies dermotropicas encontradas no Estado do Para, regido Amazdnica do Brasil.

1.4 BIOLOGIA
Os parasitos do género Leishmania compreendem espécies de protozoarios

digenéticos, que caracterizam-se por apresentar duas formas evolutivas distintas: (1) forma
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amastigota, tipicamente ovoide medindo cerca de 2,5 a Sum de comprimento por 1,5 a 3um
de largura, encontrada como parasito intracelular obrigatorio do sistema fagocitico
mononuclear (principalmente em macrofagos) dos hospedeiros vertebrados; (2) forma
promastigota, apresenta flagelo livre, corpo fusiforme medindo em torno de 10 uM de
comprimento por 2,5 de largura, € encontrada naturalmente no trato digestivo do hospedeiro
invertebrado, podendo também ser observada em meio de cultura. Ambas as formas se

reproduzem de forma assexuada por divisdo bindria (Lainson € Shaw, 1992).

@)

Figura 1- Formas evolutivas de Leishmania:

(a) Amastigotas no macrofago do hospedeiro mamifero, (b) promastigotas no vetor
flebotomineo (Lainson, 1982).ad = amastigota em divisdo; pd = promastigota em
divisdo; ¢ = cinetoplasto; f = flagelo; n = nucleo; nch = nucleo da célula

hospedeira.

A leishmaniose tegumentar americana é considerada uma zoonose de animais
silvestres, cuja transmissdo se da através da picada de insetos vetores flebotomineos dos

generos Psychodopygus e Lutzomyia aos seus hospedeiros naturais. Nestes a infecgdo €
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usualmente inaparente indicando um relacionamento bem equilibrado entre o parasito € o
animal, ao contrario do que se observa no homem onde a infec¢do geralmente evolui para
doenga (Lainson & Shaw, 1987; 1992).

O ciclo evolutivo das espécies do género Leishmania é do tipo heteroxénico (Fig.2),
compreendendo uma fase evolutiva no hospedeiro invertebrado que alberga as formas
promastigotas e paramastigotas, e outra fase nos hospedeiros vertebrados, que inclue grande
variedade de mamiferos, nos quais a forma amastigota vive e multiplica-se no interior dos

vacuolos parasitoforos dos macrofagos.

1.4.1 Ciclo evolutivo nos hospedeiros invertebrados

O ciclo bioldgico no hospedeiro invertebrado ocormre quando a fémea dos
flebotomineos pica um vertebrado infectado durante o repasto sanguineo e ingere juntamente
com o sangue macrofagos parasitados por formas amastigotas. No tubo digestivo dos insetos,
a forma amastigota modifica-se e assume a forma promastigota, que se multiplica por divisdo
binaria e dependendo da espécie do parasito segue caminhos diferentes. Assim, espécies do
subgénero Viannia dirigem-se para o intestino posterior, onde colonizam a regido peripilaria
(piloro e ileo) transformando-se em formas paramastigotas, que aderem ao epitélio intestinal
através de hemidesmossomas e em seguida, voltam a forma promastigota infectante e migram
em diregdo a proboscita. Quanto as formas promastigotas das espécies do subgénero
Leishmania, estas multiplicam-se livremente ou aderem a parede do estdmago (regido
suprapilaria). Em seguida, ocorre migrac¢do destes flagelados para regido anterior colonizando
o esdfago e a faringe, onde se diferenciam em promastigotas metaciclicas infectantes e
migram em dire¢do & proboscita estando aptas a infectar outro hospedeiro (Lainson & Shaw,

1987, Lainson, 1997a).



1.4.2 Ciclo evolutivo nos hospedeiros vertebrados

A infecg@io no hospedeiro vertebrado se estabelece no momento em que a fémea
infectada, a0 realizar o repasto sanguineo inocula as formas promastigotas no local da picada.
Os parasitos na forma promastigota s#o interiorizados pelos macréfagos teciduais, indo alojar-
se no interior de vacuolos parasitoforos para em seguida transformar-se em amastigotas.
Estes, ja adaptados ao novo meio fisioldgico, resistem a agfio destruidora de enzimas
lisossomais, multiplicando-se por divisdo binaria até ocupar todo o citoplasma. A infecgdo €
mantida pelo rompimento da célula infectada, causado pela intensa multiplicacdo desses

parasitos que, apds liberacio, séio novamente fagocitados por outros macréfagos reiniciando

um novo ciclo.
Inseto Hospedeiro
Durante o hematofagismo,
o vetor deposita na pele do
€} hospedeiro as formas @ Promastigotas sio
promastigotas fagocitadas por
Multiplicam-se e -
6 macrofag
migram para a
pmbéscﬂa do
Promastigotas transformam-se
em amastigotas no interior dos
-G macréfagos
o Amastigotas transformam-se em
promastigotas no intestino do inseto

Amastigotas multiplicam-se
intensivamente no  interior
destas céhulas

e
Romfmnmto da
@ célula hospedeira

Durante o hematofagismo, o vetor
ingere macrofagos infectados com
amastigotas

Figura 2- Ciclo biolégico do parasito
Fonte: adaptado de www.dpd.cdc gov/dpdx/html/leishmaniasis htm



http://www.dpdcdc.gov/dpdxlhtmll1eisbmaniasis.htm

1.5 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A leishmaniose tegumentar tem ampla distnbuigdo geografica, sendo registrada no
Velho Mundo no litoral da Bacia do Mediterrdneo, Suddio e parte Oriental da Africa, no
Oriente Médio e parte da China (Lainson, 1997a).

Nas Américas, a LTA tem sido assinalada numa extensa drea geografica, ocorrendo
desde a fronteira do Texas, entre Estados Unidos e México, até o Norte da Argentina, n&o
havendo relato desta protozoose no Canadd, Chile e Uruguai. No Brasil, a LTA encontra-se
distribuida em uma grande area endémica ji tendo sido confirmada em todos os Estados

brasileiros (Desjeux, 1996, Lainson, 1997a; FUNASA, 2000).

Figura 3. Distribuicfio geogrifica da leishmaniose tegumentar segundo Lainson, 1997a.
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1.6 EPIDEMIOLOGIA
1.6.1 Incidéncia

A leishmaniose tegumentar americana € uma enzootia de animais silvestres. A

transmissdo ao homem acontece quando este adentra em areas de matas primarias passando a
ter um carater zoonotico.

No Brasil, sua importancia deve-se tanto pela ampla expansdo geografica quanto pela
magnitude da doenga, uma vez que € capaz de produzir no homem deformidades fisicas, que
acabam por afeta-lo psicologicamente e comprometendo-o ao nivel s6cio-econémico.

Apesar do reconhecimento da existéncia da doenga em grande parte da populagdo,
determinar a incidéncia real da infecgdo € muito dificil, devido a alguns motivos: a existéncia
de um grande niimero de doentes sem acesso ao sistema de satde, a subnotificacdo, e ainda,
doentes que apresentam infec¢des sub-clinicas (Desjeux, 1992; Falqueto & Sessa, 1997).
Mesmo assim, dados do Boletim Estatistico da Secretaria de Vigilancia de Saude (SVS),
(2002) relataram 30.087 casos de leishmaniose tegumentar em todo territorio brasileiro, no
ano de 2002.

A moléstia tem sido assinalada em todo territorio nacional, tendo, porém, uma
acentuada notificagdo nas regides Centro-Oeste, Nordeste e Norte. Nesta tltima, ocorre a
expressdo maxima da doenga perfazendo um total de 10.809 casos notificados, o que
corresponde a 36% do total da casuistica nacional.

No tocante ao Estado do Para, de acordo com o Boletim estatistico do Sistema de
Vigilancia em Saude, entre os anos de 1991 a 2002, foram registrados cerca de 10.809 casos
de LTA, sendo que 4.359 foram detectados em 2002 (Boletim estatistico do SVS, 2002).
Esses dados reforgam o interesse e a importancia do estudo dessa moléstia em nosso Estado,
uma vez que, aliado ao fato de que nossa regido alberga uma variedade importante de espécies

de Leishmania causadoras de LTA.
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1.6.2 Aspectos eco-epidemiologicos da LTA com énfase a regiio Amazénica

Embora as espécies de Leishmania tenham ecologia e distribuigdo geografica proprias,
as doengas por elas produzidas sdo essencialmente zoonoses transmitidas ao homem por
fémeas adultas de espécies de flebotomineos dos géneros Phlebotomus, no Velho Mundo, e
Lutzomyia e Psychodopygus, no Novo Mundo (Lainson & Shaw, 1992; Lainson ef al., 1994).

Nas Américas, sdo conhecidas mais de 350 espécies dos géneros Luizomyia e
Psychodopygus, mas somente 32 delas tém sido implicadas como vetores da leishmaniose
(Grimaldi & Tesh, 1993). Desse total, 330 espécies ocorrem no Brasil, sendo 122 espécies na
Regido Amazonica, das quais 25% sdo antropofogas (Lainson & Shaw, 1992). Dessa forma,
vale a pena ressaltar as espécies vetoras desta regiio que merecem destaque, tais como:
Psychodopygus ayrozai (Barreto & Coutinho, 1940); Psychodopygus wellcomei (Frahia, Shaw
& Lainson, 1971), Psychodopygus paraensis (Costa Lima, 1941), Lutzomyia whitmani
(Antunes & Coutinho, 1939), Lutzomyia flaviscutellata, (Mangabeira, 1942), Lutzomyia
~ anduzei (Rozeboom, 1942), Lutzomyia umbratilis (Ward & Fraiha, 1977), e Psychodopygus
complexus (Mangabeira, 1941) (Lainson & Shaw; Young & Ducan, 1994; De Souza ef al.,
1996).

Na regido Amazdnica, um grande nimero de animais atuam como hospedeiros
vertebrados da doenga. Dentre as espécies registradas como reservatérios mamiferos das
varias espécies de Leishmania, destacam-se, entre outros, roedores, marsupiais, preguigas,
tatus, tamanduds, raposas e primatas, encontrados especialmente nas florestas primarias e
bosques (Lainson & Shaw, 1979; Lainson, 1997a). Neste cenario epidemiolégico observamos
também uma multiplicidade de espécies de Leishmania capazes de infectar o homem, que
juntamente com os flebotomineos vetores e os reservatdrios silvestres estabelecem a triade
epidemiologica compondo diferentes ciclos de transmissio. Assim, as caracteristicas eco-

epidemiologicas peculiares da LTA associadas aos seus agentes etiologicos devem-se as



26

barreiras ambientais proprias do hospedeiro que limitam cada espécie de Leishmania a um
vetor especifico, assim como ao reservatorio (Lainson ef al., 1994).

A relagdo existente entre mamiferos e flebotomineos em nichos ecologicos especificos
¢ condicionada por diversos fatores ambientais e por agdes diversas do homem, uma vez que
deslocamentos demograficos descontrolados para novas areas agricolas, a invasdo extensiva
das florestas e as manobras militares tém produzido modificagdes ecologicas com repercussdo
direta na epidemiologia e no impacto da LTA (Grimaldi et a/.,1989; Lainson, et al., 1994).
Essa influéncia do ambiente tdo desgastado na manutengdo da transmissdo, ndo sO da
leishmaniose, como de diversas doengas, terﬁ sido amplamente difundida na literatura médica,
ndo deixando duvidas de que as alteracdes do meio, provocadas pelo homem, que também
passa a ser a maior vitima de sua propria a¢do, tém modificado o perfil epidemiolégico das
leishmanioses em determinadas areas onde a transmissdo estava relacionada primariamente a
animais silvestres (Lainson & Shaw, 1978; Lainson, 1981; Marzochi & Marzochi, 1994).

Nesse contexto, vale a pena ressaltar que no Brasil a doenga apresenta dois perfis
epidemiologicos distintos de acordo com o modo de transmissdo; silvestre-florestal e
periurbano (Lainson ef al., 1994; Silveira ef al.,1997).

O primeiro ocorre quando o homem adentra as areas de matas e passa a ter contato
com os focos zoondticos. E caracteristico da regido Amazénica, estando associado com a
constru¢do de novas estradas que cortam areas de florestas primarias, ou com o desmatamento
relacionado a silvicultura, agricultura, ou de implantagdo de projetos agropecuarios, instalagdo
de povoados em regides pioneiras, e outras atividades sociais que revelam o carater
ocupacional da doenga. Com relagdio ao segundo perfil, ocorre em areas de colonizagdo
antiga, estando relacionada a fluxos migratorios, ocupagdo de encostas e aglomerados
semiurbanos na periferia de centros urbanos. Neste padrao, animais domésticos como o c@o,

equinos e roedores, parecem ter papel importante como reservatério do parasito.
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1.7 O SUBGENERO Leishmania Viannia

As espécies do subgénero Viannia s8o autoctones das Américas, a maioria mais
precisamente da regiio Amazdnica, onde, s6 no Brasil, s8o registradas seis espécies de
interesse médico incriminadas como agentes etiologicos de LTA, todas com registro no
Estado do Pard Encontram-se distribuidas em situagdes epidemiolégicas bem heterogéneas e
peculiares, sendo mantidas em suas respectivas cadeias epidemiolégicas, juntamente com seus
vetores e hospedeiros, tabela 2 (Lainson er al., 1994; Silveira ef al; 2002).

Tabela 2-Espécies de Leishmania (Viannia) causadoras de LTA no Brasil, e seus
respectivos vetores e reservatdrios na regido Amazonica.

Vetor Agente etiolégico Reservatério
Ps. complexus 0
. wallooing Leishmania (V.) braziliensis &
Choloepus didactylus
Lu. umbratilis Leishmania (V.) guyanensis Didelphis sp
Tamandua tetradactylus
Cebus apella
Chiropotes satamis
Lu. whitmani Leishmania (V.) shawi
Choloepus didactylus
Bradypus tridactylus
Nasua nasua
Ps. ayrozai
Ps. paraensis Leishmania (V.) naiffi Dasypus novemcintus
Ps.squamiveniris
Lu. ubiquitalis Leishmania (V.) lainsoni Agouti paca

Lu. antunesi (possivel) Leishmania (V.) lindenbergi "

Fonte: Lainson et al.. 1994.

O subgénero Viannia compreende parasitos dermotropicos de animais silvestres, sendo

o homem um hospedeiro acidental. Nos reservatorios naturais, os parasitos induzem lesdes
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cutaneas discretas ou inconspicuas. No homem, as lesdes cutineas Uinicas ou multiplas s@o
frequentemente extensas e desfigurantes podendo ou ndo ter envolvimento mucoso.

Algumas espécies desse subgénero sdo consideradas responsaveis pela forma mais
severa da doenga em humanos e formam o chamado complexo braziliensis, ou seja:
Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (V.) guyanensis e Leishmania (V.) panamensis. Na
regido Amazonica, como referido anteriormente, as seis espécies deste subgénero estdo
associadas a doenga no homem.

A espécie L. (V.) braziliensis, apresenta ampla distribuigdo geografica, sendo
notificada em varios estados brasileiros, inclusive no Estado do Para, onde apresenta-se como
a espécie mais frequente associada a leishmaniose cutinea localizada e cutdneo-mucosa, visto
a elevada antropofilia dos seus vetores Psychodopygus complexus, em Paragominas, €
Psychodopygus wellcomei, na Serra dos Carajas, Estado do Para. No homem, causa lesdes
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conhecidas como “ferida brava”, “ulcera de Bauru
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nariz de anta” dentre outros (Lainson &
Shaw, 1987; 1998). Quanto aos reservatorios naturais do parasito muito pouco € sabido a
respeito (Lainson, 1997a). Um aspecto importante em relagdo a essa espécie € que ainda ndo
se conseguiu identificar, definitivamente, o animal reservatério desta dessa espécie, apesar de
alguns pesquisadores suspeitarem de que roedores como Rattus rattus (rato-preto) e Bolomys
lasiurus (rato do mato) funcionem como reservatorios deste parasito (Branddo & Shaw,
2003).

De todas as espécies de parasitos causadores de leishmaniose tegumentar do subgénero
Viannia esta é a mais preocupante, por ser responsavel por uma forma mais grave da doenga
(forma mucosa), ja que, enquanto as lesdes cutaneas podem curar-se espontaneamente ou
respondem bem a quimioterapia, as lesdes mucosas sdo frequentemente destrutivas e
comumente refratarias ao tratamento com o uso dos medicamentos Hrecomendados pela OMS,

Glucantime, Pentamidina entre outros (Carvalho ef al.,1994). Esta forma, na maioria das
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vezes ¢ secundaria as lesdes cutdneas, surgindo geralmente, meses ou anos apos o
aparecimento da lesdo de pele inicial causada pela L (V.) braziliensis sem nenhum tipo de
tratamento especifico (Marsden 1986; Marsden ef al., 1984). Ressalta-se também a grande
importdncia desta espécie pela dificuldade que se tem em estabelecer um diagnostico
parasitologico, uma vez que as formas amastigotas sdo escassas na lesdo e também por esta
espécie apresentar um dificil isolamento em meio de cultivo (Pifiero ef al., 1999).

Quanto a Leishmania (V.) guyanensis, no Brasil encontra-se distribuida em toda calha
norte do rio Amazonas, nos Estados do Para, Amapa, Amazonas, e Roraima. E agente causal
de leishmaniose cutdnea localizada conhecida como “pian bois”.

Entre os animais silvestres, os reservatorios principais sdo a “preguiga real”,
Choloepus didactvlus, o tamandua Tamandua tetradactvius e a “mucura” Didelphis sendo que
a Ultima parece funcionar como reservatorio secundario. Esta espécie de Leishmania tem
como principal vetor o flebotomineo Lutzomyia umbratilis, que tem por habito o ataque em
~ grande nimero, resultando em multiplas lesGes cutdneas e também lesdes metastaticas atraves
dos linfaticos (Lainson & Shaw, 1992).

Ha relatos, no entanto, de casos de envolvimento mucoso com esta espécie, sendo, este
tipo de manifestagdo extremamente raro (Naiff ef al, 1998, 1991; Santrich et al., 1988;
Lainson, ef al, 1994;), em comparagdo com a frequéncia da forma mucosa causada por
Leishmania (V.) braziliensis (Marsdsen, 1986).

Outra espécie pertencente a este subgénero como agente causal de LTA ¢ a
Leishmania (V.) shawi (Lainson & Shaw,1998). Ocorre principalmente, nas regides nordeste e
sudeste do Estado do Pard e na Amaz6nia maranhense. Geralmente causa lesdes cutaneas
simples, mas foram também observados casos de infecgdo COII} ﬂ’ﬁltiplas lesdes ulceradas e
nodulares (Lainson & Shaw, 1992). Essa espécie tem como hospedeiros mamiferos macacos

Cebus apella e Chiropotes satanus, as preguicas Choloepus didactylus e Bradypus
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tridactylus; o quati Nasua nasua e, acidentalmente, o homem quando adentra em areas de
florestas primarias e entra em contato com o vetor transmissor do parasito Lutzomyia
whitmani (Silveira et al., 1997a).

Em 1979 Lainson ef al. (1979) isolaram do tatu, Dasypus novemcintus, um outro
parasito do subgénero Viannia, que somente dez anos apos sua descoberta foi nomeado como
Leishmania (V.) naiffi (Lainson et al., 1989). Embora a distribui¢do geografica desta espécie
ainda seja pouco conhecida, casos de leishmaniose cutdnea por esta espécie ja foram
registrados no Estado do Para e Amazonas. Os vetores flebotomineos transmissores deste
parasito sdo: Ps. ayrozai, Ps. paraensis (Arias et al ,1985) e Ps. squamiventris (Naiff et
al.,1991), todos altamente antropofilicos e sendo a infecgdo em humanos mais comum do que
se havia imaginado (Lainson ez al., 1990).

A L. (V.) lainsoni foi isolada pela primeira vez relacionando-a com casos humanos em

1987 no municipio de Benevides, Para (Silveira ez al., 1987). Tem como reservatorio o roedor

Agouti paca (Rodentia: Dasyproctidae), um mamifero silvestre de grande importancia na

manutencdo desta Leishmania (Silveira ef al.,1991). O vetor incriminado como transmissor €
o Lutzomyia ubiquitalis, uma espécie de flebotomineo de baixa antropofilia, dai a infec¢do
humana ser menos freqiiente comparada com as infec¢des causadas pelas espécies descritas
acima. Mais recentemente alguns casos humanos tém sido notificados por esta espécie no Peru
(Lucas, et al., 1994; 1998) e na Bolivia (Martinez et al., 2001) com manifestagdes clinicas que
ndo fogem aos padrdes da leishmaniose cuténea.

Com relagdo a L. (V.) lindenbergi, ¢ uma espécie dermotropica descrita recentemente
por Silveira et al. (2002), com ocorréncia no Estado do Para. Esta associada a leishmaniose
cutinea localizada e, até momento, ainda ndo se conhece os animais que atuam como

reservatorios desta espécie, porém, sabe-se que o Lutzomyia antunesi é o provavel vetor.




Do ponto de vista epidemiologico, a existéncia dessa multiplicidade de espécies, torna
importante a identificagdo correta dos parasitos patogénicos ao homem e a determinacdo da
sua distribuigio geografica e transmissdo, ndo apenas para um melhor entendimento da
epidemiologia e estudos biologicos basico que auxiliem na determinagdo da unidade
taxonomica, mas também para que seja adotada uma terapéutica adequada aos pacientes, uma
vez que certos parasitos podem causar manifesta¢des clinicas graves, como a leishmaniose

mucocutanea e a leishmaniose cutdnea anérgica difusa (Marsden, 1986; Silveira, 2001).

1.8. A CELULA HOSPEDEIRA

O protozoario Leishmania é um parasito intracelular obrigatério de macréfagos do
hospedeiro vertebrado (Rey, 2001). Os macrofagos apresentam-se como a primeira linha de
defesa para o hospedeiro, entretanto, na maioria das vezes, estes protozoarios conseguem
escapar de seus mecanismos de defesa e multiplicar-se no interior do vactolo parasitéforo da
célula. A destruicio do parasito requer mudangas metabélicas acentuadas no macréfago,
modificando seu meio intracelular e propiciando sua replicagio em um meio indspito a
sobrevivéncia do parasito (Mentink & Mosser, 2000).

Os macrofagos pertencem ao sistema fagocitico mononuclear e apresentam varias
fungdes, entre elas: (1) fagocitose; (2) apresentagdo de antigenos ao linfocito T dando inicio a
resposta imune e (3) secre¢do de citocinas que ativam e promovem a resposta imune e
inflamatoria. Expressa em sua superficie receptores para a por¢do Fc das imunoglobulinas e
para o produto C3b da cascata do sistema complemento, que facilita a fagocitose de
antigenos, bactérias, protozoarios e virus recobertos com estas proteinas. Além disso,
expressam o receptor MHC classe II, que permite apresentacdo de antigenos por estas células

aos linfocitos T auxiliares (Benjamini, ez al., 2002).
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Embora os macrofagos sejam as principais células efetoras para a eliminagdo da

Leishmania, s3o também capazes de manter o parasito no seu interior permitindo sua
replicagio. Os mecanismos envolvidos na ativagdo dos macréfagos sdo complexos e ainda
ndo totalmente entendidos, mas certamente envolvem uma rede de citocinas liberadas, local
ou sistematicamente, quando da ativagdo do sistema imune,

Macroéfagos infectados com Leishmania ativam precursores de célula T diferenciando-
as em Thl e Th2. Essas sub-populagdes secretam citocinas que estdo relacionadas com a
resolugdo (IFN-y e IL-2, IL-12) ou exarcebagio (IL-4, ILS, e IL10) da leishmaniose. A
ativagio dos macréfagos ¢ determinada principalmente por uma citocina liberada pelas células
natural killer (NK) e linfocitos T, o interferon gama (IFN-y). Uma vez ativados apresentam
aumentada sua capacidade fagocitica, microbicida e de apresentacdo de antigenos (Murray ef
al., 1998).

As moléculas efetoras utilizadas pelos macréfagos ativados para destruir os patogenos
sdo ainda objetos de intensa investiga¢do. Até meados da década passada, pensava-se que o
unico mecanismo bioquimico induzivel capaz de explicar as atividades microbicidas e
tumoricidas dos macrofagos ativados era o fendmeno oxidativo o qual gera metabolitos
toxicos de oxigénio como o &nion superoxido (03), o radical hidroxila (OH) e,
especialmente, o peroxido de hidrogénio (H20,) que tem sido responsabilizado pela atividade
leishmanicida de macrofagos (Rosen et al., 1995). No entanto, estudos posteriores permitiram
esclarecer que além da resposta oxidativa, o macrofago possui outro mecanismo microbicida,
como € o caso do oxido nitrico (NO).

| O 6xido nitrico ¢ sintetizado a partir do aminoacido L-arginina com o oxigénio

molecular (O,) gerando NO e L-citrulina por agdo da enzima Oxido nitrico sintase (NOS), na
presenca de co-fatores como oxigénio e NADPH (Macmicking et al., 1997). O 6xido nitrico €

um gas altamente reativo que possui vida média de 3 a 50 segundos devido sua rapida
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oxidagdo e consequentemente geracdo de nitritos (NO7,) e nitratos (NO7) (Rocha ef al.,

2002).
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Figura 4- Esquema da reacio de produgdo do oxido nitrico
(Rocha. 1999).

Um importante aspecto referente a liberagdo do NO pelos macréfagos € o fato de que
estas células, quando ndo ativadas, ndo sintetizam a enzima iNOS, por conseguinte, ndo
liberam NO e ndo apresentam atividade microbicida. Somente apo6s ativagdo, essas células
expressam NOSi e consequentemente liberam NO em grandes quantidades e por longos
periodos. A quantidade liberada correlaciona-se com o nivel de atividade microbicida destas
células (Green et al., 1990). Por outro lado, a inibigdo da producdo de NO através de
inibidores especificos das NOS bloqueia também sua atividade microbicida.

O papel do 6xido nitrico na destrui¢@io e morte de Leishmania tem sido demonstrado
por diversos autores (Assreuy et al., 1994; Mossalayi, 1999; Brandonisio, et al,2000). De
acordo com Mauel & Ransijn (1997), os mecanismos de toxicidade do 6xido nitrico afetam
principalmente as enzimas da glicolise, o metabolismo respiratorio, bem como os sistemas de

transporte transmembrana do parasito.
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1.8.1 Interagio parasito- célula hospedeira

Sendo a Leishmania parasito intracelular obrigatorio, o estabelecimento da infecgdo no

hospedeiro vertebrado, inclusive no homem, depende da manutengdo e multiplicagdo das
formas amastigotas dentro do macrofago. No entanto, a sobrevida da Leishmania no
hospedeiro vertebrado depende da capacidade das promastigotas e amastigotas evadirem-se
dos mecanismos de defesa do hospedeiro vertebrado. Neste sentido, comega uma batalha entre
0 parasito, que utiliza mecanismos de escape, ¢ os fendmenos de defesa das células do

hospedeiro, que serdo comentados a seguir.

1.8.2 Ac¢do do sistema complemento
A sequéncia de acontecimentos, a partir do momento da picada do inseto vetor até o
aparecimento de sintomas na leishmaniose, depende da espécie da Leishmania e de fatores
intrinsecos do hospedeiro incluindo caracteristicas genéticas e a resposta imunologica.

Apos a transmissdo da Leishmania, fatores especificos e inespecificos do hospedeiro
estdo envolvidos no controle ou progressdo da doenca.

A inoculagdo das formas promastigotas no hospedeiro vertebrado pelo vetor
desencadeia mecanismos de defesa anteriores a resposta imune especifica representados pela
resposta inflamatoria aguda inespecifica da qual participam fatores séricos e celulares.

O efeito litico do soro normal é desencadeado pela ativagdo da via classica ou
alternativa do complemento pelo parasito, sendo responsavel pela destruigdo da maioria das
formas promastigotas inoculadas pelo flebotomineo (Mosser et al. 1986). Assim, somente
uma pequena fragdo do indculo infectante (promastigotas metaciclicas) consegue,
efetivamente, internalizar-se em macrofagos e contribuir para o estabelecimento de uma
infeccdo (Hill ef al,, 1983). A resisténcia das formas promastigotas metaciclicas a lise do

complemento deve-se a composi¢do da membrana citoplasmatica desse estigio do parasito,
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que € constituida de uma densa molécula de lipofosfoglicano (LPG) que impediria a
deposi¢do do complexo de ataque a membrana (C5b-9) na superficie do parasito promovendo
a lise celular (Puentes et al., 1989; Sacks et al., 1990). Outra molécula presente na superficie
das promastigotas metaciclica e que contribui para a resisténcia a lise é uma glicoproteina
(gp63), que age clivando o C3b em uma forma que nd3o consegue fixar o complexo C5b-9
(Brittinghan et al., 1995; Brittinghan and Mosser, 1996), representando assim uma barreira de

protegdo a agdo litica do complemento (Sacks ez al., 1990).

1.8.3 Adesao da Leishmania ao macrofago

Uma vez superada a agfio do sistema complemento, as promastigotas metaciclicas
seguem aderindo & membrana do macréfago dando continuidade ou ndo a infecgdo e a
manuten¢do do ciclo biologico do parasito.

O primeiro contato do parasito com a célula hospedeira envolve um sistema de
 interagdo receptor-ligante entre as moléculas de superficie de ambos, seguida por uma série de
reagdes bioquimicas que podem levar a ativacdo ou a inibigdo das fungdes da célula
hospedeira (Olivier, 1996).

Os sistemas receptor-ligante envolvidos na interagdo macrofago-Leishmania sdo: a)
complemento, com a participagdo de moléculas como a gp63 e o lipofosfoglicano, LPG, na
superficie do parasito, e os receptores locais C3 e receptores do complemento na superficie
do macrofago; b) receptores de fibronectina; c) participagio de manose-fucose e de seu
receptor (De Souza & Vannier Santos, 1996).

Dentre as diferentes moléculas integrantes da membrana de superficie dos parasitos
encontram-se glicoconjugados tais como a glicoproteina gp63 e glicolipidios como LPG, que
sdo importantes na sua intera¢dio com o macréfago determinando a sobrevivéncia do parasito e

sua infectividade (Rittiiné 7&/"Bogdan, 2000). A gp63 se liga a receptores de fibronectina, do



complemento e ao C3bi (Brittingham ef al, 1995), enquanto que o LPG se liga a receptores de
manose presentes na superficie de macrofagos (Chang et af., 1990). Em algumas espécies de
Leishmania, o LPG apresenta mudangas em sua estrutura que s3o essenciais na interagdo com
a célula hospedeira. Em formas promastigotas metaciclicas de L. (Leishmania.) major e L.
(Leishmania.) donovani, este se apresenta duas vezes maior € tém seus agucares terminais
modificados em relagdo as promastigotas em fase logaritimica de crescimento, o que
explicaria o porque as formas metaciclicas presente no inseto vetor e na fase estacionaria de

cultivo sdo mais infectantes (Alexander ef al., 1999).

1.8.4 Fagocitose e sobrevida da Leishmania

A adesdo da Leishmania a membrana do macrofago € pré-requisito para a fagocitose.
Este processo de adesdo desencadeia o recrudescimento de receptores adicionais da
membrana circundante do macrofago com um rearranjo do citoesqueleto. Neste rearranjo
- ocorre a emiss3o de extensdes filamentosas pela célula que engloba o parasito formando um
vactolo parasitoforo que € circundado pela membrana de superficie da célula hospedeira
(Handman, 2000). Apés a internalizagdo do parasito, o vactolo sofre fusdo com lisossomos
secundarios resultando no fagolisossomo, que apresenta compartimentos acidos ricos em
peptideos microbicidas e enzimas hidroliticas. Esta fusdo resulta em uma maior acidez do
fagolisossomo com pH acido (4,7 e 5,2), o que dificultaria sua multiplicagdo (Antoine et al,
1990). Neste microambiente hostil, o parasito utiliza vérias estratégias para enfrentar os
mecanismos microbicidas langados pelo macréfago, tais como, baixo pH, hidrolases
lisossomais, produtos do metabolismo do oxigénio, dentre outros.

No caso do pH, sabe-se que a Leishmania requer um meio neutro para mutiplicar-se

(Antonie et al., 1998). No entanto, o vacuolo parasitoforo apresenta pHemtorno de 4,7 a 5,2,
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estas formas sdo acidofilas, resistentes as hidrolases lisossomais e, deste modo, totalmente
adaptadas as condigdes do pH encontradas no pré-lisossomo (Antoine ef al., 1990; Antoine
1995, Burchmore & Barrett, 2001). Portanto, a sobrevivéncia da Leishmania no
fagolisossomo vai depender da capacidade de transformagdo da forma promastigota na forma
amastigota, uma vez que esta forma € acidofila e, portanto, melhor adaptada as condigdes
oferecidas pelo meio. Um outro mecanismo que contribui para a sobrevivéncia do parasito € a
agio proteolitica da gp63, que age degradando enzimas lisossOmicas e exibindo atividade
otima sob as condigbes acidofilas do fagolisossomo (Seay ef ai., 1996).

Quanto ao ataque ao parasito através dos produtos do metabolismo do oxigénio, tais
como o superdxido e o perdxido de hidrogénio, trabalhos experimentais t€ém demonstrado que
a entrada do parasito através da forma promastigota utilizando receptores de CR1 ¢ CR3
presentes na superficie dos macrofagos parece ser essencial para a sobrevivéncia intracelular
da forma promastigota infectante, pois a entrada através destes receptores promove baixo
metabolismo oxidativo mo macrofago (Brittingham & Mosser, 1996). A presenca de
moléculas de fosfatase acida na membrana dos parasitos também contribui para a redugdo da
resposta oxidativa (Grew ef al, 1988). As amastigotas desencadeiam menor metabolismo
oxidativo quando comparadas as promastigotas (Burchmore & Barrett, 2001), adaptando-se
melhor a0 meio toxico do fagolisossomo. Além disso, produzem superdxido dismutase que as
protege de metabolitos do oxigénio produzidos pelos macrofagos durante a explosdo
respratoria (Augusto ef al., 1996). Em fase logaritmica de cultivo, in vitro, as amastigotas sdo
mais resistentes a presenga do perdxido de hidrogénio (H;0z) do que as promastigotas. Esta
diferenca foi relacionada a enzima catalase presente nas amastigotas e ausente nas

promastigotas (Alexander ef al., 1999).
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1.9 ENSAIOS IN VITRO COM LEISHMANIA

A necessidade do entendimento dos processos envolvidos na interagdo parasito-

hospedeiro in vivo tem despertado um grande interesse em ensaios experimentais in viiro que
possam “mimetizar” o que ocorre na infeccdo natural por Leishmania. Nos ultimos anos,
estudos #n vifro tém proporcionado grandes avangos no entendimento da doenga, quer nos
aspectos imunoldgicos, bioquimicos ou terapéuticos (Hay ef al,, 2001; Brandonisio ef al,
2000; Delorenzi e# al,2001). Um simples sistema in vifro tem sido seguido como modelo
padrio. Este consiste em um sistema isolado utilizando formas promastigotas de Leishmania e
celulas fagociticas mononucleares, macrofagos, (principal hospedeira do parasito), sob
condigGes estabelecidas de temperatura (35°C) e CO. (5%) (Arora et al., 1991; Soares ef al,
1997).

As formas promastigotas de Leishmania podem ser cultivadas in vifro usando meios
artificiais como o meto bifasico NNN (Novy-Macneal-Nicolle), meio liquido RPMI 1640
dentre outros. O crescimento da-se em condigdes de aerobiose e a temperatura ideal € de
26°C. As promastigotas podem apresentar-se em formas variadas ao longo do crescimento em
altura, sendo que as formas utilizadas para a infecgdo devem estar em fase estacionaria de
crescimento. Nesta fase os parasitos apresentam-se sob forma fusiforme, com flagelos de 2 a
3 vezes maior que o corpo, com alta mobilidade e quase sem sinais de divisdo celular (Rey,
2001). E na fase estaciondria que temos as formas mais infectantes de Leishmania, as
promastigotas metaciclicas.

A infectividade maxima para cultura de macrofagos in vitro € em animais de
laboratério ocorre durante a fase estacionaria de crescimento € entre o 5° e 7° dia apés o
processo de rnaturag@io para o inseto vetor (Sacks & Perkins 1984; 1985). Esta infectividade

pode variar entre as diversas espécies de Leishmania e entre cepas de uma mesma espécie

(Sacks & Perkins., 1984)




Rey et al (1990) ao realizarem um estudo comparativo do potencial infectivo in vitro
de formas promastigotas de Leishmania (Viannia) sp. em diferentes estagios de crescimento,
observaram que cepas de Leishmania (Viannia) panamensis apresentavam-se mais infectantes
no 6° dia de cultivo (inicio da fase estacionaria), enquanto que cepas de Leishmania (Viannia)
guyanensis e Leishmania (Viannia) braziliensis apresentavam infectividade maxima no 8° e
10° dia de cultivo (término da fase estacionaria), respectivamente, e que estas observagdes
estavam relacionadas com mudangas morfoldgicas ocorridas durante o processo de
crescimento, quando entdo estas formas apresentavam-se pequenas e com alta motilidade,
lembrando as formas infectivas transmitidas pelo inseto vetor.

Ao investicar a metaciclogenese e a capacidade infectante in vitro de formas
promastigotas metaciclicas de Leishmania (Leishmania) infantum, Louassini et al. (1998)
relataram que a infectividade méaxima para cepas desta espécie foi observada no 4° dia de
cultivo mostrando grande porcentagem de macrofagos infectados € um aumento no nimero de
parasitos no interior dos macréfagos.

Segundo Mendez et al. (2000) a infectividade de formas promastigotas de Leishmania
esta também relacionada as condi¢Ses de temperatura que estes parasitos sdo incubados.
Avaliando a capacidade infectante das formas promastigotas de L. (L.) donovani e L. (L.)
infantum em macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c, os mesmos autores
observaram que L. (L.) infantum apresentava infectividade limitada em relagdo a outra
espécie, a qual apresentava notdvel infecgdo e que isto era atribuido as condigOes de
temperatura em que as culturas eram incubadas (37°C) apds a infecgdo com Leishmania.
Sendo assim, L. (L.) infantum apresentou-se mais infectante quando incubada a 26°C,
enquanto que Leishmania (L.) donovani a 37°C.

Ainda em relagdo a temperatura de incubagdo Arora ef al. (1991) observaram que a

37°C, macrofagos sdo capazes de destruir formas amastigotas de Leishmania (L.) donovani em
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poucas horas de infec¢do, enquanto a 35°C os parasitos sdo capazes de se multiplicar
intensamente no interior dos macréfagos sendo mais resistentes a destruigdo.

Este sistema in vifro tem também permitido estudos bioquimicos que podem avaliar o
papel do Oxido nitrico, como agente microbicida na destruigdo de formas intracelulares de
Leishmania (James, 1995; Vouldoukis ef al., 1999). Neste sentido, tem se observado um efeito
aumentado da producdo de oOxido nitrico e elevada destruigdo dos parasitos quando
macrofagos infectados sdo previamente estimulados com IFN-y e TNF-o (Assreuy ef al.,
1994; Pinelli ef al., 2000), assim como com lipopolissacarideo de bactéria (LPS) e que esta
produgdo de oxido nitrico bem como a atividade leishmanicida apresentam-se reduzidos, com
conseqiiente baixa destrui¢do intracelular, quando adicionado em culturas um inibidor da
sintese do oxido nitrico, N® monometil-L-arginina (L-N°MMA) (Brandonisio ef al., 2000;)
demonstrando o papel microbicida do Oxido nitrico na leishmaniose, com uma possivel
aplicagdo pratica da regulagdo imunoldgica e farmacologica da sintese do Oxido nitrico no
tratamento desta infec¢do (Panaro ef al., 1999).

Outro pardmetro que tem sido utilizado nos ensaios in vitro € a atividade
leishmanicida de drogas, tanto daquelas que ja estdo preconizadas no tratamento das
leishmanioses (Stibogluconato de sodio, Pentamidina) avaliando a toxicidade das mesmas
(Roberts et al., 1995), bem como a busca alternativa de drogas medicinais com bioatividade
potencialmente menos toxicas que as atualmente utilizadas e que apresentem baixo custo
(Mufioz et al., 1994; Delorenzi et al., 2001).

O modelo animal mais estudado para esses ensaios in vifro tem sido camundongos da
linhagem BALB/c. Este, quando infectado experimentalmente com parasitos do género
Leishmania, desenvolvem resposta celular tipo Th2 com baixa produgdo de IFN-y e altos
niveis de IL-4, permitindo a sobrevivéncia e a multiplicagdo desses parasitos no interior da

célula hospedeira o que os torna suscetiveis a infecgdo por espécies de Leishmania causadoras
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de leishmaniose tegumentar (DeKrey ef al., 1998). Estudos experimentais recentes tém
revelado sucesso também na interagdo in vitro de Leishmania com macrofagos de caes,
revelando que estes ndo so sdo suscetiveis a infecgdo in vitro por promastigota de Leishmania
(L.) infantum, como também sdo capazes de produzir oxido nitrico, bem como expressam
altos niveis da enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS), sugerindo que a infec¢do com
macrofagos deste animal é um bom modelo in vitro para futuras investigagdes da interagéo
parasito-célula hospedeira, em cdes, um hospedeiro natural do parasito Leishmania (Pinelli, ef

al 2000; Brandonisio, ef al., 2000).

1.10 JUSTIFICATIVA

A viabilidade dos sistemas in vitro tem proporcionado grandes avangos € um melhor
entendimento nos processos de interagdo parasito-hospedeiro. Na leishmaniose estudos
direcionados neste sentido tém revelado os comportamentos bioquimicos e imunologicos,
além de ter despertado grande interesse na aplicabilidade de testes com fins terapéuticos. Em
nossa literatura, constatam-se diversos trabalhos relacionados a espécies de Leishmania do
Velho Mundo como Leishmania donovani e Leishmania infantum agentes etiologicos de
leishmaniose visceral e Leishmania major de tegumentar, revelando que estas espécies
apresentam-se como bom modelo para ensaios in vitro quer na intera¢do de Leishmania com
macrofagos de camundongos BALB/c, como de caninos e humanos. No entanto, at€ o
presente momento poucos sdo os relatos em nossa literatura informando sobre o
comportamento in vitro das espécies de Leishmania do Novo Mundo, mais precisamente da
regido Amazonica, onde a existéncia de uma multiplicidade de espécies de Leishmania revela
o carater endémico da regido. Diante disso, decidimos neste trabalho avaliar o comportamento
biologico in vitro das espécies de Leishmania pertencentes ao subgénero Vianmnia, todas

agentes etiologicos de leishmaniose tegumentar, tendo como pardmetro a infectividade destas
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espécies em macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c, com o intuito de certificar se
este sistema tem aplicabilidade com as espécies Viamnia juntamente com o modelo animal

padrdo (camundongos BALB/c) que se tem utilizado.

2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o comportamento in vitro de cepas de Leishmania do subgénero Viannia da
Amazo6nia Brasileira, na infec¢do de macrofagos peritoneais de camundongos da linhagem
BALB/c.

2.2 ESPECIFICOS

e Determinar e comparar a infectividade de macréfagos peritoneais de camundongos
BALB/c infectados com cepas de Leishmania (V.) braziliensis, isoladas de casos clinicos de
leishmaniose cutdnea localizada (LCL) e leishmaniose cutidneo-mucosa (LCM), com L. (v.)

guyanensis, L. (V.) shawi, L. (V.) naiffi e L. (V.) lainsoni.

e Avaliar a produgdo de Oxido nitrico (NO), pela dosagem de nitritos (NO73) em
sobrenadante de cultura de macrofagos infectados com as espécies de Leishmania do

subgénero Viannia citadas acima.




3. MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAS DE Leishmania

Foram utilizadas 30 cepas de Leishmania do subgénero Viannia distribuidas em 6
grupos contendo cinco cepas cada: (I) L. (V.) braziliensis, isoladas de casos clinicos de
leishmaniose cutanea localizada (LCL), (I) L. (V.) braziliensis, isoladas de casos clinicos de
leishmaniose cutaneo-mucosa (LCM), (IIT) L. (V.) guyanensis, (IV) L. (V.) shawi, (V) L. (V.)
naiffi e (V1) L. (V.) lainsoni. As amostras foram isoladas de casos humanos e apenas dois de
animais silvestres procedentes de varias localidades da regido Amazonia (Tabela 3) e

preservadas no criobanco do Laboratério de Leishmaniose do Instituto Evandro Chagas.

3.2 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem BALB/c machos e fémeas, de
45 a 60 dias de idade, fornecidos pelo biotério central do Instituto Evandro Chagas-SVS,
mantidos no biotério experimental do Laboratério de Leishmaniose —IEC em condi¢des
apropriadas de ambiente € ragdo e agua, conforme orientagdo do Dr. Adevaldo da Silva

(responsavel pelo biotério).

3.3 MANUTENCAO DA VIRULENCIA DAS CEPAS DE Leishmania

Formas promastigotas de Leishmania mantidas em nitrogénio no criobanco do
Laboratério do Programa de Leishmaniose do servigo de Parasitologia do Instituto Evandro
Chagas foram preparadas em suspensdo de 0.1mL de solugZo salina a 0.9% na concentragdo
de 2x10° promastigotas/mL. Esta suspensdo foi inoculada em hamster Mesocricetus auratus
por injegdo intradérmica no coxim plantar esquerdo e direito para manutengdo da viruléncia

do parasito.




Tabela 3- Designagdo das cepas de Leishmania utilizadas no estudo.

REGISTRO

MHOM/BR/1995/M15280
MHOM/BR/1996/M15970
MHOM/BR/1995/M15493
MHOM/BR/1999/M17323
MHOM/BR/1992M 13970
MHOM/BR/1994/M15140
MHOM/BR/1999/M17593
MHOM/BR/2001/M19667
MHOM/BR/2001/M19673
MHOM/BR/2000/M19344
MHOM/BR/1999/M17332
MHOM/BR/2001/M19868
MHOM/BR/1999/M17312
MHOM/BR/1998/M17182
MCEB/BR/1984/M8408
MHOM/BR/1990/M13138
MHOM/BR/1997/M16524
MHOM/BR/1998/M16743
MHOM/BR/1999/M17347
MHOM/BR/1975/M4147
MHOM/BR/2001/M19811
MHOM/BR/1991/M13187
MHOM/BR/1993/M14229
MHOM/BR/1994/M14947
MDAS/BR/1989/M5533
MHOM/BR/1995/M15265
MHOM/BR/1993/M14263
MHOM/BR/1999/M18048
MHOM/BR/1994/M15143
MHOM/BR/1981/M6426

ESPECIE

! Leishmania (V.) braziliensis/ LCM

Leishmania (V.) braziliensis/ LCM
Leishmania (V.) braziliensis/| LCM
Leishmania (V) braziliensis/ LCM
Leishmania (V.) braziliensis/ LCM
Leishmania (V.) braziliensis/L.CL
Leishmania (V.) braziliensis/ LCL
Leishmania (V) braziliensis/ LCL
Leishmania (V.) braziliensis/ LCL
Leishmania (V.) braziliensis/ LCL
Leishmania (V.) shawi/LCL
Leishmania (V.) shawi/LCL
Leishmania (V.) shawi/L.CL
Leishmania (V.) shawi/LL.CL
Leishmania (V.) shawi/LLCL
Leishmania (V.) guyanensis/LL.CL
Leishmania (V.) guyanensis/L.CL
Leishmania (V.) guyanensis/ LCL
Leishmania (V.) guyanensis/ LCL
Leishmania (V.) guyanensis/ LCL
Leishmania (V.) naiffi/ LCL
Leishmania (V.) naiff/il LCL
Leishmania (V.) naiffi/ LCL
Leishmania (V.) naiffi/ LCL
Leishmania (V.) naiffi/ LCL
Leishmania (V.) lainsoni/ LCL
Leishmania (V.) lainsoni/ LCL
Leishmania (V.) lainsoni/ LCL
Leishmania (V.) lainsoni/ LCL
Leishmania (V.) lainsoni/ LCL

ORIGEM GEOGRAFICA

Paragominas-PA
Monte Dourado-PA
Abrel Figueiredo-PA
Paragominas- PA
Altamira-PA
Paragominas- PA
Itaituba- PA
Santarém-PA
Santarém-PA
Carajas-PA
Tomé-Acu- PA
Redengdo- PA
Tailandia- PA
Uliandpolis- PA
Carajas-PA
Monte Dourado- AP
Macapa- AP
Oiapoque- AP
Porto Grande- AP
Jari-AM
Melgaco- PA
Obidos- PA
Amazonas
Mazagdo- AP
Jari-AM
Ananindeua- PA
Benevides- PA
Icoaraci- PA
Pacaja- PA
Braganca-PA
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3.4 ISOLAMENTO DO PARASITO EM hamster (Mesocricetus auratus)

Os animais foram examinados semanalmente até o aparecimento da lesdo no local de
inoculagdo, quando entdo foram sacrificados para realizagdo de biopsia da les@o cutanea. O
material biopsiado foi transferido para meio de cultura bifasico agar-sangue Difco B45
(Laboratories, Detroit, Mich., USA) (Apéndice) e posteriormente repassados € mantidos em
15mL de meio RPMI 1640 (SIGMA) (Apéndice), suplementado com 10% de soro bovino
fetal (SFB) (CULTILAB), inativado a 56°C por 30 minutos, 1% de penicilina-G cristalina 100
U/mL, 1% de gentamicina 10ug/mL, 1% de 2mM L-glutamina ¢ 1% 10mM hepes, para
obtengdo de parasitos em maior quantidade, necessaria para os experimentos. Os parasitos
foram cultivados a temperatura aproximada de 26°C e observadas em intervalos de 4 a 7 dias

até atingirem a fase estacionaria de crescimento, quando entdo foram utilizadas.

3.5 CULTURA DE MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS BALB/c

Macrofagos utilizados nos ensaios de interagdo serdo obtidos da cavidade peritoneal de
camundongos da linhagem BALB/c de 45 a 60 dias de idades. Os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical e os macrofagos adquiridos através de lavagem peritoneal
injetando-se com agulha e seringa 5 a 6ml de PBS pH 7,2 (Apéndice) estéril gelado no
peritnio e massageando-o lentamente. Apds 5 minutos fez-se um pequeno corte no peritonio
e com auxilio de pipeta Pasteur estéril o liquido foi aspirado e colocados em banho de gelo.
Em seguida, a suspensdo de células foi lavada com PBS, sendo submetida a centrifugagio de
1500 x g por 10 minutos, a 5°C (Arora et al.,1991).

A concentra¢do das células peritoneais foi quantificada em camara de Neubauer e
ajustada para 2x10° macréfagos/mL em meio RPMI sem fenol (SIGMA), suplementado com
1% de SFB, 1% de penicilina-G cristalina 100 U/mL, 1% de gentamicina 10pg/mL, 1% de

2mM L-glutamina e 1% de 10mM HEPES. Uma aliquota de 50ul desta suspensdo foi
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adicionada em cada laminula de vidro estérii redonda de 12 mm de didmetro
(GLASSTECNICA) as quais foram incubadas por 1 hora a 35°C em estufa contendo 5% CO,,
para fixacdo dos macrofagos. Em seguida, as laminulas foram lavadas em banho por trés
vezes em PBS para remogdo das células que nao aderiram e na etapa subsequente incubadas
em placas de 24 pogos (COSTAR) contendo 500 ul de RPMI suplementado por 24 horas a

35'C em estufa contendo 5% de CO..

3.6 INFECCAO DAS CULTURAS DE MACROFAGOS COM CEPAS DE Leishmania
(Viannia) sp.

Para a infec¢@o dos macrofagos peritoneais foram utilizadas formas promastigotas de
Leishmania em fase estacionaria de cultivo. A suspensdo de parasitos teve sua concentragdo
quantificada em cdmara de Neubauer ajustada para 8x10° parasitos/mL e 50ul desta suspensdo
serd adicionada a cultura de macrofagos para obtencdo da infecgdo. Apds a adigdo de
Leishmania, as placas foram incubadas durante 24 horas a 35°C em estufa contendo 5% de
CO;. Em seguida, as laminulas foram retiradas, lavadas trés vezes em PBS, coradas pelo
Giemsa e montadas sobre laminas de vidro para microscopia (24 x 76 mm) utilizando-se como
resina Permount. Os sobrenadantes das culturas de macrofagos infectados (300 pl ) foram
coletados e submetidos a centrifugacdo a 1200 x g por 5 minutos e estocados a -20°C até o

momento do uso para avaliar a produgdo de 6xido nitrico (NO).

3.7 DETERMINACAO DO INDICE DE INFECCAO
A infectividade in vitro dos macrofagos peritoneais dos camundongos BALB/c e o
grau de parasitismo apresentado pelas cepas de Leishmania foi determinado pela

quantificagdo das células em microscopio Optico comum. As laminulas foram contadas, em

triplicatas, quantificando-se 200 células por laminula, contando-se o nimero de macrofagos
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infectados por Leishmania e o ntimero de macrofagos ndo infectados. Além disso, foi
determinado o numero médio de parasitos por macrofago. Este parametro € denominado de

indice de Infecgdo e foi calculado para cada laminula conforme Louassini ef al. (1998):

indice de Infecgiio = Porcentagem de macrofagos infectados X Niimero médio de
parasitos por macréfago

3.8 QUANTIFICACAO DA PRODUCAO DE OXIDO NITRICO (NO)

3.8.1 Determinacio dos niveis de nitrito

A produgdo de oxido nitrico foi determinada através da concentragdo de nitritos
presentes no sobrenadante de culturas de macrofagos infectados com formas promastigotas de
Leishmania pelo método de Griess (Green et al., 1990). Este método consiste em uma reagdo
colorimétrica, no qual o sobrenadante da cultura (300 pl ) foi incubado com igual volume dos
reagentes de Greiss (1% de sulfonilamida, 0,1% de dihidrocloreto de naftilenodiamina e 2,5%
de acido orto-fosforico) recém preparado, durante 10 minutos a temperatura ambiente. A
absorbéancia foi determinada em espectrofotometro (ZEISS) com densidade Otica de 540nm,
contra um branco constituido por meio de cultura (RPMI) e reagente de Griess em volumes
iguais. Os resultados foram expressos em de uM de NO;, com base numa curva padrdo com
concentragdes conhecidas de nitrito de sodio (NaNO) dissolvido em meio de cultura.

Em todos os ensaios foram utilizados como controle o sobrenadante de cultura de
macréfagos sem parasito. Todos os testes serdo realizados em triplicatas.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram apresentados como média + erro padrdo de 5 experimentos.
Diferencas estatisticamente significantes foram determinadas utilizando-se o Programa
STATISTICA com a analise de varidncia ANOVA-MANOVA seguido do teste de corregdo

Duncan. Valores de p< 0,05 foram considerados significantes.
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3.10 ASPECTOS ETICOS

O projeto intitulado “Estudo in vitro da infectividade de diferentes espécies de
Leishmania do subgénero Viannia, agentes de LTA na Amazonia Brasileira, em
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c” foi elaborado e submetido a apreciagdo

do Comité de Etica em Pesquisa com Animais (CEPAN) do Instituto Evandro Chagas.

4. RESULTADOS

4.1 PORCENTAGEM DE MACROFAGOS INFECTADOS

A porcentagem de macrofagos infectados pelas cepas de L. (V.) braziliensis isoladas
de casos clinicos de LCM (77%), L. (V.) guyanensis (715%), L. (V.) shawi (73%) e L. (V.)
naiffi (75%) foram similares, ndo revelando diferenga estatistica quando comparados entre si,
porém, superiores e significantes quando comparado com cepas de L. (V.) braziliensis

isoladas de casos clinicos de LCL (66%) ¢ L. (V.) lainsoni (68%) como demonstrado na figura
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Figura 5. Porcentagem de macrofagos peritoneais de camundongos
BALB/c infectados com Leishmania (Viannia) sp.
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4.2 NUMERO DE PARASITOS POR MACROFAGOS INFECTADOS

Verificamos que o nimero de parasitos por macrofago infectado apresentou pouca
variagdo entre as diferentes espécies de Leishmania estudadas (figura 6). Porém, a espécie L.
(V.) braziliensis/LCM apresentou o maior niimero de parasito/macrofago (média de 5
parasitos/macrofago). Este resultado mostrou-se relevante quando comparado com a média de
parasitos resultante da infeccdo com as cepas de L. (V.) naiffi, a qual apresentou média de 3
parasitos/macrofagos. Quanto as demais espécies, L. (V.) braziliensis/LCL, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) shawi e L. (V.) lainsoni, notou-se que apresentaram médias intermediarias
de 4 parasitos/macréfagos. Na figura 7 observa-se um painel ilustrando a infecgdo in vitro por

estas espécies.
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Figura 6. Numero médio de parasitos por macréfagos peritoneais de

camundongos BALB/c infectados com espécies de Leishmania (Viannia) sp.
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Figura 7A. Painel de fotomicrografias ilustrando a infec¢do in vitro de macrofagos
peritoneais de camundongos BALB/c com Leishmania (Viannia) sp: (A e B) macrofagos
sem infecgdo; (C ) macréfagos infectados com L.(V.) braziliensis isolada de casos clinicos
de leishmaniose cutanea localizada (LCL); (D) L.(V.) braziliensis isolada de casos clinicos
de leishmaniose cutaneo-mucosa (LCM). Aumento: 1000x
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Figura 7B. Painel de fotomicrografias ilustrando a infec¢@o in vitro de macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c com Leishmania (Viannia) sp: (E) macrofagos infectados com
L. (V.) guyanensis; ( F) L.(V.)shawi; (G) L.(V.) naiffi € (H) L. (V.) lainsoni. Aumento: 1000x
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4.3 INDICE DE INFECCAO

Com relagdo ao indice de infec¢do, que € o resultado da porcentagem de macrofagos
infectados vé€zes o niimero de parasitos por macréfago, observamos que cepas de Leishmania
(V.) braziliensis/LCM apresentaram o maior indice de infecg¢do (385), o qual mostrou-se
significativamente maior (p< 0,05) quando compado aos das cepas de Leishmania (V.) naiffi
(215), Leishmania (V.) lainsoni (272), Leishmania (V.) shawi (292) e Leishmania (V.)
braziliensis /LCL (264). Quanto as demais espécies analisadas entre si, observou-se diferenca

significativa entre Leishmania (V.) guyanensis (300) e L. (V.) naiffi (215) (figura 8).
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Figura 8. Indice de infecgiio em macréfagos peritoneais de camundongos

BALB/c infectados com espécies de Leishmania (Viannia) sp.
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4.4 QUANTIFICACAO DA PRODUCAO DE OXIDO NITRICO (NO)

A produgio de d6xido nitrico (NO) foi analizada pelo método de Griess, de acordo com

Green et al (1990), através do qual onde se determinou a quantidade de nitrito presente no

| sobrenadante das culturas de macréfagos 24 horas apos a infecg@o dessas células.

A figura (9) mostra valores variaveis nas concentragdes de NO (nitrito) presente nas
{ culturas de macrofagos, com produgio significativamente maior (p<0,05) para as culturas
} de macrofagos infectados com L.(V) naiffi (4uM) produgdo significativamente menor
(p<0,05) para as culturas de macréfagos infectados com L. (V.) braziliensis/LCM
(2,15uM). Quanto as outras espécies, notou-se que os valores de NO (nitrito) presentes
nas culturas de macréfagos infectados com L. (V.) braziliensis/LCL (3uM), L. (V.)

guyanensis (2,76uM) e L. (V.) shawi (2,96uM) ndo mostraram significancia (p> 0,05)

quando comparadas entre si.
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Figura 9. Niveis de NO (uM) nos sobrenadantes das culturas de macrofagos
infectados com L. (Viannia) sp
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5 DISCUSSAO

O uso de macrofagos peritoneais de camundongo BALB/c tem sido bem documentado
em estudos experimentais, in vitro, para analise da sua interagdo com diferentes espécies de
Leishmania, especialmente aquelas do subgénero Leishmania encontradas no Velho Mundo,
como L. (L.) infantum (Grimm et al., 1991), L. (L.) donovani (Mendez et al., 2000) e L. (L.)
major (Liew et al., 1991). Entretanto, em relagdo as espécies de Leishmania do subgénero
Viannia, todas autoctones do Novo Mundo, muito pouco tem sido investigado, constituindo
uma lacuna no estudo da infec¢do, in vitro, do macréfago com o protozoario. Assim, o
presente estudo foi idealizado visando investigar o potencial de infectividade das diferentes
espécies de Leishmania do subgénero Viannia, agentes de LTA na Amazdnia brasileira, em
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c, assim como, a producdo de NO pelos
macrofagos infectados com o intuito de contribuir com o conhecimento desse importante
estagio da patogenia da LTA.

De acordo com nossos resultados apresentados na figura (8) observamos que as
diferentes espécies de Leishmania do subgénero Vianmia apresentaram infectividade
semelhante entre si com excegdo de cepas de L. (V.) braziliensis isoladas de caso clinico de
LCM e da espécie L. (V.) naiffi. Esta diferenca de infectividade existente entre as espécies de
Leishmania tem sido documentada em alguns trabalhos (Savoia ef al., 1991; Lainson & Shaw,
1989; 1990).

Considerando-se que, para melhor avaliar a infectividade das espécies de Leishmania
foi necessario determinar o indice de infecgdo, o qual resulta diretamente da porcentagem de
macrofagos infectados e do nimero de parasitos por macrofagos, faremos inicialmente alguns

comentarios sobre estes dois parametros isoladamente.
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Em relag3o a porcentagem de macrdfagos infectados, observou-se grande semelhanca
entre as espécies estudadas embora no caso de L. (V.) braziliensis/LCL e L.(V.) lainsoni tenha
apresentado os menores valores no niumero de macrofagos infectados (figura 5). Esses
resultados em relagdo L. (V.) braziliensis/LCL estdo de acordo com os observados por Rey ef
al., (1990), que detectaram um percentual de 68% do macrofagos peritoneais do camundongo
BALB/c infectados por esta espécie. Por outro lado, faz-se importante mencionar que Madeira
et al., (1999) ao realizarem ensaios in vitro com esta espécie em macrofagos peritoneais de
cdo, observaram uma taxa maior de infectividade (81%). Entretanto, deve ser observado que
ndo sO a célula hospedeira era procedente de um outro animal como também os autores ndo
mencionaram a procedéncia das cepas de L. (V.) braziliensis usadas no referido estudo, se
isolada de um caso clinico da forma LCL ou LCM. Ou seja, ha possibilidade de que esses dois
fatores tenham influenciado na taxa observada por esses autores, ja que em nosso estudo
observamos que cepas de L. (V.) braziliensis/LLCM tiveram uma capacidade maior de infecgdo
dos macrofagos do que as cepas L. (V.) braziliensis/LCL, e outro fator diz respeito a
possibilidade de uma maior vulnerabilidade do macrofago de cdo para a infecgdo pela L. (V)
braziliensis. Em relagdo as demais espécies utilizadas no estudo, observou-se similaridade na
porcentagem de macrofagos infectados, demonstrando que as mesmas apresentam capacidade
semelhante de internalizar na célula hospedeira. Neste sentido, vale a pena ressaltar que ndo
encontramos dados na literatura que pudéssemos confrontar aos nossos achados,
principalmente com as espécies L. (V.) guyanensis, L. (V.) shawi, L. (V.) lainsoni, e L. (V)
naiffi registrando-se assim pela primeira vez estudo in vitro com essas espécies. Nao obstante,
experiéncias com essas espécies no Laboratério de Leishmaniose do Instituto Evandro
Chagas, mostraram que elas apresentam boa infectividade in vivo, na manuteng@o de cepas em
animais de laboratério, assim como um bom crescimento in vifro em meios de cultivo

apropriados, com excegdo da L. (V.) naiffi, que sera abordada posteriormente.
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Diante da similaridade observada sobre a porcentagem de macrofagos infectados,
questionamos se a infectividade estaria mais relacionada & capacidade do parasito em
estabelecer-se e multiplicar-se na célula hospedeira. Em nossos resultados observamos que,
com excegdo da L. (V.) braziliensis/LCM e L. (V.) naiffi, as demais espécies apresentaram
média semelhantes relativas ao nimero de parasitos/macrofago infectados (figura 5) o que
refletiu em um padrao semelhante de infectividade para as espécies L. (V) braziliensis/LCL,
L. (V.) guyanensis, L. (V.) shawi, L. (V) lainsoni. Assim sendo, notamos que cepas de L. (V)
braziliensis/LCM, que tiveram média de 5 parasitos/macrofago foram as que apresentaram o
maior indice de infectividade e cepas de L. (¥.) naiffi que tiveram como média 3 parasitos por
macrofago apresentaram menor indice de infectividade. Desse modo, demonstramos que a
infectividade estd diretamente relacionada a capacidade do parasito de multiplicar-se no
macrofago, uma vez que em nossas condigdes in vitro a espécie de Leishmania que conseguiu
evadir-se dos mecanismos microbicidas e multiplicar-se intensamente no interior dos
macrofagos, como a L. (V) braziliensis/LCM, foi a que demonstrou a maior capacidade de
infecgdo. Por outro lado, o inverso ocorreu com a L. (¥.) naiffi, ja que esta ndo apresentou
grande capacidade de multiplicar-se na célula hospedeira.

Com relagiio a L. (V) naiffi Lainson & Shaw (1990) relataram que o parasito
apresenta bom crescimento em meios de cultivo, porém, este comportamento biologico in
vivo mostrava-se limitado em pele de hamster, por exemplo, onde produz uma infecgdo
inaparente ou com nodulos cutdneos inconspicuos contendo escassos parasitos na lesdo. Desse
modo, achamos que nossos resultados in vitro assemelharam-se aos achados in vivo por esses
autores, uma vez que, apesar de apresentarem similaridade na porcentagem de macrofagos
infectados por esta espécie, 0 numero de parasitos multiplicados em seu interior foi baixo

comparado com as outras espécies, sugerindo a L. (V) ndiffi ap6s internalizar-se nos

macrofagos, ndo conseguiu se multiplicar bem no interior destas células, o que veio
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reproduzir em nossos ensaios na espécie de menor infectividade. Além disso, veio confirmar
que a baixa infectividade desta espécie para os macrofagos de camundongos BALB/c pode
estar relacionada também com o baixo grau patogénico desta espécie para o homem, ja que,
diferentemente das outras espécies estudadas a L. (V.) naiffi é a que tem sido encontrada
menos frequientemente infectando o homem na Amazonia e, nos poucos casos registrados essa
infecgiio tem-se traduzido no homem em lesSes cutdnea simples e de facil resolug@io e sem
sequelas.

Com respeito a L. (V.) braziliensis, embora a literatura enfatize que o numero de
parasitos na infecgdo em hamster mostre-se escasso (Lainson, R. 1982; Childs, et al., 1984)
nossos resultados in vitro demonstraram uma grande quantidade de amastigotas no interior
dos macrofagos, tanto com cepas de L. (V) braziliensiss’LCL, com média de 4
parasitos/macrofago quanto nas cepas de L. (V) braziliensissLCM, com média de 5
parasitos/macrofago (figura 6), confirmando o potencial de infectividade desta espécie para o
macrofago de camundongo BALB/c. Entretanto, cabe-nos lembrar que utilizamos um sistema
isolado constituido apenas de uma célula com grande capacidade fagocitica, um fagocito
profissional e o parasito Leishmania o que diferentemente do que tem-se in vivo, onde varios
fatores podem estar atuando colaborando para o controle ou exacerbagdo do parasitismo na
lesdo. Dekrey er al, {1998) ao realizarem experimentos in vivo em camundongos BALB/c
observaram que a L. (¥.) braziliensis induziu lesdo cutinea discreta que dificilmente ulcerou,
¢ que demorou por vezes até meses para surgir, além de apresentar uma escassez de parasito
na lesdio o que dificultou sua demonstragdo. De acordo com os mesmos autores esta baixa
carga parasitaria estaria modulada a altos niveis de IFN-y e baixos niveis de TNF-a
produzidos por camundongos BALB/c quando infectados por esta espécie, ressaltando que o

comportamento do parasito pode ser influenciado por fatores biologicos envolvidos nos

diferentes modelos experimentais in vitro e in vivo.
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Outro ponto que nos chamou atengdo neste trabalho foi a diferenca intra-especifica,
notadamente entre as cepas de L. (V.) braziliensis, isoladas de diferentes formas clinicas.
Cepas isoladas de leishmaniose cutinea localizada (LCL), uma forma mais branda da doenga,
apresentaram-se menos infectivas em relagdo as cepas isoladas de casos de leishmaniose
cutdneo-mucosa (LCM), uma forma mais grave da doenga. Essa observag@o relativa a
variacdo de infectividade intra-especifica também foi constatada por Gomes ef al., (2001) ao
analizarem a infectividade de cepas de L. (L.) amazonensis isolada de diferentes formas
clinicas (LCL, LCDB, LCD), entre as quais as cepas isoladas da forma mais grave da doenga
(LCD) apresentaram maior infectividade. Além disso, um outro ponto a esclarecer seria de
uma possivel relagio da variagdo intra-especifica da infectividade com a existéncia de um
polimorfismo genético entre cepas de uma mesma espécie isolada de diferentes formas clinica
de leishmaniose (Gomes ef al., 2002; Sodré e7 al., 2002). A este respeito Gomes ef al. (2002)
embora tenham demonstrado a existéncia de polimorfismo genético intra-especifico entre
cepas de L. (L.) amazonensis isoladas de diferentes casos clinicos de LTA ndo puderam
correlacionar essas diferengas com a forma clinica da doen¢a. Do mesmo modo, Almeida
(2000) observou que cepas de L. (V) braziliensis isoladas de LCL e LCM apresentavam
polimorfismo genético, entretanto os marcadores genotipicos usados ndo foram suficientes
para estabelecer correlagio com as manifestagbes clinicas. Assim, no caso do presente
trabalho onde constatamos a existéncia de uma maior viruléncia das cepas de L. (V)
braziliensis/LCM acreditamos que futuras investigagBes ao nivel de biologia molecular
poderdo elucidar esse comportamento biolégico do parasito.

Com relagdo a destruigdo do parasito do género Leishmania dentro do macrofago tem
sido demonstrado em macréfagos de camundongo BALB/c que atividade leishmanicida €
mediada por reativos intermediarios de oxigénio e de nitrogénio, especialmente o oxido

nitrico (NO) (Liew et al, 1990a). A importancia desta atividade leishmanicida exercida pelos
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macrofagos tem sido evidenciada pelo aumento na carga parasitiria apos a inibi¢do com
antagonista do NO (Liew & O’donnell, 1993). Por outro lado, ha relatos que a L. (1.)
amazonensis pode inibir diretamente a sintese de NO e bloguear o desenvolvimento da
resposta imune do tipo Thl favorecendo a exarcebagdo da doenga (Balestieri ef al., 2002).
Nossos experimentos mostraram niveis varidveis em relagio a produgdo de NO nos
sobrenadantes das culturas de macrofagos infectados com as espécies de Leishmania do
subgénero Viamnia, e estes apresentaram correlagdo inversa com o indice de infecgao
especialmente com cepas de L (V) braziliensis isoladas de casos clinicos de LCM, a qual
apresentou menor produgdoc de NO e maior infectividade quando comparada as demais
espécies, estritamente quando comparada com L. (¥.) naiffi que apresentou maior produgdo de
NO e conseqiientemente menor infectividade. Corroborando com os nossos achados, tem sido
mostrada associag@o entre altos niveis de NO e discreta presenca da espécie L. (L.) major no
interior de macrofago de camundongo (Liew ef al., 1990b).

Em relagdo a L. (V) braziliensis, espécie utilizada em nosso estudo, que apresentou
menores niveis na producdo de NO, alguns autores tém observado que a infecgdo in vitro de
cultura de macrofagos peritoneais de camundongo BALB/c por esta espécie promove
aumento na quantidade de formas intracelulares deste parasito mediante a adigdo do TGF- B,
citocina que tem sido implicada em inibir o efeito microbicida de macrofagos (Barral ef al.,
1993). Desse modo hipotetizamos que em relagdo a esta espécie (L. (V.) braziliensis/LCM)
fatores relacionados ao parasito possam estar modulando a resposta microbicida do macrofago
resuitando em uma baixa produgdo de NO e consequentemente alta infectividade por esta
espécie. Interessante salientar que situagdo inversa foi observada em relagdo a L. (V.) naiffi
{alta producdio de NO e baixa infectividade). Em relagio a esta espécie sugerimos que o
parasito apresentou reduzida habilidade frente a uma resposta aos mecanismos destrutivos dos

macrofagos, e asﬂsirn”s;:ndo, supomos que 0 mecanismo leishmanicida de produgdo de NO
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possa estar atuando na destruigio deste parasito no interior dos macréfagos impedindo assim
sua multiplicagio no interior dos mesmos, traduzindo em baixa infectividade por esta espécie
em relag@o as demais. Quanto a produgdo de NO de macrofagos infectados com as outras
espécies de Leishmania (L (V.) shawi, L (V) guyanensis e L (V) lainsoni) estudadas
observamos que houve correlagio inversa com a infectividade destas espécies.

Finalizando, gostariamos de mencionar algumas observagdes a respeito dos ensaios in
vitro registrados na literatura, os quais tém associado a infectividade do parasito do género
Leishmania ao seu tempo de cultivo em meios artificiais demonstrando diminuigao da
infectividade com passagens sucessivas in vitro (Zakai ef al., 1998). Em nossos experimentos
utilizamos promastigotas em fase estacionaria de cultivo, fase que apresenta maior nimero de
parasitos metaciclicos infectivos, apés isolamento do hamster e somente uma passagem em
meio RPMI 1640, o que nos forneceu suporte de que a diferenca de infectividade observada
entre as espécies usadas em nosso trabalho ndo poderia estar relacionada ao nimero de
passagens in vitro. Outro fator que tem sido descrito relacionado a infectividade por
Leishmania € a temperatura em que esses parasitos tém sido utilizados nos ensaios. Mendez et
al, (2000) ao utilizarem L. (L.) donovani na infecgdio in vitro de macrofagos de hamster
observaram que a 37°C esta espécie apresentou maior infectividade. Semelhantes achados
foram atribuidos a L. (L.) infantum. Durante nossos ensaios adotamos a temperatura de 35°C,
uma vez que 20 utilizarmos temperatura mais elevada (37°C), a qual tem sido preconizada na
Iiteratura observamos que as espécies de Leishmania utilizadas no nosso estudo adotavam
morfologia de amastigotas € raramente internalizavam nos macrofagos, o que ndo foi
observado a 35°C. Nossa observaciio foi condizente com os achados de Arora ef al., (1991)
que demonstraram que a 35°C a espécie L. (V.) donovani eram capazes de multiplicar-se
intensamente no interior de macrofagos sendo mais resistentes a destruigio pela célula

hospedeira. Esta diferenca de temperatura ideal de infectividade em relagiio & espécie L. (L.)
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donovani e L. (L.) infantum e as utilizadas em nosso estudo pode ser sugerida pelo seguinte
fato: L. (L.) donovani e L. (L.) infantum sdo agentes de leishmaniose visceral, onde o parasito
infecta macrofagos de orgdos como bago e figado onde a temperatura ¢ relativamente mais
elevada do que na pele, podendo assim resistir a esta temperatura (37°C), diferente das
espécies utilizadas em nosso estudo que sdo essencialmente dermotropicas, sendo assim

sensiveis a esta temperatura.

6 CONCLUSOES

Cepas de L. (V.) braziliensis isoladas de leishmaniose cutineo-mucosa apresentaram
maior indice de infectividade em macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c e menores

niveis de producdo de NO.

Houve diferenca intra-especifica de infectividade nas cepas de L. (V.) braziliensis
isoladas de diferentes formas clinicas (LCL e LCM) de LTA.

A espécie L. (V.) naiffi apresentou menor indice de infectividade e conseqiientemente

maior produgdo de NO.

As espécies L. (V.) guyanensis, L. (V.) shawi, e L. (V.) lainsoni apresentaram padrdo

semelhantes de infectividade.



APENDICE

I- Corante Giemsa

3g de Giemsa
260 mL alcool metilico

140 mL glicerol

II- Agua tamponada pH 7,5
3g Na,HPO,
0,6g KH,PO4

2

1000 mL.  agua destilada

I- 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.  4gua destilada

IV- Soluciio tampao de salina fosfatada (PBS) pH 7,2

1,04¢g Na,HPO,
O,358g Nazl‘]PO4 HZO
7,905g NaCl

1000 mL agua destilada




V- Meio RPMI (estoque) pH 7,2

84¢g RPMI
2g Na;COs
1000 mL agua destilada

VI- Meio RPMI (uso) pH 7,2
RPMI estoque contendo 10% de soro bovino fetal (SBF) e 1% de hepes, 1% de

penicilina e gentamicina
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