


UNIVERSIDADE FEDER_AL DO PARÁ

NúCLEO DE MEDICINA TROPICAL

CURSO DE PÓS-GRADUAÇÃO E~ DOENÇAS TROPICAIS

ESTuDo IN VITRO DA INFECTIVIDADE DE ESPÉCIES DE
LEISHMANIA DO SUBGÊNERO VIA1V1VIA EM MACRÓFAGOS

PERITONEAIS DE CAMUNDONGO BALB/c.

BELÉM-PARÁ
2003



ESTUDO IN VITRO DA INFECTIVIDADE DE ESPÉCIES DE
LEI8HMANIA DO SUBGÊNERO VIANNIA EM MACRÓFAGOS

PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS BALB/c.

Dissertação apresentada ao curso de Pós-

graduação em Doenças Tropicais, área de

concentração Patologia das Doetiças Tropicais,

do Núcleo de Medicina Tropical da Universidade

Federal do Pará, como requisito para obtenção do

título de Mestre em Doenças Tropicais.

Orientador: Dr. Femando Tobias Silveira
Co-orientadora: Dra Claudia Gomes

BELÉM-PARÁ
2003



Campos, Marliane Batista
C 198e Estudo in vitro da infectividade de espécies de Leishmania

do Subgênero Viannia em macrófagos peritoneais de camundongo
BALB/c / Marliane Batista Campos- Belém, 2003.

78fl., enc.

Dissertação (Mestrado em Medicina Tropical) -Núcleo de
Medicina Tropical, Universidade Federal do Pará. 2003
Bibliografia:fl.64-78

1. Leishmania- Subgênero Viannia. 2. Camundongo
BALB/c. 3. Macrófagos peritoneais 1. Título

CDD616.9364



ESTUDO IN VITRO DA INFECTIVIDADE DE ESPÉCIES DE
LEI8HMANIA DO SUBGÊNERO VIANNIA EM MACRÓFAGOS

PERITONEAIS DE CAMUNDONGO BALB/c.

Dissertação apresentada ao curso de Pós-

graduação em Doenças Tropicais, área de

concentração Patologia das Doenças Tropicais,

do Núcleo de Medicina Tropical da Universidade

Federal do Pará, como requisito para obtenção do

título de Mestre em Doenças Tropicais.

Olientador: Dr. Femando Tobias Silveira
Co-orientadora: Dra Claudia Gomes

Prof Dra. Rita Catarina Monteiro
(Universidade Federal do Pará)

Prof Dr. Claudio Guedes Salgado
(Universidade Federal do Pará)

Prof Dr. Ralph Lainson
(Instituto Evandro Chagas)

Julgado em: _/_/_
Conceito: _

BELÉM-PARÁ

2003



"Existem homens que lutam um dia e são bons,

existem outros que lutam muitos dias e são melhores, porém

existem aqueles que lutam toda uma vida, esses são os imprescindíveis"

Bertold Bretch



A minha mãe, Rúbia Campos, a quem dedico as realizações

mais importantes da minha vida, pela constante dedicação

e inestimável apoio que tem estimulado

meu desenvolvimento pessoal e profissional.



Ao meu orientado r Prof. Dr. Fernando Silveira, que com êxito me fez descobrir e

enveredar pela ciência, e que em sua sabedoria me transmitiu conhecimento e autoconfiança o

que tem contribuído para o meu amadurecimento científico, humano e profissional. Serás

sempre um grande exemplo a seguir, a você o meu muito obrigada.

Ao Prof. Dr. Ralph Lainson, "mestre guru", por quem tenho extrema admiração e

respeito pela excelência de pesquisador e homem humilde que tão gentilmente me aceitou

como orientanda no início dessa jornada quando várias portas se fecharam.

Ao Prof. Dr. Carlos Corbett que gentilmente abriu as portas de seu laboratório (LIM-

SüIFMUSP) para aprendizagem das técnicas laboratoriais utilizadas neste trabalho.

A minha co-orientadora Profl. Dra. Cláudia Gomes que com toda paciência e

dedicação repassou-me as técnicas laboratoriais e por ter proporcionado oportunidades que

contribuíram para a minha permanência por um ano no laboratório (LIM-SüIFMUSP) que foi

fundamental para o início deste trabalho, bem como pelo espírito crítico que muito enriqueceu

nosso estudo. Muito obrigada amiga.

Ao Prof. Carlos e Prof. Dr. Rugo Pequeno chefe do Laboratório de

BioquímicalHemocentro RCIFMUSP por permitir a realização das primeiras dosagem de NO

em seu laboratório.

A querida Profl. Dra. Márcia Laurent (LIM-Sü/FMUSP) pelas grandes sugestões e o

apoio na realização deste trabalho e pelo seu incentivo e carinho constantes.

Ao colega do laboratório de moléstias infecciosas e parasitárias LIM-SüIFMUSP

Francisco Aranha por repassar a técnica dos ensaios in vitro. > ~



A secretária do LIM-SO/FMUSP Lia Negrão, pela simpática pessoa e pela ajuda na

aquisição de material científico.

Aos Diretores do Instituto Evandro Chagas, DI. Jorge Femando Soares Travassos da

Rosa e Dr. Edvaldo Carlos Brito Loureiro pela oportunidade do desenvolvimento do projeto

nessa instituição de pesquisa.

Ao DI. Adelson Souza, pelo estímulo e apoio sempre constante durante a realização

deste trabalho.

A equipe do Laboratório de Leishmaniose Nonato, Brandão, Martins, Aprígio, Carlos,

Machado, Iodando, Júlio, Negrão, Leonidas Graça, Rose, Zuíla e Domingas, não somente

pela prontidão e colaboração técnica durante a realização deste trabalho, mas principalmente

pela amizade que nasceu durante nosso convívio.

A amiga Yara Jennings que carinhosamente dispôs do seu tempo para me ajudar em

alguns passos na finalização deste trabalho.

Aos colegas do curso de mestrado em especial ao Mauro Magno, Rozinéia, e DI.

Paulo Pimenta pelo companheiro.

As amIgas Liliane, Khrisna e Roberta, aos mestrandos Dirceu e Simone e aos

estagiários do Programa de Leishmanioses do IEC, Renata, Lucíola, Luciana, e Thiago pelo

convívio profissional e pessoal sempre muito calorosos.

À Maria José Mateus, Nonato Santos, Joel Almeida e toda a equipe da Biblioteca do

IEC que colaboraram na busca da informação bibliográfica.

A secretária da Parasitologia/Laboratório de Leishmaniose IEC Edna Maués pelo

constante apoio emocional.



À Carolina Costa, Graça Silva, Adlai Sousa, Jedson, Augusto, Rodney e toda a equipe

de Informática do mc pelo auxílio na formatação deste trabalho.

Ao Diretor do Núcleo de Medicina Tropical da UFP A, Prof. DI. Luiz Carlos Silveira,

e aos Coordenadores do Curso de Mestrado, Dra. Tereza Cristina Corvelo pelo apoio e

incentivo à pós-graduação,e especialmente ao querido Prof. DI. Habib Fraiha que com muita

presteza sempre esteve disposto a me ajudar nas questões burocráticas durante o período que

coordenou este o curso, e obrigada também pelo carinho que sempre recebi.

Ao Prof. DI. José Luís Nascimento e Profa. Edilene por permitirem a continuação da

realização da dosagem de NO em seus laboratórios e ao estagiário Marcos Sarmento pela

grande ajuda no processamento das amostras.

A minha amada mãezinha que tão cedo teve que se acostumar com minha ausência em

casa, mas que nunca me fez desacreditar dos meus sonhos e seguir em busca dos meus ideais.

Aos meus queridos irmãos Jean, Kelly, Jailson e Carlinho que vêem na irmã mais

velha a força de vencer.

À tia Nely ( in memória) que nos deixou antes que eu terminasse mais essa etapa em

minha vida. Tenho a certeza que vamos nos encontrar novamente e então vou te dizer, muito,

muito obrigada tia por tudo.

Ao meu querido tio Idelvan, que sempre foi como um verdadeiro pai me ajudando

nestes longos anos e sempre muito carinhoso.

Aos meus pnmos e filhinhos queridos Jumor e Bárbara, pelo imenso carinho e

confiança e pela compreensão nos momentos ausente por questão deste trabalho e mil

desculpas pelos momentos de estresse.

A amiga Femanda Moura, pela amizade e constante incentivo na minha vida

profissional.



A todos aqueles cUJos nomes não foram citados, mas que direta ou indiretamente

colaboraram para a realização deste trabalho.



LISTA DE FIGURAS

LISTA DE ABREVIATURAS

RESUMO
ABSTRACT

1 INTRODUÇÃO 15

1.1 HISTÓRICO 15

1.2 CONCEITO 17

1.3 ETIOLOGIA. 18

1.3.1 A posição taxonômica do parasito 18

1.5 DISTRIBUIÇÃO GEOGRÁFICA. 23

1.6 EPIDEMIOLOGIA. 24

1.6.2 Aspectos epidemiológicos da LTA com ênfase à região Amazônica 25

1.7 O SUBGÊNERO Leishmania Viannia 27

1.9 ENSAIOS IN VITRO COM LESlHA1ANIA 38

1.10 JUSTIFICATIVA AI
•

2 OBJETIVOS 42

2.1 GERAL 42



2.2 ESPECÍFICOS 42

3 MATERIAL E MÉTODOS .43

3.1 Amostras de Leishmania .43

3.2 ANIMAlS DE EXPERIMENTAÇÃO 43

3.3 MANUTENÇÃO DA VIRULÊNCIA DAS CEPAS DE Leishmania .45

3.4 ISOLAMENTO DO PARASITO EM hamster (Mesocricetus auratus) .45

3.5 CULTURA DE MACRÓFAGOS PERITONEAlS DE CAMUNDONGO BALB/C ..46

3.6 INFECÇÃO DAS CULTURAS DE MACRÓFAGOS COM Leishmania Viannia .46

3.7 DETERMINAÇÃO DO ÍNDICE DE INFECÇÃO .46

3.8 QUANTIFICAÇÃO DA PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO (NO) .47

3.8.1 Determinação dos níveis de nitrito .47

3.9 ANÁLISE ESTATISTICA. .47

3.10 ASPECTOS ÉTICOS .48

4 RESULTADOS 48

4.1 PORCENTAGEM DE MACRÓFAGOS INFECTADOS .48

4.2 NÚMERO DE PARASITOS POR MACRÓFAGOS INFECTADOS .49

4.3 ÍNDICE DE INFECÇÃO 52

4.4 QUANTIFICAÇÃO DA PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO (NO) 53

5 DISCUSSÃO 54

6 CONCLUSÕES 61

APÊNDICE 62

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 64



Figura 5- Porcentagem de macrófagos perítoneais de BALB/c infectados

com espécies de Leishmania (Viannia) sp

Figura 6- Número médio de parasitos por macrófagos peritoneais de camundongos

BALB/c infectados com espécies de Leishmania (Viannia) sp

Figura 7A- Painel de fotomicrografias ilustrando a infecção in vitro de macrófagos

Peritoneais de camundongos BALB/c com Leishmania (Viannia) sp

Figura 7B- Painel de microfotografia ilustrando a infecção in vitro de macrófagos

Peritoneais de BALB/c Leishmania (Viannia) sp

Figura 8- Índice de infecção de macrófagos perítoneais de camundongos BALB/c

infectados com espécies de Leishmania (Viannia) sp

Figura 9- Níveis de NO (!1M) nos sobrenadantes das culturas de macrófagos infectados

com Leishmania (Viannia) sp



°C graus Celsius

llg mlcrograma

111 microlitro

11m micràmetro

g grama

mg miligrama

ml mililitro

mm milímetro

llg/lll micrograma por microlito

Gp63 Glicoproteína 63

IFN-y Interferon gama

LPG Lipofosfoglicano

LPS Lipopolisacarídeo

NNN Novy-Macneal-Nicolle

NO Óxido nítrico

NO-2 nitrito

SFB Soro Bovino Fetal

TNF-a Fator de Necrose Tumoral alfa

LIA Leishmaniose Tegumentar Americana

C5b-9 Complexo de ataque a membrana

H 202 Peróxido de hidrogênio

mM Milimolar

nm Nanômetro



Os parasitos do gênero Leishmania apresentam variações de infectividade intra e inter

específicas. Entretanto, são escassas as informações a respeito da infectividade das espécies

de Leishmania do Novo Mundo, principalmente, daquelas encontradas na região Amazônica

brasileira, onde, até o presente momento são conhecidas seis espécies pertencentes ao

subgênero Viannia causadoras de LT A. Diante disso, o objetivo do presente trabalho foi

investigar, in vitro, o comportamento da infectividade de 5 espécies de Leishmania do

subgênero Viannia em macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c e sua correlação

com a produção de óxido nítrico pelos macrófagos infectados. Trinta cepas de Leishmania

foram distribuídas em seis grupos iguais, de acordo com as espécies seguintes: I- L. (V)

braziliensislLCL, lI-L. (V) braziliensislLCM, IlI- L. (V) guyanensis, IV-L. (V) shawi, V-L.

(V) naiffi e VI- 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 estacionária de

cultivo, quando foram usadas para infectar macrófagos na proporção de 4

parasitos/macrófago. As culturas foram incubadas a 35°C e 5% de CO2 e após 24h, as

lamínulas foram coradas com Giemsa para contagem do número de parasitos e determinação

do índice de infecção, enquanto a concentração de NO (nitrito) foi calculada pelo método de

Griess. Observou-se que as cepas de L. (V) braziliensislLCM apresentaram o maior índice de

infecção (385), sendo este significativamente maior (p<O,005) que as cepas de L. (V)

braziliensislLCL (264), L. (V) naiffi (215) e L. (V) lainsoni (272), porém, não

significativamente maior que os índices das espécies L. (V) shawi (292) e L. (V) guyanensis

(300). Quanto aos níveis de NO (nitrito), detectou-se maior concentração para a espécie L.

(V) naiffi (4,111M) e menor concentração para as cepas de L. (V) braziliensislLCM (2, 15IlM).

As demais espécies tiveram concentrações de: L. (V) lainsoni (3, 14!1M), L. (V) shawi

(2,96!1M),L. (V) guyanensis (2,76!1M) e cepas de L. (V) braziliensislLCL (3,1!1M). Diante

do exposto, concluímos que cepas de L. (V) braziliensislLCM são mais infectivas do que as

demais espécies estudadas e, também, mais infectivas que cepas homólogas isoladas de casos

clínicos de LCL. Além disso, observou-se menor infectividade da espécie L. (V) naifti· Desse

modo, notou-se que os níveis de NO produzidos pelos macrófagos infectados foram

inversamente proporcionais ao grau do parasitismo.



Parasites ofthe genus Leishmania show both intra- and inter-specific variations of infectivity.

There is little available information, however, regarding the infective behavior ofNew 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 ofthe 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 ofthe fol1owing species: I-L. (V.) braziliensis (from

cases of localized skin lesions-LCL); II- L. (V.) braziliensis (from cases of mucocutaneous

lesions- LeM); 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% CO2 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

LeM strains of L. (V.) braziliensis showed the highest infection index (385), significance

p<O.OS,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 trom index of L. (V.) guyanensis (300). Rrgarding the NO levels, the highest was

that for L. (V.) naiffi (4,lJlM), and the lowest for L. (V.) braziliensis-LCM strains (2, 15JlM).

The other readings were (3,14JlM) for L. (V.) lainsoni, 2,96JlM for L. (V.) shawi, 2,76JlM for

L. (V.) guyanensis and 3,lJlM for L. (V.) braziliensis-LCL strains. It is conc1uded that L. (V.)

natffi. In this way it may be noted the NO levels for infected macrophage were inversely

proportional to the degree ofinfectivity ofthe species studied.
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A leishmaniose figura entre as enfermidades que vem afligindo o homem desde a

antiguidade. Há relatos na literatura sobre leishmaniose tegumentar do primeiro século d.C.,

na Ásia Central, na região Norte do Meganistão, onde a doença era referida como "úlcera de

Balkh" (Lainson, 1996b). No Novo Mundo, um dos primeiros registros de uma forma clínica

similar à leishmaniose foi encontrada em cerâmicas da época pré-colombiana (400-900 anos

d.e.), onde índios peruanos tentavam transcrever em huacos faces humanas com mutilações

do nariz e dos lábios, muito semelhantes às encontradas na leishmaniose mucocutânea

(Lainson, 1997a).

A descoberta dos agentes etiológicos da leishmaniose, entretanto só teve início no

final do século XIX, quando Cunningham (1885), na Índia, observou formas amastigotas em

um caso de "cal azar" . Posteriormente, na Rússia, Borovsky (1898) demonstrou ser um

protozoário o agente etiológico do "botão do oriente", sem lhe dar nome, contudo.

Foi na Índia, em 1901, que William Leishman identificou o organismo responsável

pela doença através de raspas das bordas de úlceras 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 gênero Leishmania (WHO, 1998).

Nas Américas, a natureza leishmaniótica das lesões cutâneas e nasofaríngeas só foi

confirmada pela primeira vez, em 1909, por Adolfo Lindenberg, quando comunicou o

encontro do parasito na 'ülcera de Bauru", sendo este achado confirmado no mesmo ano por



1921 em Biskra, na África do Norte, quando Sergent e cols infectaram a espécie de



1921 em Biskra, na África do Norte, quando Sergent e coIs infectaram a espécie de



A LTA é uma doença infecciosa crônica causada por protozoários do gênero

Leishmania determinando no homem um vasto leque espectral de manifestações as quais

variam desde da forma cutâneo-mucosa hiper reativa (LCM) até a forma cutânea anérgica

difusa (LCAD), constituindo as formas polares da doença. Como formas intermediárias

encontram-se a forma cutânea localizada normoreativa (LCL) e a forma intermediária,

cutânea disseminada borderline (LCDB) hiporeativa reversível (Silveira, 2001). A infecção

caracteriza-se por comprometer o tecido cutâneo originando lesões cutâneas única, múltiplas,

disseminadas e/ou com envolvimento mucoso, dependendo da espécie de parasito envolvido e

da resposta imunológica do hospedeiro.

A úlcera leishmaniótica é a manifestação cutânea maIS comum e tem como

características contornos circulares, bordas elevadas e infiltradas, fundo granuloso e, quase

sempre, recoberto com discreto exsudato.

O comprometimento mucoso pode surgir meses ou anos após a cicatrização da lesão

de pele inicial, a qual pode sofrer metástase e disseminar por via hematogênica atingindo o

tecido mucoso nasobucofaríngeo, caracterizando a leishmaniose cutâneo-mucosa ou

simplesmente mucosa (Rey, 2001).

Normalmente não há comprometimento dos órgãos internos na LT A, porém há

autores que já relataram casos de pacientes imunocomprometidos portadores de LT A com

comprometimento de órgãos internos (Ali, A., 2002; Guiguemde et ai., 2003).





SlIhgêllfro 1.l!i\/lIIU/nia Ro.\s. 1903 Suhgênel"o Vimmia LlIinwlI (.\:S/WH' 1987

Leishmania (L.) enriettii Muniz & Medina, 1948 LeishllllUfia (V.) braziliensis Vianna, 1911
emendo Matta, 1916 * +
Leishmania (V.) panamensis Lainson & Shaw,
1972 +
Leishmania (V.) peruviana Vélez, 1913 +Leishmania (L) mexicana Biagi, 1953 emend.

Garnham, 1962 •
Leishmania (L)pifanoi Medina & Romero, 1959 uishllUlllia (V.)guyanensis Floch, 1954*.
emend. Medina & Romero, 1962 •
Leishmania (L) amazonensis Lainson & Shaw, LeishllUUlia (V.) loinsoni Silveira et aL,
1972* • 1987*.
Leishmania (L) deanei Lainson & Shaw, 1977 LeishllUlllia (V.) nai/fi Lainson & Shaw,

1989*+
LeishllUlltia (V.) sltawi Lainson et al) 1989*+

Leishmania (L.) aristidesi Lainson & Shaw.
1979 emendo Lainson & Shaw, 1987
Leishmania (L.) venezuelensis Bonfante-
Garrido, 1980 •
LeishmaniG(L) chagas; Cunha e Chagas, 1937

Leishmania (V.) equatoriensis Grimaldi el aL,
1992
Leishmania (V.) colombiensis Kreutzer el ai.,
1991+
Leishmania (V.) lintknbergi Silveira et aI,
2002*+
Leishmania (V.) tltingensis Bmga el ai., 2003

• Espécies conhecidas como causadoras de LTA humana

*Espécies dermotr6picas encontradas no Estado do Pará, região Amazônica do Brasil.



Figura 1- Formas evolutivas de Leishmania:
(a) Amastigotas no macrófago do hospedeiro mamífero, (b) promastigotas no vetor
flebotomineo (Lainson, 1982).ad = amastigota em divisão; pd = promastigota em
divisão; c = cinetoplasto; f = tlagelo; n = núcleo; nch = núcleo da célula
hospedeira.



usualmente inaparente indicando um relacionamento bem equilibrado entre o parasito e o

animal, ao contrário do que se observa no homem onde a infecção geralmente evolui para

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 mamíferos, nos quais a forma amastigota vive e multiplica-se no interior dos

1.4.1 Ciclo evolutivo nos hospedeiros invertebrados

O ciclo biológico no hospedeiro invertebrado ocorre quando a fêmea dos

flebotomíneospica um vertebrado infectado durante o repasto sanguíneo e ingere juntamente

a forma amastigota modifica-se e assume a forma promastigota, que se multiplica por divisão

binária e dependendo da espécie do parasito segue caminhos diferentes. Assim, espécies do

(pilom e íleo) transformando-se em formas paramastigotas, que aderem ao epitélio intestinal

atravésde hemidesmossomas e em seguida, voltam à forma promastigota infectante e migram

em direção à proboscita. Quanto às formas promastigotas das espécies do subgênero

Leishmania, estas multiplicam-se livremente ou aderem à parede do estômago (região

suprapilaria). Em seguida, ocorre migração destes flagelados para região anterior colonizando



Hospedeiro
Durante o hematofagismo,
o vetor deposita na pele do
hospede~ as formas •..• Promastigotas são
promastigotas .. fagocitadas por.• ....,m~o

e M.ultiplicam~see. .
. llligmm para a ,.

~

• Amastigotas trnnsfurmam-se em
promastigotas no intestino do inseto

Durante o hematofagismo, o vetor
ingere macrófugos infectados com
amastigotas

Promastigotas transfonnarn-se
em amastigotas no interior dos
maetófagos

I
Amastigotas multiplicam-se
intensivamente no interior••• destas células

Figura 2· Ciclo biológico do parasito
Fonte: adaptado de www.dpdcdc.gov/dpdxlhtmll1eisbmaniasis.htm

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


A leishmaniose tegumentar tem ampla distribuição geográfica" sendo registrada no

Velho Mundo no litoral da Bacia do Mediterrâneo, Sudão e parte Oriental da África, no



1.6.1 Incidência

A leishmaniose tegumentar amencana é uma enzootia de ammalS silvestres. A

transmissãoao homem acontece quando este adentra em áreas de matas primárias passando a

terumcaráter zoonótico.

No Brasil, sua importância deve-se tanto pela ampla expansão geográfica quanto pela

magIÚtudeda doença, uma vez que é capaz de produzir no homem deformidades fisicas, que

acabampor afetá-lo psicologicamente e comprometendo-o ao nível sócio-econômico.

Apesar do reconhecimento da existência da doença em grande parte da população,

determinara incidência real da infecção é muito dificil, devido a alguns motivos: a existência

deum grande número de doentes sem acesso ao sistema de saúde, a subnotificação, e ainda,

doentesque apresentam infecções sub-clínicas (Desjeux, 1992; Falqueto & Sessa, 1997).

Mesmo assim, dados do Boletim Estatístico da Secretaria de Vigilância de Saúde (SVS),

(2002) relataram 30.087 casos de leishmaniose tegumentar em todo território brasileiro, no

anode 2002.

A moléstia tem sido assinalada em todo território nacional, tendo, porém, uma

acentuadanotificação nas regiões Centro-Oeste, Nordeste e Norte. Nesta última, ocorre a

expressão máxima da doença perfazendo um total de 10.809 casos notificados, o que

correspondea 36% do total da casuística nacional.

No tocante ao Estado do Pará, de acordo com o Boletim estatístico do Sistema de

Vigilânciaem Saúde, 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 estatístico do SVS, 2002).

Essesdados reforçam o interesse e a importância do estudo dessa moléstia em nosso Estado,

umavez que, aliado ao fato de que nossa região alberga uma variedade importante de espécies

deLeishmania causadoras de LTA~-



1.6.2Aspectos eco-epidemiológicos da LTA com ênfase à região Amazônica

Embora as espécies de Leishmania tenham ecologia e distribuição geográfica próprias,

as doenças por elas produzidas são essencialmente zoonoses transmitidas ao homem por

fêmeasadultas de espécies de flebotomíneos dos gêneros Phlebotomus, no Velho Mundo, e

Lutzomyiae Psychodopygus, no Novo Mundo (Lainson & Shaw, 1992; Lainson et aI., 1994).

Nas Américas, são conhecidas mais de 350 espécies dos gêneros Lutzomyia e

Psychodopygus, mas somente 32 delas têm sido implicadas como vetores da leishmaniose

(Grimaldi& Tesh, 1993). Desse total, 330 espécies ocorrem no Brasil, sendo 122 espécies na

RegiãoAmazônica, das quais 25% são antropófogas (Lainson & Shaw, 1992). Dessa forma,

vale a pena ressaltar as espécies vetoras desta região que merecem destaque, tais como:

Psychodopygusayrozai (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 et ai.,

1996).

Na região Amazônica, um grande número de ammaIS atuam como hospedeiros

vertebrados da doença. Dentre as espécies registradas como reservatórios mamíferos das

várias espécies de Leishmania, destacam-se, entre outros, roedores, marsupiais, preguiças,

tatus, tamanduás, raposas e primatas, encontrados especialmente nas florestas primárias e

bosques(Lainson & Shaw, 1979; Lainson, 1997a). Neste cenário epidemiológico observamos

também uma multiplicidade de espécies de Leishmania capazes de infectar o homem, que

juntamente com os flebotomíneos vetores e os reservatórios silvestres estabelecem a tríade

epidemiológica compondo diferentes ciclos de transmissão. Assim, as características eco-

epidemiológicas pecuTiares-'da LTA associadas aos seus agentes etiológicos devem-se às



com os focos zoonóticos. É característico da região Amazônica, estando associado com a

semiurbanosna periferia de centros urbanos. Neste padrão, animais domésticos como o cão,.~



Tabela 2-:Espécies de Leishmania (Viannia) causadoras de LTA no Brasil, e seus
respectivosvetores e reservatórios na região Amazônica.

Vetor Agente etiológico Resen>atório
Ps. CQmplex:us

Ps. wellcomei

Choloepus didactylus

Dicklphis sp
Tamanduá tetradactylus

Cebus ape/la

Chiropotes salanus

Choloepus didactylus

Bradypus tridactylus

Nasuanasua

Ps. ayrozai
Ps. paraensis
Ps.squamiventris
Lu. ubiquitalis

Lu. antunesi (possível)

Leishmania (V.) lainsoni

Leishmania (V.) lindenhergi



comumenterefratárias ao tratamento com o uso dos medicamentos recomendados pela üMS,~~



nortedo rio Amazonas, nos Estados do Pará, Amapá, Amazonas, e Roraima. É agente causal

simples,mas foram também observados casos de infecção COIl1 }1'últiplas lesões ulceradas e

nodulares(Lainson & Shaw, 1992). Essa espécie tem como hospedeiros mamíferos macacos.~



acima.Mais recentemente alguns casos humanos têm sido notificados por esta espécie no Peru

reservatóriosdesta espécie, porém, sabe-se que o Lutzomyia antunesi é o provável vetor..~



Do ponto de vista epidemiológico, a existência dessa multiplicidade de espécies, torna

importantea identificação correta dos parasitos patogênicos ao homem e a determinação da

sua distribuição geográfica e transmissão, não apenas para um melhor entendimento da

epidemiologia e estudos biológicos básico que auxiliem na determinação da unidade

taxonômica,mas também para que seja adotada uma terapêutica adequada aos pacientes, uma

vez que certos parasitos podem causar manifestações clínicas graves, como a leishmaniose

mucocutâneae a leishmaniose cutânea anérgica difusa (Marsden, 1986; Silveira, 2001).

o protozoário Leishmania é um parasito intracelular obrigatório de macrófagos do

hospedeirovertebrado (Rey, 2001). Os macrófagos apresentam-se como a primeira linha de

defesapara o hospedeiro, entretanto, na maioria das vezes, estes protozoários conseguem

escaparde seus mecanismos de defesa e multiplicar-se no interior do vacúolo parasitóforo da

célula.A destruição do parasito requer mudanças metabólicas acentuadas no macrófago,

modificandoseu meio intracelular e propiciando sua replicação em um meio inóspito à

sobrevivênciado parasito (Mentink & Mosser, 2000).

Os macrófagos pertencem ao sistema fagocítico mononuclear e apresentam várias

funções,entre elas: (1) fagocitose; (2) apresentação de antígenos ao linfócito T dando início à

resposta imune e (3) secreção de citocinas que ativam e promovem a resposta imune e

inflamatória.Expressa em sua superficie receptores para a porção Fc das imunoglobulinas e

para o produto C3b da cascata do sistema complemento, que facilita a fagocitose de

antígenos, bactérias, protozoários e vírus recobertos com estas proteínas. Além disso,

expressamo receptor MHC classe li, que permite apresentação de antígenos por estas células
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(Antonieet ai., 1998). No entanto, o vacúolo parasitóforo apresenta pH em tomo de 4,7 a 5,2,.~
----------- -----

portantoacidófilo. Vários estudos do metabolismo de amastigota em meio ácido indicam que



estasfonnas são acidófilas, resistentes às hidrolases lisossomais ~ deste modo, totalmente

adaptadasàs condições do pH encontradas no pré-lisossomo (Antoine et ai., 1990; Antoine

1995; Burchmore & Barrett, 2001). Portanto, a sobrevivência da Leishmania no

fagolisossomovai depender da capacidade de transformação da forma promastigota na forma

amastigota,uma vez que esta forma é acidófila e, portanto, melhor adaptada às condições

oferecidaspelo meio. Um outro mecanismo que contnbui para a sobrevivência do parasito é a

açãoproteolítica da gp63, que age degradando enzimas lisossômicas e exibindo atividade

ótimasob as condições acidófilas do fagolisossomo (Seay et aI., 1996).

Quanto ao ataque ao parasito através dos produtos do metabolismo do oxigênio, tais

comoo superóxido e o peróxido de hidrogênio, trabalhos experimentais têm demonstrado que

a entradado parasito através da forma promastigota utilizando receptores de CRI e CR3

presentesna superficie dos macrófagos parece ser essencial para a sobrevivência intracelular

daforma promastigota infectant~ pois a entrada através destes receptores promove baixo

metabolismooxidativo no macrófago (Brittingham & Mosser, 1996). A presença de

moléculasde fosfatase ácida na membrana dos parasitos também contribui para a redução da

respostaoxidativa (Grew et ai., 1988). As amastigotas desencadeiam menor metabolismo

oxidativoquando comparadas as promastigotas (Burchmore & Barrett, 2001), adaptando-se

melhorao meio tóxico do fagolisossomo. Além disso, produzem superóxido dismutase que as

protegede metabólitos do oxigênio produzidos pelos macrófàgos durante a explosão

respiratória(Augusto et ai., 1996). Em fase logaritmica de cultivo, in vitro, as amastigotas são

maisresistentes à presença do peróxido de hidrogênio (H2Ü2) do que as promastigotas. Esta

diferençafoi relacionada à enzima eatalase presente nas amastigotas e ausente nas

promastigotas(Alexander et aL, 1999).



3vezes maior que o corpo, com alta mobilidade e quase sem sinais de divisão celular (Rey,

2001).É na fase estacionária que temos as formas mais infectantes de Leishmania, as

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





síntesedo óxido nítrico, W monometil-L-arginina (L-WMMA) (Brandonisio et ai., 2000;)

níveisde IL-4, permitindo a sobrevivência e a multiplicação desses parasitos no interior da.~



biológico in vitro das espécies de Leishmania pertencentes ap~subgênero Viannia, todas



espécies em macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c, com o intuito de certificar se

este sistema tem aplicabilidade com as espécies Viannia juntamente com o modelo animal

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

2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o comportamento in vitro de cepas de Leishmania do subgênero Viannia da

Amazônia Brasileira, na infecção de macrófagos peritoneais de camundongos da linhagem

BALB/c.

2.2 ESPECÍFICOS

• Determinar e comparar a infectividade de macrófagos peritoneais de camundongos

BALB/c infectados com cepas de Leishmania (V) braziliensis, isoladas de casos clínicos de

leishmaniose cutânea localizada (LCL) e leishmaniose cutâneo-mucosa (LCM), com L. (V.)

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

• Avaliar a produção de óxido nítrico (NO), pela dosagem de nitritos (NO-z) em

sobrenadante de cultura de macrófagos infectados com as espécies de Leishmania do

subgênero Viannia citadas acima.



grupos contendo cinco cepas cada: (I) L. (V.) brazíliensis, isoladas de casos clínicos de

leishmaniosecutânea localizada (LCL), (TI)L. (V.) braziliensis, isoladas de casos clínicos de

naiffi e (VI) L. (V.) lainsoni. As amostras foram isoladas de casos humanos e apenas dois de

animais silvestres procedentes de várias localidades da região Amazônia (Tabela 3) e

mantidos no biotério experimental do Laboratório de Leishmaniose -IEC em condições

apropriadas de ambiente e ração e água, conforme orientação do Dr. Adevaldo da Silva

Formas promastigotas de Leishmania mantidas em nitrogênio no criobanco do

Laboratóriodo Programa de Leishmaniose do serviço de Parasitologia do Instituto Evandro

Chagasforam preparadas em suspensão de O.lmL de solução salina a 0.9% na concentração

de2xl06 promastigotaslrnL. Esta suspensão foi inoculada em hamster Mesocricetus auratus



REGIS'IIW [SP(:CJL I ORI(;DI GEOGR \Fle.\

NnI()~RJI995~15280 Leishmania (V.) braziliensis/ LCM Paragominas-PA

NnI()~R/I996/M15970 Leishmania (V.) braziliensis/LCM Monte Dourado-PA

NnI()~RJI995~15493 Leishmania (V.) braziliensis/ LCM Abre! Figueiredo-PA

NnI()~R/I999~17323 Leishmania (V.) braziliensis/LCM Paragominas- PA

NnI()~RJI992MI3970 Leishmania (V) braziliensis/LCM Altamira-PA

NnI()~RJI994~15140 Leishmania (V) braziliensisILCL Paragominas- PA

NnI()~RJI999~17593 Leishmania (V) braziliensis/LCL ltaituba- PA

NnI()~RJ200l/MI9667 Leishmania (V) braziliensis/LCL Santarém-PA

NnI()~RJ200 1~19673 Leishmania (V.) braziliensis/LCL Santarém-PA

MH()~RJ2000~19344 Leishmania (V.) braziliensis/LCL Carajás-PA

NnI()~RJI999~17332 Leishmania (V.) shawi/LCL Tomé-Açu- PA

NnI()~RJ2001~19868 Leishmania (V.) shawi/LCL Redenção- PA

MH()~RJI999~17312 Leishmania (V.) shawiILCL Tailândia- PA

MH()~RJ1998~17182 Leishmania (V) shawi/LCL Ulianópolis- PA

MCEBIBRJl9841M8408 Leishmania (V.) shawi/LCL Carajás-PA

MH()~RJI990~13138 Leishmania (V) guyanensisILCL Monte Dourado- AP

MH()~RJI997~16524 Leishmania (V) guyanensisILCL Macapá- AP

MH()~RJI998~16743 Leishmania (V.) guyanensis/LCL ()iapoque- AP

MH()M1BRJ1999~17347 Leishmania (V.) guyanensis/LCL Porto Grande- AP

MH()~RJI975~4147 Leishmania (V.) guyanensis/LCL Jari-AM

MH()~RJ2001~19811 Leishmania (V) naifji/LCL Melgaço-PA

MH()~RJI991~13187 Leishmania (V.) naiff/i/ LCL Obidos- PA

MH()~RJI993~14229 Leishmania (V.) naiffl! LCL Amazonas

MH()~RJI9941M1494 7 Leishmania (V.) naif.fi/LCL Mazagão-AP

MDASIBRJl989/M5533 Leishmania (V.) naif.fi/LCL Jari-AM

MH()M/BRJI995~15265 Leishmania (V) lainsoni/LCL Ananindeua- PA

MH()M/BRJ1993~14263 Leishmania (V.) lainsoni/LCL Benevides- PA

MH()M/BRJI999~18048 Leishmania (V) lainsoni/LCL lcoaraci- PA

MH()M/BRJ19941M15143 Leishmania (V.) lainsoni/LCL Pacajá- PA

MH()M1BRJ1981~6426 Leishmania (V.) lainsoni/LCL Bragança-PA



15mL de meio RPMI 1640 (SIGMA) (Apêndice), suplementado com 10% de soro bovino

fetal(SFB) (CUL~AB), inativado a 56°C por 30 minutos, 1% de penicilina-G cristalina 100

foram cultivados à temperatura aproximada de 26°C e observadas em intervalos de 4 a 7 dias

ajustada para 2x106 macrófagos/rnL em meio RPMI sem fenol (SIGMA), suplementado com

1% de SFB, 1% de penicilina-G cristalina 100 V/mL, 1% de gentamicina 10JlglmL, 1% de!~



quantificada em câmara de Neubauer ajustada para 8xl06 parasitos/rnL e 50JlI desta suspensão

3.7 DETERMINAÇÃO no ÍNDICE DE INFECçÃO



Índice de Infecção e foi calculado para cada lamínula conforme Louassini et ai. (1998):

Índice de Infecção = Porcentagem de macrófagos infectados X Número médio de
parasitos por macrófago

3.8 QUANTIFICAÇÃO DA PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO (NO)



do Comitê de Ética em Pesquisa com Animais (CEPAN) do Instituto Evandro Chagas.

4. RESULTADOS

4.1 PORCENTAGEM DE MACRÓFAGOS INFECTADOS

"Ceu
ti 80
CI)-c 60

Figura 5. Porcentagem de macrófagos peritoneais de camundongos
BALB/c infectados com Leishmania (Viannia) sp.
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Figura 6. Número médio de parasitos por macrófagos peritoneais de

camundongos BALB/c infectados com espécies de Leishmania (Viannia) sp.



Figura 7A. Painel de fotomicrografias ilustrando a infecção in vitro de macrófagos
peritoneais de camundongos BALB/c com Leishmania (Viannia) sp: (A e B) macrófagos
sem infecção; (C ) macrófagos infectados com L.(V.) braziliensis isolada de casos clínicos
de leishmaniose cutânea localizada (LCL); (O) L. (V.) braziliensis isolada de casos clínicos
de leishmaniose cutâneo-mucosa (LCM). Aumento: lOOOx
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Figura 7B. Painel de fotomicrografias ilustrando a infecção in vitro de macrófagos peritoneais de
camundongos BALB/c com Leishmania (Viannia) sp: (E) macrófagos infectados com
L. (V.) guyanensis; ( F) L. (V.)shawi; (G) L. (V.) naiffi e (H) L. (V) lainsoni. Aumento: 1000x
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Figura 8. Índice de infecção em macrófagos peritoneais de camundongos

BALB/c infectados com espécies de Leishmania (Viannia) sp.



4.4 QUANTIFICAÇÃO DA PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRIco (NO)
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Figura 9. Níveis de NO (~) nos sobrenadantes das culturas de macrófagos
infectados com L (Via/mia) sp



o uso de macrófagos peritoneais de camundongo BALB/c tem sido bem documentado

em estudos experimentais, in vitro, para análise da sua interação com diferentes espécies de

Leishmania, especialmente aquelas do subgênero Leishmania encontradas no Velho Mundo,

como L. (L.) infantum (Grimm et aI., 1991), L. (L.) donovani (Mendez et al., 2000) e L. (L.)

major (Liew et aI., 1991). Entretanto, em relação às espécies de Leishmania do subgênero

Viannia, todas autóctones do Novo Mundo, muito pouco tem sido investigado, constituíndo

uma lacuna no estudo da infecção, in vitro, do macrófago com o protozoário. Assim, o

presente estudo foi idealizado visando investigar o potencial de infectividade das diferentes

espécies de Leishmania do subgênero Viannia, agentes de LTA na Amazônia brasileira, em

macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c, assim como, a produção de NO pelos

macrófagos infectados com o intuito de contribuir com o conhecimento desse importante

estágio da patogenia da LTA.

De acordo com nossos resultados apresentados na figura (8) observamos que as

diferentes espécies de Leishmania do subgênero Viannia apresentaram infectividade

semelhante entre si com exceção de cepas de L. (V.) braziliensis isoladas de caso clínico de

LCM e da espécie L. (V.) naiffi. Esta diferença de infectividade existente entre as espécies de

Leishmania tem sido documentada em alguns trabalhos (Savoia et aI., 1991; Lainson & Shaw,

Considerando-se que, para melhor avaliar a infectividade das espécies de Leishmania

foi necessário determinar o índice de infecção, o qual resulta diretamente da porcentagem de

macrófagos infectados e do número de parasitos por macrófagos, faremos inicialmente alguns

comentários sobre estes dois parâmetros isoladamente.



isolada de um caso clínico da forma LCL ou LeM. Ou seja, há possibilidade de que esses dois



comparado com as outras espécies, sugerindo a L (V.) naiffi após internalizar-se nos.~





Outro ponto que nos chamou atenção neste trabalho foi a diferença intra-específica,

notadamente entre as cepas de L. (V.) braziliensis, isoladas de diferentes formas clínicas.

Cepas isoladas de leishmaniose cutânea localizada (LCL), uma forma mais branda da doença,

apresentaram-se menos infectivas em relação às cepas isoladas de casos de leisbmaniose

cutâneo-mucosa (LCM), uma forma mais grave da doença. Essa observação relativa a

variação de infectiYidadeintra-específica também foi constatada por Gomes et aI, (2001) ao

.analizarem a infectiYidade de cepas de L. (L) amazonensis isolada de diferentes formas

clínicas (LCL, LCDB, LCD), entre as quais as cepas isoladas da forma mais grave da doença

(LCD) apresentaram maior infectividade. Além disso, um outro ponto a esclarecer seria de

uma possível relação da variação intra-específica da infectiYidade com a existência de um

polimorfismogenético entre cepas de uma mesma espécie isolada de diferentes formas clínica

de leishmaniose (Gomes et ai.) 2002; Sodré et al.) 2002} A este respeito Gomes et alo (2002)

embora tenham demonstrado a existência de polimorfismo genético intra-especifico entre

cepas de L (L) amazonensis isoladas de diferentes casos clinicos de LTA não puderam

correlacionar essas diferenças com a fOrma clínica da doença. Do mesmo modo, Almeida

(2000) observou que cepas de L. (V.) braziliensis isoladas de LCL e LCM apresentavam

polimorfismo genético, entretanto os marcadores genotípicos usados não foram suficientes

para estabelecer correlação com as manifestações clínicas. Assim, no caso do presente

trabalho onde constatamos a existência de uma maior virulência das cepas de L. (V.)

braziliensisfLCM acreditamos que futuras investigações ao nível de biologia molecular

poderão elucidar esse comportamento biológico do parasito.

Com relação à destruição do parasito do gênero Leishmania dentro do macrófago tem

sido demonstrado em macrófagos de camundongo BALB/c que atividade leishmanicida é

mediada por reativos intermediários de oxigênio e de nitrogênio,. especialmente o óxido

Iiítrico (NO) -(Liewet aI., 1990a). A importância desta atividade leishmanicida exercida pelos





intensamente no interior de macrófagos sendo mais resistentes à destruição pela célula
b~
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hospedeira. Esta diferença de temperatura ideal de infectividade em relação à espécie L. (L.)



infecta macrófagos de órgãos como baço e fígado onde a temperatura é relativamente mais

elevada do que na pele, podendo assim resistir a esta temperatura (37°C), diferente das

Cepas de L. (V.) braziliensis isoladas de leishmaniose cutâneo-mucosa apresentaram

maior índice de infectividade em macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c e menores

níveis de produção de NO.

Houve diferença intra-específica de infectividade nas cepas de L. (V.) braziliensis

isoladas de diferentes formas clínicas (LCL e LCM) de LTA.

A espécie L. (V.) naiffi apresentou menor índice de infectividade e conseqüentemente

maior produção de NO.

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

semelhantes de infectividade.



1- Corante Giemsa

3g de Giemsa

11- Água tamponada pH 7,5

3g Na2HP04

0,6g KH2P04

1000 mL água destilada

ID- 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 água destilada

1,04g Na2HP04

0,358g Na2HP04H20

7,905g NaCI

1000 mL água destilada
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8,4 g

2g

1000 mL

RPMI

Na2C03

água 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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