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RESUMO

Leishmanioses sdio doengas parasitarias causadas por varias espécies de protozoarios
intracelulares obrigatérios do género Leishmania, cujas manifestagdes clinicas variam em
leishmaniose visceral, lesdes mucocutineas e cutineas. Infecgdes de camundongos da linhagem
BALB/c sfo considerados resistentes a infec¢des por parasitos do complexo Leishmania
braziliensis, principal responsavel pela leishmaniose tegumentar americana no Brasil. Essas
infec¢des podem desencadear uma resposta imunoldgica mista no hospedeiro, caracterizada por
citocinas de perfil Thl e Th2. O objetivo deste trabalho foi caracterizar as cepas isoladas em nivel
de espécie, avaliar a expressdo de citocinas e verificar a presenga de parasitos no bago e no figado
dos camundongos. A técnica de genotipagem por isoenzimas € apropriada para a discriminag&o
de espécies de Leishmania e seu uso permitiu a classificagdo dos parasitos isolados como
pertencentes & espécie Leishmania Viannia braziliensis. Utilizando-se a técnica de RT-PCR
pode-se avaliar uma resposta imune mista no bago e no figado dos camundongos. Nio havendo
detecgdo de DNA de parasitos Leishmania braziliensis nos orgios analisados por PCR Multiplex,

sugere-se que a resposta imune dos camundongos evoluiu para a cura da leishmaniose.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmaniose

O protozoario parasito Leishmania foi demonstrado pela pfimeira vez, separada, mas
simultaneamente em 1903, por William Leishman e Charles Donovan em bago de pacientes que
apresentavam uma doenga semelhante & malaria, que ficou conhecida como leishmaniose visceral
(LV). O agente causador da LV foi nomeado Leishmania donovani em homenagem a seus co-
descobridores (AWASTHI et al., 2004).

Leishmania é o agente etiologico de leishmanioses, uma doenga parasitiria com diversas
manifestagdes clinicas em humanos e outros mamiferos. O mamifero torna-se um hospedeiro
parasitado quando o flebétomo, o inseto vetor do parasito, perfura a pele para se alimentar de
sangue, injetando promastigotas metaciclicas através da saliva (OLIVEIRA et al., 2004).

As formas clinicas de leishmaniose sdo particularmente diversas, representando um complexo
de doengas (Figura 1): leishmaniose visceral (LV) ou calazar, caracterizada por febre,
taquicardia, diarréia e tosse frequentes, hepatoesplenomegalia ¢ hiperpigmentagédo tardia,
normalmente fatal quando ndo tratada; leishmaniose muco-cutanea (LMC) € uma doenga que
causa mutilagdes sob a forma de lesdes metastiticas que destroem as cartilagens e mucosas do
nariz, boca e garganta; leishmaniose cutnea difusa (LCD) ¢ uma doenga tardia devido a
deficiéngia na resposta imune mediada por células e, por fim a leishmaniose cutinea (LC) €
caracterizada por lesdes unicas ou multiplas na pele, tipicamente ulceradas (HARRIS et al., 1998;
DESJEUX, 2004; AWASTHI, 2004).

Figura 1: A. Hepatoesplenomegalia causada por leishmaniose visceral; B. Lesdo causada por leishmaniose
mucocutinea; C. Lesdo ulcerada com bordas bem definidas, caracteristica de leishmaniose cutdnea; D. Lesdes

miltiplas causadas por leishmaniose cutanea difusa. Fonte: WHO, 2007.



Leishmanioses sdo consideradas calamidades tropicais que juntas constituem uma das seis
doengas consideradas mais importantes pela World Health Organization/Tropical Disease
Research (WHO/TDR). A doenga é endémica em 88 paises de 5 continentes, com um total de
350 milhdes de pessoas em risco e 12 milhdes de casos, € mais de 400 mil novos casos sdo
reportados anualmente. Dos 88 paises, 22 situam-se no Novo Mundo e 66 no Velho Mundo com
uma incidéncia estimada de 1-1.5 milhdes de casos de LC e 500.000 casos de LV. De todos os
casos de LV, mais de 90 por cento séo da india, Bangladesh, sul do Suddo, Nepal ¢ nordeste do
Brasil. Apesar dessa distribuigdo geografica difundida, leishmanioses humanas estdo geralmente
focadas dentro de uma 4rea endémica, direcionando a “hotspots” de transmissdo da doenca
(SINGH, 2006).

Infecgdes com o protozodrio parasito Leishmania (Viannia) braziliensis (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae) ou diferentes linhagens sdo reconhecidas como causadoras de doengas
humanas em 4reas da América (sub)tropical (no minimo 15 paises), onde constituem um
significante problema de saude publica (CUPOLILLO, et al.,, 2003; AVILES, et al., 1999). Essa
espécie é responsdvel pela maioria dos casos de leishmaniose cutinea humana na América do Sul
e possui ampla distribui¢do geografica no Brasil, ocorrendo nos estados de Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Espirito Santo, Cear4, Par4, e provavelmente em outras partes do pais (GOMES et al,
1995).

As perspectivas de controle sdo ainda altamente dependentes de progressivas pesquisas para a
obtengdo de melhores equipamentos e uma estratégia de custo mais efetivo para administragdo
dos casos € controle do vetor (DESJEUX, 2004).

1.2 Classificagdo das espécies de Leishmania

Aproximadamente 21 espécies de Leishmania tém sido identificadas por serem patogénicas a
humanos. Leishmania é um dos vérios géneros que compdem a familia Trypanosomatidae, e s3o
protozodrios parasitos intracelulares caracterizados por possuirem um cinetoplasto, uma forma
tnica de DNA mitocondrial (SINGH, 2006). As morfologias das varias espécies de Leishmania
em observagdo direta em microscopio sdo muito homogéneas, ¢ este método nédo pode ser usado
para diferenciar as vérias espécies (MINODIER, et al., 1997). A presenga do cinetoplasto torna-
os morfologicamente muito semelhantes, seguindo o mesmo padrdo comum de uma célula com

um nticleo e um flagelo unico que se origina da regifio do cinetoblasto (SHAW, 1997).



O género Leishmania é dividido em dois subgéneros Viannia e Leishmania de acordo com
seus desenvolvimentos no inseto vetor. Especificagdes nos subgéneros dependem de varios
fatores como a distribui¢do geografica de um isolado, a apresentagdo clinica da doenga, € a
epidemiologia do vetor e do animal reservatorio (AVILES, et al., 1999).

Parasitos que causam LC no Novo Mundo sdo agrupados (Tabela 1) nos complexos
Leishmania braziliensis e Leishmania mexicana, enquanto aqueles que causam LV sio agrupados
no complexo Leishmania donovani. Os agentes etiologicos de LC do Velho Mundo sio
representados pela Leishmania tropica, Leishmania aethiopica e Leishmania major (TEIXEIRA
et al., 2006).

Espécies de Leishmania foram originalmente classificadas por suas distribui¢des geograficas
e apresentagdes clinicas das doengas que elas causam, assim como a epidemiologia, os
flebdtomos vetores, ou as espécies de animais reservatorios (LAINSON & SHAW, 1987;
MARFURT et al., 2003).

1.3 Ciclo de vida do parasito

No ciclo de vida dimoérfico da Leishmania, o vetor invertebrado diptero do género
Phlebotomus (Velho Mundo) ou Lutzomyia (Novo Mundo) torna-se infectado quando alimenta-se
de sangue de um individuo infectado ou de um animal reservatério (Figura 2).0s parasitos
Leishmania vivem em macr6fagos circulantes sob a forma amastigota. Ao ingerir macréfagos, as
amastigotas sdo liberadas dentro do estdmago do inseto. Logo apds, as amastigotas transformam-
se nas formas promastigotas, que sdo méveis, alongadas e flageladas. As promastigotas, entdo,
migram para o trato alimentar do diptero, onde vivem extracelularmente € multiplicam-se por
divisfio bindria. Quando o inseto pica novamente um hospedeiro saudavel, as formas
promastjgotas s@o liberadas na circulagio sangiiinea do hospedeiro juntamente com a saliva do
inseto. As promastigotas s3o entdo fagocitadas por macréfagos onde transformam-se em
amastigotas ndo flageladas. Estas se multiplicam e replicam por divisdo binaria dentro dos
macrofagos. Estes, infectados, rompem-se e liberam amastigotas que podem infectar outra
populagdo de macrofagos até entdio ndo-infectados ou podem ser sugadas pelo mosquito-palha
durante a alimentagio com o sangue do hospedeiro vertebrado, e essas amastigotas transformam-

se novamente em promastigotas metaciclicos dando continuidade ao ciclo (AWASTHI, 2004).



Figura 2: Ciclo de vida de Leishmania spp. Fonte: WHO, 2007,

1.4 Diversidade génica do parasito

A existéncia de ciclo urbano envolvendo espécies de flebotomos peridomésticos para L. (V.)
braziliensis reflete a habilidade destes parasitas e seus vetores de se adaptarem a mudangas em
seus habitats com importantes implicagdes na satide publica. Estudos utilizando técnicas
moleculares para caracterizar populagdes de L. (V.) braziliensis de diferentes regides mostraram a
relagfio entre o nivel de similaridade entre as popula¢des de parasitas (GOMES, et al., 1995) e
seus limites geograficos, mas recentes dados indicaram também que a consideravel variabilidade
detectada entre estes parasitas estd mais relacionada aos vetores flebétomos e/ou aos animais
reservatérios envolvidos no ciclo de transmissdo (CUPOLILLO et al., 2003).

Diferencas em apresentagdes clinicas e variedade de leishmanioses sio fundamentadas por
interagdes entre moléculas particulares e caracteristicas bioldgicas de diferentes espécies de
Leishmania, além da genética, imunidade do hospedeiro e fatores ambientais. Embora seja
geralmente aceito que as principais formas clinicas de leishmaniose cutinea americana (LCA)
possam ser causadas por determinadas espécies de Leishmania, investigages sobre a relagéo
entre polimorfismos e apresentagdes clinicas tém provado pouca evidéncia para fortes

associacdes. Em adi¢do, espécies de Leishmania do Novo Mundo divergem geneticamente de



acordo com estudos relatados no Brasil, Colombia, Guiana Francesa e Peru (CALVOPINA et al.,
2006).

Numerosas condigdes primarias € secundarias de pele sdo freqlientemente diagnosticadas
como lesdes iniciais de leishmaniose cutinea em paises endémicos e, em paises ndo-endémicos,
CL sio erroneamente diagnosticadas como outras doencas. Algumas das condi¢des mais comuns
que deveriam ser diferenciadas de leishmaniose cutdnea sio ulceras tropicais, impetigo (erupgdes
pustulosas da pele), picadas de insetos infectados, lepra, lupus vulgaris, sifilis terciaria,
framboesia, blastomicose, cancer de pele, entre outras. Havendo suspeita de leishmaniose,
somente métodos laboratoriais podem dar um diagnéstico final. Ha varios métodos de
diagnosticos de leishmaniose, incluindo parasitologico, imunolégico, molecular ¢ por uso de
animais experimentais (SINGH, 2006).

Em humanos e outros vertebrados, as leishmanias ocorrem em estagio de minusculas
amastigotas esféricas que podem ser encontradas em ulceras de pele, medula o6ssea, fluido
aspirado, e/ou bidpsias de orgdos viscerais. Devido & baixa abundincia desses parasitos nas
bi6psias, diagndsticos baseados na presenga de células de leishmanias sdo dificeis, considerando
que diagnosticos histopatologicos e imunologicos nao possibilitam a discriminagdo de espécies,
além de possuirem baixa sensibilidade.

Até 0 momento, a identificagdo da espécie responsavel pela infecgdo € critica para tratamento
apropriado e medidas de controle, devido aos progndsticos clinicos, protocolos de tratamento e
diferentes esquemas de controle para individuos leishmania (JIRKU et al., 2006). Uma correta
classificagdo de espécies Leishmania infectantes pode proporcionar importantes informagdes
complementares para o clinico que pode resultar em mudangas no progndstico clinico, bem como
o estabelecimento de técnicas terapéuticas direcionadas a espécie. Além do mais, a identificagdo

da espécie infectante é importante no monitoramento terapéutico (MARFURT et al., 2003).

1.5 Diagnéstico

Biologia molecular esta tornando-se cada vez mais relevante para diagn6stico e controle de
doengas infecciosas. Informagdes nas seqiiéncias de DNA tém sido extensamente exploradas para
o desenvolvimento de técnicas baseadas nas reagdes em cadeia da polimerase (PCR) para varias

aplicagdes na detecgfio do parasito e no diagnéstico das doengas. Dentre 0s métodos usados para

diagnostico clinico, a PCR tem sido a mais sensivel e especifica técnica, embora limitada a



cuidados terciarios de hospitais e laboratorios de pesquisa. A especificidade da PCR pode ser
adaptada a necessidades especificas por conservar a regido do gene alvo. A amplificagdo de gene
através de PCR tem apresentado diversos avangos comparados a técnicas tradicionais devido a
sua sensibilidade extremamente alta, rapidez e a habilidade de ser efetuada com um grande
nimero de espécimes clinicos. Pacientes com CL cronica sdo geralmente atipicos ¢ apresentam
baixo ou nenhum anticorpo contra Leishmania, e assim, t:esteS' sorologicos ndo sdo
recomendéveis. Em tais casos, a PCR tem provado ser a mais importante ferramenta para
diagnostico. A sensibilidade da PCR em leishmaniose cutinea tem sido reportada em 100 por
cento (SINGH, 2006). Avangos na tecnologia molecular estéo facilitando os estudos da ecologia
de populagdes clonais de Leishmania pelo fornecimento de informagdes em fontes de infec¢do,
padrdes de transmissdo, respostas a tratamento, ¢ a importancia da imunidade na prevengao da re-
infecgdo (CUPOLILLO et al, 2003).

Sistemas PCR para detecgdio de diferentes espécies de Leishmania s3o valiosas ferramentas
nio apenas para diagnéstico diferencial de doengas que causam ulceras na pele, mas também para
investigagdo da relagdo entre os agentes causadores ¢ as manifestagdes clinicas e epidemiolégicas
da doenca (RODRIGUES et al, 2002). Devido & especificidade molecular dessa técnica, a
detecgdo ¢ a caracterizagio genética de Leishmania podem ser realizadas simultaneamente. A
PCR sozinha pode ser usada para identificagdo dos complexos Leishmania (BELLI et al,, 1998).
A discriminagdo de espécies é importante ndo somente por razbes epidemiologicas, mas também

por razdes clinicas (MARFURT et al., 2003).

1.6 Genotipagem

Ja que a diferenciagdo morfologica de espécies de Leishmania € dificil, uma variedade de
critérios bioquimicos, imunologicos ou moleculares tém sido introduzidos para a classificagéo de
espécies patogénicas, como a caracterizagdo por eletroforese de isoenzimas (analise zimodema),
por anticorpos monoclonais (serodema) ou por hibridagdo com ensaios de espécies especificas
como de mini-circulo de DNA (MARFURT et al., 2003).

A andlise zimodema é um processo longo e de custo elevado que requer cultivo em larga
escala de parasitos. Anticorpos monoclonais sdo teis para identificagdo de espécies em cepas
cultivadas, entretanto, pouco hébeis para analise direta de espécimes clinicos. Técnicas

moleculares, como a PCR, oferecem uma alternativa para a demonstragdo de parasitas em



amostras clinicas. Devido a sua especificidade molecular, detecgdo e caracterizagdo genética de
Leishmania essas técnicas podem ser realizadas simultaneamente. A PCR sozinha pode ser usada
para identificagio de complexos Leishmania, mas ainda ndo substitui analises zimodema e

serodema para caracterizagdo de Leishmania a nivel de espécie (BELLI et al., 1998).

1.7 Modelos experimentais para Leishmania braziliensis

Modelos murinos s&o tteis para o estudo de patogenias e resposta imunoldgica do hospedeiro
quando infectados com protozodarios parasitos, porém, ha poucos trabalhos experimentais sendo
conduzidos com L. braziliensis, provavelmente porque muitas linhagens de camundongos ndo
desenvolvam lesdes no local da inoculagdo de L. braziliensis. Esse fendtipo (auséncia de lesdo)
esta sendo associado com a incapacidade de manter uma forte resposta imune tipo 2 (OLIVEIRA
et al., 2004; MOURA et al., 2005).

A regulagfio da resposta imune direta contra Leishmania é critica para o estabelecimento do
controle efetivo da doenga. E provavel que alguns tipos de resposta imune contra Leishmania
possam levar a formas clinicas de leishmanioses mais severas, causando um pobre controle de
patégenos e/ou patologia, enquanto outros levam a resolugdio da infecgdo com pouca patologia,
como em leishmaniose cutinea (ANTONELLI et al., 2004).

Em modelos experimentais de leishmaniose cutdnea, a resisténcia depende do
desenvolvimento de uma reposta Thl predominante, levando ao controle do crescimento do
parasito, & cura da lesdo e ao desenvolvimento de uma imunidade protetora. A insuficiéncia neste
tipo de resposta resulta na progressdo da doenga. Camundongos da linhagem BALB/c sdo
relativamente resistentes 2 infecgdo com L. braziliensis devido a potente reposta imune Thl que
desenvolvem ao longo da infecgdo caracterizada por altos niveis de INF (interferon)-y e baixos

niveis de IL (interleucina)-4 e IL-10 (MOURA et al., 2005).

1.8 Mediadores quimicos da resposta imune de hospedeiro de Leishmania

Citocinas sdo proteinas mediadoras de pequena extensdo, com um extenso quadro de agdes.
Elas sda importantes em todos os processos biologicos, incluindo crescimento de células T [IL

(interleucina)-2, IL-4, 1L-7, IL-15 e IL-21], inflamag&o [TNF (fator de necrose tumoral), IL-1,



IL-6 e IFN (interferon)-y] bem como inibig8io da inflamagfo [IL-10, TGF (fator de transformagéo
de crescimento)- e IL-4] (FELDMANN & STEINMAN, 2005).

Crucial para defesa contra leishmanioses € a habilidade do hospedeiro desencadear uma
resposta imune mediada por células capaz de controlar e/ou eliminar o parasito. O recrutamento
de células para o sitio de infec¢fio é essencial para o desenvolvimento de uma resposta imune
celular do hospedeiro. O processo ¢ controlado por quimiocinas, que séo citocinas quimiotaticas
produzidas por leucdcitos e células teciduais (TEIXEIRA et al, 2006).

Citocinas estio diretamente envolvidas na produgdo de quimiocinas e podem também
preceder a expressio de algumas quimiocinas, que, ao contririo, induzem a produgdo de
mediadores inflamatérios adicionais. Citocinas exercem um efeito secundério no recrutamento de
leucéeitos pela indugdio da expressio de varios genes quimiotaticos (TEIXEIRA et al, 2006).

Estudos com macréfagos murinos mostraram que a indug@io de quimiocinas ap6s infecgéo
com Leishmania é dependente da cepa do parasito utilizada. Além do mais, parece que a
viruléncia da Leishmania esté ligada 3 modulagdo da expressdo de quimiocinas pelos macrofagos.
A cinética de indugio das quimiocinas parece ser mais importante do que a multiplicagdo do
parasito, e este fato pode estar relacionado as diferengas genéticas dos isolados. Diferentes cepas
podem induzir diferentes intensidades e/ou velocidades de expressdo de quimiocinas, levando a
uma diversidade no recrutamento celular e diferentes respostas inflamatérias. Estes fatores
podem, por fim, implicar na diversidade de apresentagdo da doenga. Em leishmaniose, citocinas
parecem agir sinergicamente com elementos leishmaniais para regular a produgéo de quimiocina

(TEIXEIRA et al., 2005).

1.9 Potencial de escape da Leishmania

O macréfago é um fagocito primério que atua como hospedeiro para Leishmania. Essas
células sdo especializadas em destruir patdgenos invasores e iniciar a resposta imune do
hospedejro (OLIVIER et al., 2005). A ativagdo do macrofago ¢ um mecanismo primdrio para
eliminar o parasito Leishmania presumivelmente mediado por metabdlitos toxicos de oxigénio,
que podem incluir o anion superéxido (Oy), peréxido de hidrogénio (H,0,) e 6xido nitrico. Uma
variedade de estimulos pode induzir as mudangas morfolégicas, bioquimicas e funcionais,

caracteristicas de macrofagos ativados. Estes produzem diferentes citocinas como TNF-a, IL-6,

IL-18, IL-12 ¢ INF-y (AWASTHI et al., 2004).



Leishmania desenvolveu diversos e sofisticados mecanismos para subverter as fungles
normais dos macréfagos. Estes incluem a prevengdio da ativagdo de agente antimicrobianos como
6xido nitrico (NO) e também a inibi¢do de muitas das fungdes dos macréfagos induzidas por
citocinas para o desenvolvimentos de uma resposta imune efetiva. Isso permite ao parasito fugir
da resposta imune inata e se dividir dentro do fagolisossomo do macréfago infectado, de onde ele
pode alastrar e propagar a doenga dentro do hospedeiro, modulando o desenvolvimento do
macréfago a seu favor (OLIVIER et al., 2005).

Dado a diversidade de patologias causadas pelas Leishmania spp., ¢ inevitdvel que existam
diferengas significativas nos mecanismos de manipulagio das células do hospedeiro (OLIVIER et
al, 2005). As diferencas intraespecificas e os fatores do hospedeiro contribuem para o

desenvolvimento da infecgdio por L. braziliensis (LEOPOLDO et al., 2006).

1.10 Justificativa

O estudo de hospedeiros resistentes a agentes infecciosos permite possiveis descobertas sobre
os mecanismos de resposta imune que potencializam o organismo infectado a eliminar o parasito.
Assim, o uso de camundongos BALB/c, considerados resistentes a Leishmania (Viannia)
braziliensis podem ser bons modelos experimentais em pesquisas sobre leishmaniose
mucocutanea. Os resultados do presente trabalho podem auxiliar no direcionamento de outros
estudos sobre a potencialidade de cura mediada por citocinas ou outros mediadores quimicos

envolvidos no controle da patologia.
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OBJETIVOS

Identificar, em nivel de espécie, os isolados de Leishmania obtidos a partir de bidpsias de
pacientes atendidos no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-

UFU);

Analisar a presenga de parasitos do complexo Leishmania braziliensis no bago e no

figado de camundongos BALB/c inoculados com isolados de L. (V.) braziliensis;

Avaliar o perfil de citocinas expresso no bago e figado dos camundongos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Isolamento e cultivo de L. braziliensis

Para o isolamento dos parasitos a partir de bidpsias de pacientes atendidos no Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Uberlindia (HC-UFU) foram utilizados hamsters
(Mesocricetus auratus), machos, com 45-50 g de peso corporal, criados e mantidos no biotério do
ICBIM-UFU. Bidpsias de pacientes com manifestagdo clinica de leishmaniose foram obtidas de
acordo com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP: 109/02) e maceradas em salina tamponada
com fosfatos foram inoculadas no coxim plantar destes animais. Apds 4 semanas de evolugéo da
lesdo, os hamsters foram eutanasiados de acordo com as normas do comité de ética de
experimentagdo animal. Fragmentos das patas infectadas foram coletados e macerados em meio
de cultura, para posterior obtengdo de formas promatigotas, que foram utilizadas nas reagdes de
PCR. Realizou-se também cultura em meio axénico, para genotipagem por isoenzimas ¢ posterior
inéculo em camundongos.  As formas promastigotas do parasito foram expandidas, a partir de
crio preservados, em meio Schneider suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB)

contendo 2mM de L-Glutamina e 100pg/ml de Gentamicina.

3.2 Preparagio da massa parasitiria para isoenzimas

O cultivo de promastigotas de Leishmania foi feito em meio bifasico contendo sangue de
coelho desfibrinado e estéril com BHI-dgar (NNN) e meio Schneider de Drosophila
suplementado com 20% de SFB em estufa a 25°C. As células foram observadas por microscopia.
Na preparagdo das amostras, os parasitos (promastigotas na fase log de crescimento em culturas)
foram centrifugados (4000 rpm por 10 minutos a 4°C). O sobrenadante foi desprezado e o pellet
lavado com tampao (0,85% de NaCl e 0,01M de EDTA) e centrifugado nas condigSes anteriores.

O sobrenadante foi descartado e a massa parasitaria armazenada a —70°C até o uso.

3.3 Genotipagem por isoenzimas

A andlise foi realizada por eletroforese usando géis de agarose. Os géis foram preparados com
50ml de tampdo, 50 ml de agua destilada e 1g de agarose. Os tampdes, diluidos em dgua
destilada, variaram em Tris-Citrico (4cido citrico monohidratado a 0,079M e Trizima) pH 8,1,

Tris-Fosfato (NaH,PO4 e Trizima) pH8,0 e Tris-Maleico (Na;EDTA a 372,2M; MgCl, anidro a
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95,21M; 4cido maléico a 116,1M e Trizima) pH7,4. Os géis foram montados sobre placas em
suporte nivelado e, apds polimerizados, foram secos com papel filtro e armazenados a 4°C
overnight. Utilizando uma fita de aplicagfo, aplicou-se corante nas bandas onde seriam
posteriormente aplicadas as amostras mantidas em gelo. Esperou-se a absorgdo das amostras pelo
gel e, apos retirar a fita, o gel foi colocado em cuba contendo tampio (Tris-Citrico, Tris-Fosfato
ou Tris-Maleico, determinado de acordo com o gel preparado) para a corrida por eletroforese. A
revelagdo foi realizada de acordo com o protocolo de cada enzima. A posi¢do das bandas de
enzimas nos géis foi determinada primeiramente para as cepas referéncia de Leishmania
(Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis e entdo comparadas com as
amostras dos isolados. A corrida dos extratos de leishmania foi feita em experimentos separados,
e, similarmente, diferencas de intensidade entre as bandas de idéntica mobilidade eletroforética
foram ignoradas.

Cada amostra foi testada para a atividade de enzimas nomeadas como: aconitato hidratase
(ACON), fumarato hidratase (FUM), glicose fosfato isomerase (GPI), glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDH), hexoquinase (HK), isocitrato desidrogenase (IDHNAD e IDHNADP),
malato desidrogenase (MDH), enzima maélica (ME), manose fosfato isomerase (MPI),
nucleotidase (NH1 e NH2), prolina dipeptidase (PEPD), leucina peptidase (PEP1), alanina
peptidase (PEP3), fosfoglucomutase (PGM), 6-fosfogluconato desidrogenase (6PGDH) ¢ acido
fosfatase (ACP). As condi¢des eletroforéticas e de desenvolvimento para essas enzimas estdo

especificadas na Tabela 2.

3.4 Infeccio experimental de camundongos

Foram utilizados no experimento 16 fémeas de camundongos BALB/c, com idade entre 6
a 8 semanas. Os animais foram mantidos com agua e ragdo comercial balanceada, no Biotério do

Laboratério de Experimentagio Animal da Universidade Federal de Uberlandia (LEA-UFU).
Cada camundongo foi inoculado no coxim plantar com uma cultura de 10° parasitos
promastigotas na fase estaciondria. Apés 10 semanas de infec¢do, os camundongos foram

eutanasiados de acordo com as normas do comité de ética de experimentag@o animal.



3.5 Extracao de DNA

Bi¢psias de bago ¢ figado foram coletadas e armazenadas a —20°C até o momento da
extragdo. Fragmentos das bidpsias foram colocados em tubos de 1,5ml e macerados com o
auxilio de pistilos. Ao tecido macerado adicionou-se 50ul de tampdo contendo 10mM de Tris
HCI pH8,0; 10mM de EDTA e 5,0ul de proteinase K, contendo 50ug da enzima. A mistura foi
agitada em “vértex” por 10 minutos e mantida em banho seco a 45°C overnight para ocorrer
digestdo protéica. Apds isso, as amostras foram incubadas a 90°C por 20 minutos para inibir a
proteinase K. Posteriormente, adicionou-se 100ul de solugfio fenol/cloroférmio e a mistura foi
novamente agitada por 10 segundos e depois centrifugada por 2 minutos a 1200 rpm. A parte
aquosa superior das duas fases foi cuidadosamente coletada e transferida para outro tubo, e a ela,
adicionou-se etanol 100% gelado, correspondendo a 2 vezes o volume da fragdo aquosa. A
mistura foi novamente agitada em vértex e armazenada a —20°C por 12 horas. Centrifugou-se a
amostra por 5 minutos a 12000rpm, desprezou-se o sobrenadante e, ao pellet, foi adicionado e
homogeneizado 1ml de etanol 70% conservado a temperatura ambiente. A amostra foi novamente
centrifugada e o sobrenadante descartado. O tubo foi invertido sobre papel filtro até a total
secagem do pellet, quando a ele foi adicionado de 30 a 100ul de dgua Milli-Q estéril, de acordo
com o tamanho do pellet formado. As amostras foram armazenadas a -20°C até o momento de
uso. Procedimentos foram adotados para evitar possiveis contaminag8es de instrumentos e area
de trabalho, como, por exemplo, uso de hipoclorito diluido e raios ultravioleta. Esses cuidados
foram tomados tanto na sala onde foram realizadas as extragdes de DNA e RNA, quanto na sala

onde foram preparados os mixes para PCR.

3.6 PCR-Multiplex Leishmania

A Reagdo de amplificagdo por PCR foi preparada em volume final de 25 pl contendo 50 mM
de KCI, 10 mM de Tris pH 8,3, 200 uM de cada deoxinucleotideo trifosfato, 1,5 mM de MgCly,
5% de dimetil sulféxido, 50 mM de cloreto de tetrametilamonio, 0,6M de betaina, 1 mM de
ditiotreitol, 0,4 uM da sonda 5’ LLU-5A, 0,2 uM de cada sonda 3 (LLB-3C, LLM-3A, LLC-
3L), 0,04 U de Taq (Thermus aquaticus) DNA polimerase por pl e 5 pl da amostra de paciente /

controle, contendo DNA (Tabela 3). O processo de amplificag¢do foi realizado com desnaturagdo



14

inicial a 95°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos (95°C por 30 segundos, 54 C por 45 segundos
e 72°C por 30 segundos) e extensdo final a 72°'C por cinco minutos. O produto final da
amplificagio foi analisado em gel de agarose a 2% preparado em tampéo (Tris-EDTA) contendo
brometo de etidio a 0,05mg/ml e visualizado em transiluminador. As bandas das amostras foram
comparadas as das cepas padrdes dos complexos L. braziliensisi, L. mexicana ¢ L. donovani
(Tabela 4).

3.7 Extracdo de RNA

Biopsias de bago e figado foram coletadas dos camundongos infectados com L. (V)
braziliensis e armazenadas em tubos contendo RNA later a —20°C até o momento da extra¢do
cuja realizagio foi toda realizada em gelo. Fragmentos das bidpsias foram transferidos para tubos
de 1,5ml e cada fragmento foi macerado, com o auxilio de um pistilo, em 500ul de TRIZOL.
Apés completa maceragdo, adicionou-se 200ul de cloroférmio-alcool isoamilico (49:1). A
mistura foi homogeneizada em vértex e posteriormente incubada por 30 minutos em banho de
gelo. Ap6s esse periodo foi submetida a centrifugagio a 10 000 rpm por 20 minutos a 4°C. A fase
aquosa foi cuidadosamente coletada e transferida para outro tubo, ao qual adicionou-se 1ml de
isopropanol e mantida a 4°C overnight para precipitagdo do RNA. Centrifugou-se novamente a
mistura a 10 000 rpm por 20 minutos a 4°C e desprezou-se o sobrenadante. O precipitado foi
lavado com 500pl de etanol a 70% e centrifugado a 12 000rpm por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento dissolvido em 1001 de agua Milli-Q estéril e estocado

a—70°C até o uso.

3.8 Quantificagiio de RNA

Para a quantificagio foram adicionados 10ul de RNA em 990ul de agua Milli-Q estéril. O
RNA foi quantificado por leitura em espectrofotdmetro a 260nm. O aparelho foi zerado com agua

destilada estéril a cada nova leitura. A concentragio de RNA foi determinada pela férmula

[RNA]=As x 40 x fator de dilui¢io da amostra (100) = pg/ml.



15

3.9 Sintese de cDNA

Para obtengdio do cDNA foram adicionados, mantendo-se o tubo em gelo, 0,5ul de Oligo
(dT)z0 a 50uM, 1,0pl de DNTPs a 10uM, Sug de RNA da amostra e completou-se a mistura para
13l com agua Milli-Q estéril. Essa mistura foi aquecida a 65°C por 5 minutos e incubada a 25°C
por 15 minutos em termociclador. Durante a incubagio foram adicionados, em outro tubo, 4,0ul
de tampdo Buffer (5x), 1,0ul de ditiotreitol (DTT) a 0,1M, 0,5ul de Superase-In, 0,5ul de
SuperScript 111 (200U/ul) e 0,5pl de 4gua Milli-Q estéril. Apés os 15 minutos de incubago do
¢cDNA, adicionou-se 7,0pl do mix as amostras que foram incubadas, em termociclador, a 25°C
por 5 minutos, 50°C por 60 minutos, 70°C por 15 minutos e posteriormente armazenadas a —20°C

até o uso.

3.10 Avalia¢io do perfil de citocinas por RT-PCR (transcrigio reversa da reagio em

cadeia de polimerase).

A 2,0ul de cDNA de cada amostra adicionou-se 1,0ul de tampdo Buffer (10x), 0,3pl de
MgCl, a 50mM, 0,2ul de dNTPs a 10mM, 1,0pl de primer (sense/anti-sense), 0,05pl de Taq
Polimerase a 5U/pl e 4,42ul1 de dgua Milli-Q estéril. O material foi submetido a desnaturagdo a
95°C por 2 minutos, 35 ciclos de repetigdo de 94°C por 1 minuto, 57°C para anelamento por 1
minuto e 72°C por 1 minuto, e posterior incubagdio a 72°C por 10 minutos. A temperatura de
anelamento foi aumentada quando observadas bandas inespecificas no gel, € diminuida quando as

bandas ndo apresentaram intensidade. As amostras foram mantidas a 4°C até o uso.

3.11 Leitura em gel de agarose

Os produtos de PCR foram aplicados, juntamente com tampao a base de glicerol e corante
Azul de Bromofenol, em gel de agarose 2% preparado em tampdo tris-EDTA contendo brometo
de etidio a 0,05mg/ml. As bandas foram visualisadas sobre luz UV em transiluminador e

registradas com fotos digitais.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dificuldades na identificagdo de espécies de Leishmania devido & similar morfologia das
formas amastigotas das diferentes espécies de Leishmania tém sido solucionadas com a
caracterizagdo por isoenzimas (NIMRI et al., 2002). Através da técnica de genotipagem por
isoenzimas foi possivel, neste trabalho, comparar as cepas de isolados de pacientes com a cepa
referéncia Leishmania (Viannia) braziliensis HOM/BR/75/M2903. As bandas resultantes da
reagdo entre os isolados e as isoenzimas foram semelhantes as formadas utilizando-se a cepa
padriio (Figura 2). Com esses dados pdde-se afirmar que as leishmanias isoladas dos pacientes ¢

utilizadas no inéculo dos camundongos pertencem a espécie L. (V.) braziliensis.

AL B.

Figura 2. A. Gel revelado com enzima 6PG; B. Gel revelado com enzima G6P; 1. Cepa padrdo de L.(V.)
braziliensis; 2. Cepa padrdo de L. (L) amazonensis; 3 ¢ 4. Isolados de Leishmania de pacientes cuja posigdo das
bandas assemelham-se as bandas da cepa referéncia da espécie L. (V) braziliensis.

A PCR permite que o DNA de uma regido selecionada do genoma seja amplificado um bilhdo
de vezes, “purificando” efetivamente este DNA do restante do genoma. Os oligonucleotideos,
também denominados primers, sdo utilizados para iniciar a sintese de DNA nas fitas simples
geradas pelo aquecimento do DNA do genoma inteiro (processo de desnaturagdo). O novo DNA
sintetizado ¢ produzido em uma reagdo catalisada in vitro por uma DNA polimerase purificada, e
os iniciadores permanecem nas extremidades 5° dos fragmentos finais de DNA que sdo
produzidos. Ao fim da amplificagdo, o DNA pode ser introduzido em gel de agarose, no qual,
ap6s corrida por eletroforese, formam-se bandas especificas que podem ser identificadas quando
o DNA & exposto ao corante brometo de etideo, que fluoresce sob luz ultravioleta quando esta

ligado a0 DNA (ALBERTS et al, 2004).
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Segundo Harris e colaboradores (1998), a PCR-Multiplex € uma técnica simples, sensivel e

especifica para a diferenciagdo de trés complexos de Leishmania do Novo Mundo (Figura 3).

1 2 3 45 6 7 8M 9 1011 12 13KIS

LN

L.don.—{
L.mex.—{

«— L.braz.

Figura 3. Especificidade da técnica PCR-Multiplex na amplificagdo de regido especifica para os complexos L.
donovani, L. mexicana e L. braziliensis. Modificado de Harris et al (1998).

Neste trabalho, com a utilizagdo da técnica PCR-Multiplex ndo foram detectados DNA de
parasitos do complexo L. braziliensis no bago e no figado dos camundongos inoculados tanto
com a cepa padrdo HOM/BR/75/M2903 quanto com parasitos dos isolados. Caso a técnica tenha
sido realmente eficiente, provavelmente os camundongos infectados neste experimento
desenvolveram a cura promovida através de uma resposta imune eficaz, resultando na possivel
eliminago do parasito nesses 6rgdos.

O controle de uma determinada infecgdo depende da habilidade do organismo do hospedeiro
em gerar uma resposta imune eficiente levando ao controle do agente infeccioso. O controle da
resposta & essencial para o estabelecimento da patologia ou sua cura. Esta a¢do coordenada do
sistema imune envolve mobilizagio de mecanismos inflamatérios e antiinflamatorios, e respostas
modulatérias. A determinagdio dos mecanismos envolvidos com o desenvolvimento da patologia
permitird novas possibilidades de intervengdes imunolégicas para a prevengdo da patologia
(FARIA et al., 2005).

Parasitos  Leishmania sio patogenos intracelulares obrigatorios que invadem
preferencialmente macréfagos ou células dendriticas para replicagdo. Os eventos iniciais de
interagdo parasito-hospedeiro provavelmente influenciam o futuro curso da doenga. Como
resultado de uma infecglio por Leishmania na pele, inicia-se um processo inflamatorio local
envolvendo o acumulo de leucocitos no sitio de entrada do parasito. A composigao de populagdes
de células recrutadas nesta fase inicial de infec¢fio é essencial para definir o desenvolvimento da
doenca. Durante este processo, membros da familia de quimiocinas tem um papel fundamental na

atrago especifica de subgrupos de leucdcitos para o sitio de infecgdo e entdo estimuld-los. As
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fungdes das quimiocinas na infecgdo por Leishmania incluem mecanismos de defesa do
hospedeiro assim como de recrutamento de leucdcitos, participagdo na imunidade mediada por
células, ativagio de células e atividade anti-leishmanial (TEIXEIRA et al., 2006). A Tabela 5
resume os principais locais de atuagdo e as principais atividades bioldgicas das citocinas cujas
expressdes foram avaliadas neste trabalho.

Os eventos iniciais da infec¢do por Leishmania sdo importantes na determinagdo do controle
ou evolugdo da doenga. E bem conhecido que a cura das leishmanioses depende da ativagdo
apropriada de macréfagos por IFN-y secretado por linfécitos Thl, sob a influéncia de IL-12 e IL-
18. Quando os parasitos encontram condi¢des favoraveis para a produgdo de citocinas Th2, como
[L-4, IL-10 e IL-13, que sio antagonistas naturais da resposta imune Thl, a multiplica¢do da
leishmania é aumentada e a infecgfio desenvolve-se em doenga (SOUSA-ATTA et al., 2002).

Citocinas tém sido reconhecidas como elementos chaves na resposta do hospedeiro contra
Leishmania. Macr6fagos, que abrigam Leishmania produzem preferencialmente IL-1f3, TNF-o e
IL-12, todos produtos que resultam em resposta inflamatéria. Células Thl produzem IFN-y, e
células Th2 produzem IL-4. Outras células s3o também responsdveis pela produgdo de citocinas,
como as células dendriticas (DC) que produzem IL-12 e células exterminadoras naturais (NK),
IFN-y (TEIXEIRA et al., 2006).

Genes que codificam proteinas correspondem a seqiiéncias de DNA que sao transcritas em
mRNA. A selegiio dessas seqiiéncias pode ser realizada extraindo o mRNA de células e, entdo,
fazendo uma cépia de DNA complementar (cDNA) de cada molécula de mRNA presente. Essa
reagdo ¢ catalisada pela enzima transcriptase reversa de retrovirus, que sintetiza uma cadeia de
DNA a partir de um molde de RNA. As moléculas de DNA de fita simples sintetizadas pela
transcriptase reversa sdo convertidas em moléculas de DNA de fita dupla pela DNA polimerase.
O ¢cDNA contém apenas regides do genoma que foram transcritas em mRNA. As células
pertencentes a diferentes tecidos produzem conjuntos diferentes de moléculas de mRNA
(ALBERTS et al, 2004).

Com a técnica de RT-PCR (transcrigdo reversa da reagdo em cadeia de polimerase), foi
possivel estabelecer no presente trabalho as principais citocinas, proteinas mediadoras da resposta
imune presentes nos 6rgdos (bago e figado) dos camundongos BALB/c. Neste trabalho utilizou-

se 0 bago por ser um importante 6rgdo linfoide, no qual os antigenos presentes no organismo
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interagem com as células competentes do sistema imune, e o figado, por expressar qualquer
alteragdo sistémica induzida por patdgenos.

Os dados obtidos sobre a expressdo das citocinas analisadas no bago e no figado dos
camundongos BALB/c utilizados neste estudo estdo sintetizados na Tabela 6. As células do
figado dos animais do grupo ndo infectado apresentaram expressao constitutiva independente de
estimulo para todas as citocinas, com excegdo da [L-4. Os bagos desses animais ndo expressaram
nenhuma citocina avaliada, podendo, assim, ser considerado um bom grupo controle.

A citocina IL-13 foi expressa tanto no figado quanto no bago dos trés grupos de
camundongos infectados com L. (V.) braziliensis. Embora a citocina IL-13 induza a produgéo de
IL-4 e ambas estejam relacionadas ao perfil Th2 da resposta imune dos camundongos, nZo houve
detecgdo da expressdo de IL-4 nos orgdos analisados, com excegdo de um animal inoculado com
a cepa referéncia de L. (V) braziliensis. Essa Unica expressio pode estar relacionada a
permanéncia tardia de uma resposta Th2.

TGF-B est4 relacionado a desregulagio de macréfagos infectados, e este mediador quimico
apresentou expressdo em todos os grupos de BALB/c analisados. A expressio dessas citocinas no
bago dos trés grupos infectados provavelmente tende a diminuicdo ja que houve o
desenvolvimento de cura da leishmaniose nos camundongos utilizados neste estudo.

[L-12 é um adjuvante efetivo e um pré-requisito para resposta imune tipo Thl em muitas
infecgdes por parasitos intracelulares. A neutralizacdo de IL-12 durante infec¢do com Leishmania
torna o camundongo resistente & doenga (AWASTHI et al., 2004). Foi observada a expressdo de
IL-12 no figado de todos os animais infectados com Leishmania e no bago de dois deles. IL-12¢
uma citocina Th1 que induz a sintese de INF-y. Esta sintese, porém, ndo foi significante em todos
os animais infectados, ao contrario da expressdo de TNF-a, observada na maioria dos animais
infectados. Citocinas como IL-12, INF-y ¢ TNF-o. s3o essenciais na resolugdo de infecgdes com
todas as espécies de Leishmania, portanto, a expressdo dessas citocinas, principalmente no bago
dos animais infectados, caracteriza o desenvolvimento de uma resposta imune do tipo Thl que
tende a resolugdo da doenga e possivel cura.

Células NK s#o conhecidas por produzir INF-y e podem contribuir para a resisténcia a L. (V.)
braziliensis. INF-y e TNF-a sdo importantes citocinas para o desenvolvimento da infec¢do em

modelos experimentais de leishmanioses. Respostas imunes tipo 1 sdo associadas ao controle da
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infecgdo, enquanto as do tipo 2 levam a susceptibilidade para Leishmania sp (LEOPOLDO et al.,
2006).

A expressdo das citocinas ndo foi quantificada, portanto néo ¢ possivel avaliar se a resposta
Thl predominou sobre a resposta Th2. A quantificagdo do perfil das citocinas permitiria
conclusdes mais precisas sobre o desenvolvimento da infecg@o.

Ambas, Leishmania major e Leishmania (Viannia) braziliensis, causam leishmaniose
cutinea, mas a infecgdo por L. major leva & morte de camundongos BALB/c enquanto a infecg¢do
por L. (V.) braziliensis é controlada pelo sistema imune dessa linhagem de camundongos. A
letalidade de L. (V.) braziliensis ocorre por um mecanismo dependente de INF-y, potencialmente
possivel devido a deficiéncia na produgdo de IL-4 (DeKREY et al., 1998).

O modelo mais comumente estudado para leishmaniose cutinea é a infecgdo de camundongos
com Leishmania major, no qual tém-se observado que certos camundongos (por exemplo, C3H)
desenvolvem uma resposta Th1 parasito-especifica (altos niveis de INF-y e baixos niveis de IL-
4), que geralmente estd associado com a cura, enquanto Outros camundongos (BALB/c)
desenvolvem uma resposta Th2 (baixos niveis de INF-y e altos niveis de IL-4), que leva a
progressdo da doenga (DeKREY et al, 1998). Muitos estudos usando L. magjor t€ém sido
interpretados de acordo com o seguinte quadro. A resisténcia ou a susceptibilidade da doenga, em
diferentes linhagens de camundongos, ¢ assegurada pelos determinantes genéticos do hospedeiro:
resisténeia é mediada por resposta imune celular tipo Thl, caracterizada pela presenga de altos
niveis de INF-y e baixos niveis de IL-4; susceptibilidade ¢ mediada por uma resposta imune
celular tipo Th2, caracterizada por baixos niveis de INF-y e altos niveis de IL-4. Estas citocinas
n3o agem somente nas células parasitadas auxiliando na eliminagdo do parasito, ou prevenindo
sua replicagfo, mas também contribuem para a ocorréncia dos processos inflamatérios no tecido
infectado por Leishmania. Portanto, variagdes na patogenicidade do parasito, que sdo
relacionadas a sua diversidade genética ¢ também um importante fator de influéncia nas
caracteristicas clinicas da leishmaniose (OLIVEIRA et al, 2004).

Em contraste com L. amazonensis e L. major, 0 numero de trabalhos que tém sido conduzidos
com L.(V.) braziliensis é consideravelmente menor, apesar dos sérios problemas de satide publica
causados por esta espécie de parasitos na América do Sul. Isto ocorre, provavelmente, porque L.

(V.) braziliensis apresenta dificil crescimento in vitro ¢ sua conversdo na fase metaciclica sob
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condi¢des padrdo de cultura seja ineficiente, requerendo indculo de grande quantidade de
parasitos (1 0’ parasitos) para que haja sucesso na infecgdo (MOURA et al., 2005).

DeKrey (1998) e colaboradores inocularam 107 L. brasiliensis na pata de camundongos
BALB/c e observaram que houve uma duplicagdo deste niimero uma semana apds a infecgéo e
depois disso os parasitos foram gradualmente destruidos, nfo sendo mais detectados apods 42 dias
pos-infec¢do. Macroscopicamente observou-se um modesto aumento (ndo mais que 50%) na pata
que sofreu o indculo, com lesBes nodulares e nunca ulceradas. A fraca infectividade de L. (V.)
braziliensis para o camundongo pode ser devido & incapacidade do parasito eliciar uma forte e
sustentada producdo de IL-4 nos animais. De acordo com esse trabalho pdde-se supor que o
periodo de infecgdio também foi um fator contribuinte para os resultados do presente trabalho.
Provavelmente o perfil de resposta imune variou durante a infec¢dio experimental, € apresentaria
alteracOes em relag@o as expressdes obtidas das citocinas caso os animais fossem mantidos vivos

por um periodo inferior as 10 semanas de infec¢ao.
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CONCLUSOES

Parasitos Leishmania isolados a partir de biopsias de pacientes atendidos no HC-UFU
pertencem a espécie Leishmania (Viannia) braziliensis do complexo Leishmania

braziliensis;
Houve a detecgdo de resposta imune mista Thl e Th2 nos camundongos infectados;

Os camundongos BALB/c infectados com parasitos isolados dos pacientes evoluiram para

a cura
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LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Taxonomia de espécies de Leishmania encontradas no homem com respectivo tipo de manifestagfo.
(Adaptada de Shaw, 1997).

Espécie Doenca
Subgénero Leishmania '
Complexo L. donovani
Leishmania (Leishmania) donovani Visceral
L. (L.) infantum Visceral infantil
L. (L.) chagasi Visceral
Complexo L. major
Leishmania (Leishmania) major Cutanea
Complexo L. tropica
L.(Leishmania) tropica Cutéinea
Complexo L. aethiopica
L.(Leishmania) aethiopica Cuténea difusa
L.(L.) garnhami Cuténea
Complexo L. mexicana
Leishmania (Leishmania) mexicana Cuténea
L. (L.) amazonensis Cutdnea/mucosa/visceral
L. (L). pifanoi Cuténea
L. (L.) venezuelensis Cuténea

Subgénero Viannia
Complexo L.braziliensis

Leishmania (Viannia) braziliensis Cuténea/mucosa
L.(V.) peruvana Cuténea
L. (V )colombiensis Cuténea/visceral
Complexo L. guyanensis
L. (Viannia.) guyanensis Cuténea
L. (V.) panamensis Cuténea
Complexos ainda néo especificados
L. (Viannia.) naiffi Cuténea
L (V.)shawi Cutanea

L. (V) lainsoni Cuténea
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Tabela 2. Condi¢des usadas para visualizagdo enzimética de Leishmania em géis de agarose.



Tabela 3. Sondas utilizadas no método Multiplex-PCR.

Sonda Complexo Seqiiéncia Produto de
PCR (pb)

LUU-5A Género Leishmania 5%:5-TTT ATT GGT ATG GGA AAC TTC-3’

LLB-3C  Leishmania braziliensis 3’:5’-CGT (C/G)CC GAA CCC CGT GTC-3’

46-149
LLM-3A Leishmania mexicana  3’:5’-GCA CCG CAC CGG (A/G)CC AC-3’
18-240
LLC-3L  Leihsmania donovani  3°:5’-GCC CGC G(C/T)G TCA CCA CCA T-3’
51-397
Tabela 4. Cepas de referéncia, de acordo com a Organizagfio Mundial de Saude.
Cepas Padrdes Referéncia Complexos
M2903 (MHOM/BR/75/M2903) Leishmania braziliensis
PHS (IFLA/BR/67/PHR) Leishmania mexicana

DD8 (MHOM/IN/80/DD8) Leishmania donovani




Tabela 5: Citocinas que influenciam o curso da leishmaniose mucocutinea em camundongos experimentais.

ABREVIACAO CITOCINA PRINCIPAL CELULA PRINCIPAIS ATIVIDADES BIOLOGICAS
PRODUTORA OU
LOCALIZACAQ
INF-y Interferon gama Células T Monécitos e macréfagos ativados;
Células NK Induz moléculas do MHC de classe I ¢ Il em
vérios tipos celulares;
Exerce atividade antiviral.
TNF-o Fator de necrose Células T Indutor de respostas na fase aguda;
tumoral alfa - ) . .. .
Monécitos/macréfagos  Seleciona atividade citotéxica;
Fibroblastos Virios efeitos em diferentes tipos de células
- laga i
Astrécitos por moSiu agdo da expres:sao de gene para
outras citocinas, para proteinas da fase aguda,
Células da micréglia etc.
TGF-8 Fator de Monécitos/macréfagos  Desregula fungdes citotdxicas e inflamatérias
crescimento de mondcitos e macréfagos;
tumoral
IL-4 Interleucina-4 Células T Fator de crescimento para células B ativadas
" ¢lulas T;
Mastécitos © celulas
. Promove desenvolvimento Th2;
Células B
, Induz expressio de MHC de classe 1T em
Baséfilos .
células B;
Promove IgE.
IL-12 Interleucina 12 Monécitos/macréfagos  Promove o desenvolvimento de resposta
imune tipo Thl
IL-13 Interleucina-13 Células T (tipo Th2) Desregula fungdes citotdxicas e inflamatérias
. . de mondcitos ¢ macrofagos;
Mastdcitos

Induz IL-4 independente de sintese de IgE;

Divide muitas de suas agdes bioldgicas com
IL-4 e IL-10.




Tabela 6: Expressio de citocinas no figado € no bago de camundongos BALB/c inoculados com PBS (grupo
controle); inoculados com parasitos de isolados de pacientes (1 e 2) e inoculados com parasitos da cepa referéncia L.
(Viannia) braziliensis HOM/BR/75/M2903. Detecgéio da expressio da citocina (+); ndo-detecgdo da expressdo da
citocina (-).

Controle nio Isolado 1 Isolado 2 M2903
Citocina infectado

Figado Baco Figado Baco Figado Baco Figado Bacgo

IL-13 + o+ - - o+ o+ -+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

IL-4 - - - - - - - - - - - - - - + -
TGF-B + o+ - - + o+ o+ - + + o+ o+ o+ o+ o+ 4
IL-12 - + - - + o+ + - + + - - + + o+ -
INF-y + o+ - - - - - - + o+ - - + 4+ o+ o+

TNF-a, + o+ - -+ + + o+ o+ o+ o+ o+ L+




