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LeiIshmanioses



Os tripanossomatideos parasitas

Familia: Trypanosomatidae

Géneros: Leishhmania - Leishmaniose cutanea e visceral

Trypanosoma - T. cruzi - Doenca de Chagas

T. brucei- Doenca do Sono

Phytomonas - Parasitas de plantas



Espécies e Formas clinicas

Leishmaniose cutanea- L.V.braziliensis,
L.L.amazonensis,
L.V.guyanensis

L.L.major

Leishmaniose difusa - L.L.amazonensis

Leishmaniose mucocutanea -L.V.braziliensis

Leishmaniose visceral -L.L.chagasi, L.L.donovani

Novo Mundo Velho Mundo

http://lineu.icb.usp.br/~farmacia/indexdiu.html



Epidemiologia



Leishmaniose - Quadro Mundial

Populacao sob risco: 350 milhoes
Distribuicao: 88 paises em 4 continentes
Prevaléncia: 12 milhoes de casos
Mortes: 57.000/ ano

Coinfeccao Leishmania/HIV



Paisagem & Epidemiologia

» Doenga de transmissao relacionada a proximidade de areas
de desmatamento, ou proximas a florestas.

» Recentemente, tem se expandido para areas urbanas,
especialmente a doenga visceral, ou calazar.



Distribuicdo Geografica da Leishmaniose Cutdnea

Distribution of Old World and New World Cutaneous Leishmaniasis
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»90% dos casos de leishmaniose cutanea ocorrem no Afeganistao, Brasil, Iran,
Peru, Arabia Saudita e Siria. (100.000 casos em Kabul em 2002).

» 90% dos casos de leishmaniose mucocutanea ocorrem na Bolivia, Brasil e Peru.

1,5 milhao de casos novos por ano



Distribuicdo Geografica da Leishmaniose Visceral

Distribution of Old World and New Werld Visceral Leishmaniasis
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» 90% dos casos em Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Sud3o.

» Nos anos 90, 100.000 mortes no Sudao (dentre 300.000).

500.000 casos novos por ano



e Numero crescente de casos
de LTA no Brasil (aumento real
+ melhoria da notificagao)

*1980 - 4.560 casos

*1985 - 13.654 casos
©1990 - 24.753 casos
©1995 - 35.748 casos
*2000 - 33.439 casos

Grafico 1 - Casos de Leishmaniose Tegumentar - Brasil, 1970 - 2001

CASOS

Fonte: CENERPUFUNAZAMSE

Tegumentar= Cutdnea, cutdnea difusa e Muco-cutdnea

Fontes: Boletim Eletrdnico Epidemiolégico, LTA, ano 02, n.05, 2002, Min Saude; MS/SVS, SES e SINAN



Figura 1- Média de Casos de Leishmaniose Tegumentar por
Municipios - Brasil, 1998 a 2000
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Fonte: CENEFLIFUNASAMSE

Doenga de ampla distribuigdo no territorio nacional (N, NE, CO, SE)

Agentes: Leishmania braziliensis, L. amazonensis, L. guyanensis,

Fonte: Boletim Eletronico Epidemiolégico, LTA, ano 02, n.05, 2002, Min Salde



L. Visceral no Brasil - Distribuicdo Geografica

Figura 2 - Distribuicao de casos autoctones de Leishmaniose Visceral segundo
municipio, Brasil 2002

Legenda
[ ] 0 casos
[ ] 1-5 casos
[ 5-10 casos

B 10-20 casos L
50-192casos

Fonte: SINAN. COVEV/ CGDT/DEVEP/SVS/MS

eDistribuicao ampla: N, NE, SE, CO
*Regidao NE: 90% década 90 para 77% anos 2000
eUrbanizag¢ao da LV (surtos RJ, BH, Aragatuba, Natal, Sao Luis, Santarém, etc..)

Fonte: Manual de Vigilancia e Controle da LV, Min Saude



Distribuicdo geogrdfica leishmaniose visceral/AIDS

34 Countries Reporting Lelshmania / HIV Co-Infection Worldwide
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O vetor



Insetos flebotomineos

Lutzomyia e
Psychodopigus nas
Ameéricas

Phlebotomus na
Africa, Europa e Asia

“Mosquito palha”,
“Birigui”

Phlebotomus papatasi

» A doencga é transmitida por insetos flebotomineos, que séao

pegquenos e se reproduzem e vivem em solo umido em areas de

matas ou florestas.

» A fémea se alimenta de sangue de animais silvestres e/ou

domésticos ou homens.



Insetos flebotomineos

» 2-3mm, corpo e asas peludas

» Marrons “luminosos” (oleosidade)

» AsasemV
> Regides tropicais e temperadas (20 a 30graus)

> A fémea se alimenta de sangue no entardecer/noite, voo curto
(até 100m), baixo e direto

» Picada dolorida- “bebem” sangue da ferida


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/b/bf/Biting_sandfly.jpg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/b/bf/Biting_sandfly.jpg

Insetos flebotomineos

Ovo- adulto: 4 a 7 semanas, Adulto vive 15 a 30 dias
Larvas e pupas: habitat umido, quente e com nutrientes

Dificil encontrar locais de desova, larvas e pupas: dificil controle!



VETORES

Habitat silvestres/peri-domiciares: lixos e escombros, rachaduras externas
de habitag¢oes, solo umido em matas ou florestas, cascas de arvores, tocas

de roedores silvestres.
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Ordem Kinetoplastida

Familia Trypanosomatidae

Género L eishmania

Sub-géneros Leishmania
Viannia

“20 espécies patogénicas para homem”



FORMAS DO PARASITA

Amastigota

Intracelular Promastigota
(anaeréhio) Vetor, cultura
(2-6um) (aerdbico)

(14-20um)




Amastigota

P> Infecta células do sistema mononuclear fagocitico:
macroéfagos, neutréfilos, células dendriticas.
P Reproducao por fissao binaria.

Milder R, 2001
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» Reproducao por fissao binaria
» Forma invasiva: promastigota metaciclico

Leishmania in tissue culture. DNA in blue, Leishmania in green

www upenn edu/pennewsfarticle php?id=5385 www aids-images.ch






Ciclo de vida

Sandfly Stages Human Stages

@ sandfy takes a blood meal

(injects promistigole Stage P*rmnastigule:s are

phagncﬂiz&d by

into the skin) /
Divide in midgut and ﬂ ’ macrophages

migrate to proboscis

all meashgnt&s transform
into amastigotes inside
macrophages A

Amastigotes transform into
promastigote stage in midgut

Amastigotes multiply in cells
(including macrophages) of

h various tissues ﬂ

Sandfly takes a blood meal
{ingests macrophages infeched
with amastigotes)

9 rngest:m of
parasitized cell

A\ = infective Stage
A\ = Diagnostic Stage anre s
hitp:ifeww, dpd.cdo.gowidpdx




FLEBOTOMOS

TECIDO DO __|
MAMIFERO

Amastigota

Amastigota Promastigota

F o Paramastigota
acréfago &P
g Epitélio intestinal do inseto
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Mecanismos de evasao



Mecanismos de evasao

A Leishmania - Phlebotomus B Leishmania - Phlebotomus O Gal
major papatasi donovani argentipes O Man
& Ara
A W
Midgut epithelial Midgut epithelial @ Gallectin
cel lectin receptors @ Man-lectin

Lectin
receptors

O LPG é modificado durante a metaciclogénese, facilitando a
migracao do promastigota para o esoéfago.

As modificagcoes no LPG também estao relacionadas a resisténcia a
lise por complemento que os promastigotas metaciclicos
apresentam, quando injetados no hospedeiro mamifero.



GP63 - degrada enzimas proteoliticas dos lisossomas

LPG - Invasao

leishmania

~ Qla Q@/

macrofago



Relacao parasita-celula

macrofago

Libera produtos oxidativos:
*H,0,
eSuperoxido
eRadicais hidroxila
«Oxido nitrico

leishmania

eProduz enzimas que detoxicam o
peréxido de Hidrogénio

*Promove down-regulation dos
sinais que desencadeiam a resposta
antiparasitaria




Resposta imune

1- Celular

Ativacao do “burst respiratorio” e
Macréfago ¢  producio de NO

infectado \ Apresentacao de antigenos na superficie

!

Linfocitos imunes

’ Thi (IL2, IFNy)
~

Th2 (IL4, IL5)

Auséncia de ativacao de macréfagos




Resposta imune

Th?2
=
Resposta imune do tipo 1, baixos titulos
de Ac e ampla linfoproliferacéo

Thl

2

Resposta imune do tipo 2, Infeccdo
progressiva, Ac altos, RI deficiente ou
anérgica



Mimetismo Apoptotico (amastigotas)

Amastigotas expoem PS, inativam macrofago mas nao entram em apoptose

B\ Producdo de TGF-B

' pelo macréfago |

Amastigota
(expaosicdo de PS)

Promastigotas apoptéticos “altruistas” induzem produgao de TGFf e inativam
macrofago-sobrevida dos parasitas

Deolindo, 2008



Neutrofilos e Leishmania: Cavalo de Troia?

Rapido recrutamento de neutrofilos apds inoculagao (30min).
LPG inibe lise em alguns neutroéfilos

Neutréfilos em apoptose (horas) sao fagocitados por macréfagos.

Leishmania donovani em neutréfilos Macrofago fagocita neutrofilos
com L. donovani

Gueirard et al., 2008



Science 321,970 (2008);
DOI: 10.1126/science.1159194

MYAAAS

In Vivo Imaging Reveals an Essential
Role for Neutrophils in Leishmaniasis
Transmitted by Sand Flies

Nathan C. Peters,’* Jackson G. Egen,”*t Nagila Secundino,* Alain Debrabant,® Nicola Kimblin,*
Shaden Kamhawi,* Phillip Lawyer,” Michael P. Fay,* Ronald N. Germain,?t David Sacks'tt

Infection with the obligate intracellular protozoan Leishmania is thought to be initiated by

direct parasitization of macrophages, but the early events following transmission to the skin by
vector sand flies have been difficult to examine directly. Using dynamic intravital microscopy
and flow cytometry, we observed a rapid and sustained neutrophilic infiltrate at localized sand
fly bite sites. Invading neutrophils efficiently captured Leishmania major (L.m.) parasites early after
sand fly transmission or needle inoculation, but phagocytosed L.m. remained viable and

infected neutrophils efficiently initiated infection. Furthermore, neutrophil depletion reduced,
rather than enhanced, the ability of parasites to establish productive infections. Thus, L.m. appears
to have evolved to both evade and exploit the innate host response to sand fly bite in order to
establish and promote disease.



Neutrofilos & Leishmania

Neutrofilos (verdes) migram dos vasos (azuis) para local do indculo de
L. major (vermelha).

Science, ago 2008
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Sindromes clinicas

Leishmaniose cutanea localizada



Quadro clinico - forma cutanea localizada

L. braziliensis
L. guyanensis
L. amazonensis
L. mexicana

Evolucao classica:
2-8 sem apas infeccao

1.Nédulo/Papula no local
infeccao

2.Crosta central

3.Ulcera cléssica




Quadro clinico - forma cutanea localizada

L. braziliensis
L. guyanensis
L. amazonensis
L. mexicana

Reservatorio: roedores
silvestres, marsupiais
(gamba), preguica,
tamandua







Sindromes clinicas

Leishmaniose cutaneo difusa



Quadro clinico - forma cutanea difusa

L. amazonensis

- Anergia da resposta imune

- Disseminac¢ao da doencga (lesdes
nodulares) e dificil tratamento

Reservatario: roedores silvestres




Diffuse cutaneous leishmaniasis. Facial lesion.



Sindromes clinicas

Leishmaniose cutaneo-mucosa



Quadro clinico - forma muco-cutanea

L. braziliensis

- Evolucéo pode ser concomitante
a uma manifestacéo de LC ou

até varios anos apaos tratamento
de LC

- Ulceracao e erosao que destroem
progressivamente tecidos moles e
cartilagens das cavidades oronasal
e faringea.

Reservatorio: ?
roedores silvestres



Quadro clinico - forma muco-cutanea

L. braziliensis

Em geral, 0 acometimento inicial é
de cornetos e septos nasais, faringe,
palato e uvula.

Posteriormente a doenc¢a pode se
extender a epiglote, laringe e cordas
vocais, 0 que caracteriza doeng¢a
grave.




Quadro clinico - forma muco-cutanea

L. braziliensis

eDoenca cronica, associada a
consideravel morbidade e
estigma social.

eTratamento é prolongado e
toxico.




Sindromes clinicas

Leishmaniose visceral



Quadro clinico - forma visceral ou Calazar

L. chagasi
L. donovani
L. infantum

No Brasil, criangas sao grupo de risco.

P> febre irregular, perda de peso
acentuada, aumento de baco e figado, e
anemia.




Quadro clinico - forma visceral

L. chagasi
L. donovani
L. infantum

ePeriodo de incubac¢ao pode variar de
10 dias a 24 meses, com médiade 2 a
6 meses.

ePorém, somente uma parcela dos
individuos infectados irao evoluir com
sinais e sintomas da doenc¢a.




Forma visceral - reservatorios

L. chagasi

- Area urbana:

canideo é o reservatorio
principal (infeccdo é mais
prevalente do que no
homem)

- Ambientes silvestres:
raposa e marsupiais foram
encontrados infectados.

Figura 6- Raposa: reservatorio
silvestre da Leishmania chagasi
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Figura 22 - Cao com emagrecimento,
ceratoconjuntivite, lesoes de face e orelha.

Figura 7- Marsupial didelfideo:
reservatorio silvestre da
Leishmania chagasi



Diagnostico



Diagnostico Parasitologico

1- Identificacao de amastigotas do parasita:
« LC — biopsia ou raspado de lesao de pele
« LV - aspirado de medula 0ssea, baco, figado ou linfonodos.

epesquisa direta - ainda o mais utilizado.
ecultura (meio LIT) -5 dias a 4 semanas para o diagnéstico.
sinoculacao de animais - nao é muito (til para DP de rotina.

SENSIBILIDADE : ¥ (variével
ESPECIFICIDADE: 4 (género)




LV - aspirado de medula 6ssea




LC — biopsia




Diagnostico Parasitologico

2- ldentificacao de amastigotas do parasita:
« LC — biopsia ou raspado de lesao de pele
« LV - aspirado de medula 0ssea, baco, figado ou linfonodos.

pesquisa direta == DNA (PCR)

cultura ==p> Isoenzimas (gold std especies)
anticorpos monoclonais

SENSIBILIDADE : 4
ESPECIFICIDADE: %




Diagnostico Parasitologico

3- Imunodiagnostico

- Reacao de Montenegro (ainda

muito atil para LC)

- Sorologia (imunofluorescéncia
indireta ou ELISA)

SENSIBILIDADE : ¥ (calazar)
ESPECIFICIDADE: ¥ (género, reacdes

cruzadas)




Terapeutica



Terapéutica - mecanismos de agao

Antimoniais pentavalentes (Gaspar Vianna, 1913)
-Intravenosos ou intramusculares (hospital)

-20 dias (cutanea) ou 28 dias (mucosa ou visceral)
Bloqueiam quinases da glicdlise

P Resisténcia na india (VL Bihar: 6-8x dose curou 1/3).

Anfotericina B: interage com ergosterol da membrana do
parasita, tornando-a permeavel a ions e pequenas
moléculas.

P Ainda nao ha resisténcia.

Pentamidina: altera a estrutura do cinetoplasto e sintese
de poliaminas.

P Resisténcia na india.
http://wiz2.pharm.wayne.edu



Terapéutica - mecanismos de agao

Tratamentos disponiveis:
Dificil administra¢ao, longo, téxico, caro, resisténcia

e Antimoniais pentavalentes: toxicos, hospitalizacéo.
e Amphotericina B: toxicos, hospitalizacao.

e Liposomal amphotericin B (AmBisome®): excelente mas caro (US$
2800/tto), intravenoso.

e Paromomycin: testada apenas na India.

e Miltefosine: primeira droga oral, cara (US$200) e teratogénica (proibida
para gestantes). Desde 2002.

Tratamento ideal:.

Oral, seguro, eficaz, baixo custo, curta duracédo (~10 dias)
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Profilaxia

Controle do vetor

- construcao de moradias distantes da mata

- telas de protecao

- repelentes.

Problemas: o vetor néo é domiciliar, € capaz de
desenvolver resisténcia aos inseticidas. Os inseticidas
apresentam efeito residual curto.



Profilaxia

RESERVATORIOS - eliminacao dos
/ reservatorios domesticos

Controle do
hospedeiro
mamifero

\ PACIENTES - tratamento

Problemas:
- 0s reservatorios selvagens nao podem ser “eliminados”;
- 0 tratamento é longo, existem efeitos colaterais, muitos pacientes nao tém

acesso ao tratamento.

] \/ACINA



Profilaxia

VACINAS

- No comecgo deste século, utilizava-se inoculagao
de fragmentos de lesao em areas do corpo nao
expostas (Russia, Europa Oriental; L. major).

- Parasitas mortos, com ou sem BCG: vacina atualmente sendo submetida a
testes clinicos (L. amazonensis, Brasil; L. major, Sudio).

Em fase de desenvolvimento:

- Parasitas vivos, recombinantes.

- Bacterias ou virus recombinantes (Salmonella-gp63; Vaccinia-gp46).
-Subunidades definidas (gp63 recombinante; peptideos sintéticos).

- Vacinas de DNA.



