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Porque estudar leishmaniose?

Grande endemia: 98 paises
~12 milhdes pessoas estdo infectadas (2mi/ano)
350 milhoes de pessoas ameagadas de infecgdo
Alta incidéncia no Brasil
2 formas principais:

- Cutdnea ou Tegumentar
- Visceral



Distribui¢gdo Geografica da Leishmaniose Cutdnea
(Tegumentar)

Countries reported
imported CL cases

Lebanon - 1033
Jordan - 103
-2 Nepal - 28

° Iraq - 13
Belgium - 12
Kuwait - 11

Armenia - 2
Finland - 2
Lithuania - 1
Bangladesh - 1
Italy - 1

Czech Republic - 1

Number of new CL cases
reported, 2013

Il >5000
I 1000-4999

[ 100-999 [ No autochthonous cases reported
n [ <100 [ Nodata /
Jo 1 Notapplicable

=

1,5 milhdo de casos novos por ano (2013) (@) Yord pealt

s

90% cutdneas: Afeganistdo, Brasil, Ird, Peru, Ardbia Saudita, Siria
90% mucosas: Bolivia, Brasil, Peru
1300-2500 soldados americanos com LC apés Afeganistdo e Iraque




Leishmaniose Tegumentar no Brasil

25.000-30.000 casos por ano

MANUAL DE VIGILANCIA DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR, MS 2017



Distribuicdo Geografica da Leishmaniose
Visceral

Number of new VL cases
reported, 2013

Il >1000

B 500-999

[ 100-499 [0 No autochthonous cases reported
n [ <100 [] Nodata

Jo [] Not applicable

‘)Y, World Health
\S3¥ Organization

~500.000 casos novos por ano (2013)

90% viscerais: Bangladesh, Brasil, fndia, Nepal, Suddo
India: 50% dos casos do mundo; Bihar (rural): 90% dos casos indianos



Leishmaniose Visceral no Brasil
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http://dtr2004.saude.gov.br/sinanweb/tabnet/tabnet?sinannet/leishvi/bases/leishvbrnet.def



Leishmaniose Visceral no Brasil

2001 - 2006

1995 - 2000

1989 - 1994

1983 - 1988

http://www.cve.saude.sp.gov.br/agencia/bepa71_lva.htm
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Leishmaniose Visceral em Sdo Paulo

Ano de deteccao do(s)
primeiro caso(s) de LVAH?

1999
2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011
Sem casos

EE/NERR ] ] [

mmmm Rodovia Marechal Rondon

=== [errovia Novoeste . y km

» = =« Gasoduto Bolivia-Brazil

2lVAH: Leishmaniose visceral americana em humanos

Avango em diregdo a SP: Gasoduto Brasil- Bolivia, migragoes (30km/ano)

Cardim et al. Rev. Saude Publica 2016



Folha de Sdo Paulo, 4 marco 2018

SAUDE

Leishmaniose se espalha pelo
estado de SP e avanca para
capital

Doenca chegou a Guaruja em 2016, a 400 km das regides
tradicionalmente endémicas

00

Claudia Collucci

SAO PAULO

A leishmaniose visceral, doenca causada por parasita transmitido ao
homem pela picada de mosquitos (especificamente, flebotomineos), se
espalhou pelo estado de Sao Paulo e avanca para a capital.

Apesar de o niimero de casos estar em queda no pais como um todo, a
preocupacao € que a doenca atinja um numero cada vez maior de

municipios paulistas.



Distribuigdo geogradfica leishmaniose visceral/AIDS

34 Countries Reporting Lelshmania / HIV Co-Infection Worldwide

[ co-infeccdo
2 |eishmaniose

-

Leishmaniose visceral acelera AIDS

HIV ativa leishmaniose em portadores antes assintomdticos



O parasito

Ordem Kinetoplastida
Familia Trypanosomatidae

Trypanosomatidae

=
£
w

Real et al., 2013

Ancestral de tripanosomatideos: parasita de insetos



Género Leishmania

Sub-géneros Leishmania
Viannia

Classificagdo com base na diferenciagdo no tubo digestivo do
Inseto:

- Leishmania no intestino anterior e médio

- Viannia no anterior, médio e posterior

Outras diferengas: genoma, RNAI, virus de RNA...




Formas do parasito

- S \
Sy
/ /W, CINETOPLASTO

Amastigota Promastigota
Intracelular Vetor, cultura
(2-64m) (14-20um)

Bactéria~0,5um, linfécito ~ 12um



Promastigota

Reprodugdo por fissdo bindria no inseto vetor
Forma invasiva: promastigota metaciclico


file:///C:/Users/BEATRIZ/Desktop/Documents/Cursos Pos/Leishmania BMP5764/2020/leish movement CMC_Suppl_video4.mov

Amastigota

Fagocitado por células do sistema mononuclear fagocitico:
macroéfagos, neutréfilos, células dendriticas
Reprodugdo por fissdo bindria no macréfago




Espécies do género Leishmania

Mais de 20 espécies patogénicas ao homem

Evolugdo clonal- spp separadas ha 15-50 milhdes de anos,
2,5% genes espécie-especificos

Espécies morfologicamente semelhantes (excegoes)
Identificadas por métodos moleculares

Transmitidas por diferentes espécies de vetores
(compatibilidade vetorial)

Infectam diferentes hospedeiros vertebrados

Diferem quanto a moléculas de adesdo, fatores de
viruléncia e formas clinicas



Principais agentes da LTA no Brasil:

Leishmania (V.) braziliensis, L.(L.) amazonensis

B L (v)bazinensis

B L (v)tanson

m L (V)nath

B L (v)shawm

. L (V) Quvanensis

Bl L (L)amazonensis
B L (v)iingenterg

LV no Brasil: Leishmania (L.) infantum chagasi



Vetores

Flebotomineos- Ordem Phlebotominae
5 géneros e 700spp
30spp sdo vetores de Leishmania

Lutzomyia nas Américas

Phlebotomus na Africa, Europa
| e Asia

“Mosquito (1) palha”, birigui




Vetores

Habitat silvestre/peri-domiciar

lixos e escombros, rachaduras externas de habitagoes, solo
Umido em matas ou florestas, cascas de drvores, tocas de
roedores silvestres



Ciclo da Leishmania

Sandfly Stages Human Stages

Sandfly takes a blood meal
(injects promastigole stage

intd thie skin} !
eDi.\ride in midgut and /——* % — ’ macrophages

Promastigotes are

migrate to praboscis

:
e

Amastigotes transform into
promastgote stage in midgut

F’mashgntea transformm
into amastigotes inside
macrophages M

Amastigotes multiply in cells
(including macrophages) of

M various lissues A.

Sandfly takes a blood meal
{ingests macrophages infected
A= Infective Stage with arnastigobes)

A\ = Diagnostic Stage

e Ir:gesln:m of
parasitized cell



Stomodeal
valve

amastigotas

[ ——

Macrofagos
infectados

Desenvolvimento no Vetor

Thoracic midgut
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promastigotas
(hs)

Procyclics, 24-48 hrs

Nectomonads, 48-72 hrs
Leptomonads, 4-7 days

Metacyclics, 5-7 days
Haptomonads, 5-7 days

s
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Abdominal midgut

_ Hindgut

multiplicagdo
promastigotas

metaciclicos (1 semana)

< Kamhawi et al., 2006

Desenvolvimento no vetor: aproximadamente 10 dias

*



Transformagdo amastigota- promastigota .

Alteragcoes do microambiente: do fagolissomo (dcido e rico em
hutrientes) ao intestino do inseto

Cresce b vezes
Desenvolve um flagelo (1 a 2 vezes seu tamanho)

Passa a expressar LPG (lipofosfoglicano) ‘ (N
Aumenta gp63 - [E@



Sobrevivéncia no vetor

*

Metaciclogénese: varios estdgios, mudangas no LPG
Conclusdo da metaciclogénese: saliva e sangue,

migragdo para regido anterior

Indculo: regurgitagdo do aglomerado de metaciclicos devido
ao "promastigote secretory gel (PSG) plug”

Saliva do vetor:
a. induz vasodilatacdo,
b. previne a coagulagdo,

c. tem propriedades imunomoduladoras e anti-inflamatérias



http://www.youtube.com/watch?v=kRRlapcxDFs


file:///C:/Users/BEATRIZ/Desktop/Documents/Cursos Pos/Leishmania BMP5764/2020/Ciclo de vida da Leishmania no inseto vetor.mp4

Papel do neutréfilo na infecgdo

dendritic cell

neutrophil

Protection from S
Sand Fly extracellular g e
Bitasits £ chofsD 2 N Inhibition
of DC

Function?

Better adapted for ' i

macrophage /

macrophage survival?
\ T cell

Inhibition or
modulation of
macrophage
function?

“Trojan Horse” model

Ribeiro-Gomes and Sacks, Front Cell Infect Microbiol. 2012;2:59.



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 1

Science, ago 2008

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

(filmagem iniciada 30min apés infecgdo, acelerada 600x)



file:///C:/Users/BEATRIZ/Desktop/Documents/Cursos Pos/Leishmania BMP5764/2020/1159194s7 neutr verde.qt

Neutrofilos e Leishmania: Cavalo de Troéia? ‘

Cavalo= presente de Odisseu para selar a paz

Troia, 1200-1300 a.C. (10 anos)



"chegando em casa..” - o macrofago!
Mecanismos de evasado *

Promastigota metaciclico:
Ativagdo do complemento

Interagdo com receptores do
macréfago

Fagocitose facilitada

Inibigdo do burst respiratério/
oxidativo



Saida de amastigotas dos macréfagos

Rompimento do macréfago

Real et al., 2014



http://www.youtube.com/watch?v=AUUYSsY NI-AY



file:///C:/Users/BEATRIZ/Desktop/Documents/Cursos Pos/Leishmania BMP5764/2020/Ciclo de vida da Leishmania no homem.mp4
http://www.youtube.com/watch?v=AUUYsYNl-AY

Ciclo da Leishmania

Sandfly Stages Human Stages

o Sandfly takes a blood meal
(injects promastigole stage

@ Divide in midgut and — m%i ( ’ macrophages ESSENCIAL?

Promastigotes are

migrate to praboscis

:
e

Amastigotes transform into
promastgote stage in midgut

F’mrnashgnteg transform
into amastigotes inside
macrophages A

Amastigotes multiply in cells
(including macrophages) of

e oy M various lissuasﬁ
Ir:gesln:m of |='t:'.
eparasmzedcell i

Sandfly takes a blood meal
{ingests macrophages infected
A= Infective Stage with arnastigobes)

A\ = Diagnostic Stage




Reservatorios na Leishmaniose
Tegumentar

Dependem do microambiente do vetor e da espécie de Leishmania

Tegumentares: roedores silvestres, cdes, equinos

No Brasil:

L. braziliensis: cotias, pacas, roedores silvestres, ratos, cdes
L. amazonensis: marsupiais, pequenos roedores




Reservatorios na Leishmaniose Visceral

Visceral: canideos (doenca variavel, 50% assintomaticos)

Muitos amastigotas em macréfagos da pele: importante para
Transmissdo

No Brasil:

L.chagasi: cdes, raposas e provavelmente marsupiais




Leishmanioses-Sindromes clinicas

L. braziliensis
. L. amazonensis
Localizada L. major

etc.

Leishmaniose Mucocutdnea L. braziliensis
tegumentar

Disseminada L. braziliensis
Difusa L. amazonensis

L. donovani

Leishmaniose

visceral
L. i. chagasi



Quadro clinico- forma cutanea localizada

L. (V.) braziliensis
L. (L.) amazonensis
L. (V.) guyanensis

2-8 sem apés infecgdo

Lesdes Unicas ou limitadas, Ulceras com bordas elevadas



Quadro clinico- forma cutanea difusa

L. (L.) amazonensis

- Anergia da resposta imune-
paciente ndo responde a Leishmania
(RID -)

- Mdltiplas lesdes nodulares
disseminadas

-Dificil tratamento

- Rara (5% dos pacientes com L.
amazonensis)




Quadro clinico - forma disseminada

L. (V.) braziliensis

Disseminated Cutaneous Leishmaniasis: A Patient with 749 Lesions

Souza et al., Braz J Infect Dis 10 (3); 2006



Quadro clinico- forma mucosa

L. (V.) braziliensis

-Doenca cronica
‘Morbidade e estigma social

*Tratamento prolongado e téxico.




Quadro clinico-forma visceral (calazar)

L. (L.) chagasi

No Brasil criangas sdo grupo de risco

Infecgdo sistema FM bago, figado,
linfonodos, medula éssea

Febre irregular, perda de peso, aumento
de bago e figado e anemia. Pele cinza
(India)= calazar (febre negra)

Periodo de incubagdo: 2 a 6 meses

*Assintfomdticos em proporgdes varidveis



Importancia da Resposta imune

RECIPROCAL EXPRESSION OF INTERFERON y OR
INTERLEUKIN 4 DURING THE RESOLUTION OR
PROGRESSION OF MURINE LEISHMANIASIS
Evidence for Expansion of Distinct Helper T Cell Subsets

By FREDERICK P. HEINZEL,®* MICHAEL D. SADICK.,* BETTIE ]J. HOLADAY*
ROBERT L. COFFMAN.} avp RICHARD M. LOCKSLEY*

J. Exe. Men. © The Rockefeller University Press
Yolume 169 January 1989 59-72

Leishmania major

C57BL/6




Importancia da Resposta imune .

Leishmania major

’ Ativagdo do “burst respiratorio” e

Macroéfago produgdo de NO

infectado
~ Apresentagdo de antigenos na superficie

1 cmdg resistent

Thl (IL2, IFNy)
Respostas ’

~

Th2 (IL4, IL5)
cmdg susceti

Pouca ativagdo (classica) de macréfagos



Homem # camundongo, L. amazonensis # L.major

L. amazonensis em

Th1 and Th2 differentiation BALB/C: mixed Th1/Th2 response
-1 A
Miged Thl & ThZ . I
£, !
:,'“.-—-i- IL=10: ¥ r-!nglH-n-w role 5 _1 e eontrol
——  Ag 1P
—a—  Ag P
T r I? —— A 108
12 18

Thi & Th2 dichotomy
T B .5,

ooz ] 12 18
Weeks post-infection

Jietal, 2002



Diagnéstico

1- Parasitoldgico

LT- raspado/bidpsia da lesdo
LV- aspirado de medula éssea/bago/figado

Pesquisa direta: imprint, esfregago, histopatoldgico
Cultura



Diagnéstico

2- Imunodiagndstico: pesquisa de anticorpos especificos contra
o parasita

- Teste imunocromatogrdfico (teste rdpido IT-Leish®)
- Imunofluorescéncia, ELISA
- Imunohistoquimica

- Reagdo intradérmica= Resposta celular apds 48h
(hipersensibilidade tardia)Teste de Montenegro (1926)



Teste imunocromatografico (teste rapido IT-Leish®)
(baseado no antigeno k39)

sensibilidade 93%
especificidade 97%

Resultado Positivo



Tratamento *

1. Antimoniais pentavalentes (Gaspar Vianna, 1913)
-Intravenosos ou intramusculares, toxicos, hospitalizagdo
-20 dias (cutdnea) ou 28 dias (mucosa ou visceral)

2. Anfotericina B:

- Intravenosa, téxica, hospitalizagdo
» Liposomal (AmBisome®): melhor mas muito cara

3. Pentamidina:
-Intravenosa, toxica

Tratamentos disponiveis:
Dificil administracdo,
longos, téxicos, caros,
resisténcia

Tratamento ideal:
7 oral, seguro, eficaz, baixo
custo, curta duragdo (~10 dias)




Miltefosina: primeira droga oral

Teratogénica (proibida para gestantes). Desde 2002
Bom na India, varidvel nas Américas. Resisténcia

Em andlise no Brasil

Tratamento local com drogas ou aquecimento para espécies
mais "brandas” (velho mundo)



Controle/ Profilaxia

1-Vetor? Doméstico x Silvestre

2-Reservatorios animais? Doméstico x Silvestre

Cdes- Problemas: tratamento pouco eficaz, dificuldade de
diagndstico, reinfecgdo e sacrificio

Animais silvestres- como controlar?

3-Mudanc¢a de hdbitos/habitacdes, reduzir desmatamento



Vacinas

Imunidade protetora apds infecgdo - “leishmanizagdo”
Vacinagdo com parasitas de lesdo/mortos/atenuados confere
considerdvel protegdo

Vacinas de combinagdes de proteinas, DNA, etc

Moléculas da saliva do vetor

!

Resultados pouco animadores



“A Sofia momu de l.olsbmninso

Vacinas para cades

e -
Proteja quem vocé ama.

Particular:

Prevencdo € a melhor solugao.

= @ serestor

Leish-Tec® = Vacina Recombinante contra Leishmaniose
Visceral Canina

Animais soronegativos, preventiva

No mercado desde 2007, dnica disponivel no momento,
eficdcia contestavel

Associar com controle por uso de coleiras impregnadas
com deltametrina (duracdo 4-6 meses) e hadbitos
preventivos

https://revistapesquisa.fapesp.br/um-parasita-chega-as-metropoles/



Interagdo Leishmania- hospedeiro:
muitas lacunas no conhecimento!




