


Ordem Kinetoplastida (cinetoplasto)
Familia Trypanosomatidae

Family

Trypanosomatidae

| ! | | | |
cnm’dh Leptomonas Blastocrithidia Trypanosoma Phytomonas Endotrypanum
Lelsh‘mnln
| I
Leishmania Viannia Sauroleishmania

Genus

Subgenus

§§ = do:ltovanl L frc!pfca L. nL]or = aaﬂlrloplce L me!clcana = bmllllensls L. guye!nensis

Real et al., 2013

Ancestral de tripanosomatideos: parasita de insetos



Género Leishmania

n , , . "
Sub-géneros Leishmania X .\
Viannia '

Classificacdo 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...




ESPECIES DO GENERO LEISHMANIA

Mais de 20 espécies patogénicas ao homem

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

Espécies morfologicamente semelhantes (excegoes)

Transmitidos por diferentes espécies de vetores-
compatibilidade vetorial

Infectam diferentes hospedeiros vertebrados

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

Identificadas por métodos moleculares



Espécies x Formas clinicas

TEGUMENTAR

Cutanea localizada L. V. braziliensis
L.L.amazonensis
L. V.qguyanensis
L.L.major

Cutanea difusa L.L.amazonensis

Mucosa/mucocutanea L. V. braziliensis

VISCERAL L.L.chagasi, L.L.donovani

Brasil Velho Mundo



Distribuigdo Geogrdfica da Leishmaniose
Cutdnea (Tegumentar)

Countries reported
imported CL cases

Lebanon - 1033
Jordan - 103
Nepal - 28

Iraq- 13

Belgium - 12
Kuwait - 11
Germany - 10
Qatar - 8

Russian Federation - 5
Armenia - 2
Finland - 2
Lithuania - 1
Bangladesh - 1
ltaly - 1

Czech Republic - 1

Number of new CL cases
reported, 2013

Il >5000
I 1000-4 999
3 100-999 [ No autochthonous cases reported o }
[ <100 [ No data /
Jo [] Not applicable

1,5 milhdo de casos novos por ano (2013) (@) Word Healt




. Higbly Eodome Cououim %

90% cutdneas: Afeganistdo, Brasil, Ird, Peru, Ardbia Saudita, Siria

90% mucosas: Bolivia, Brasil, Peru

1300-2500 soldados americanos com LC apds Afeganistdo e Iraque



Leishmaniose Tegumentar no Brasil: 72.800-119.600 casos/ano

Table 7. Reported and estimated incidence of cutaneous leishmaniasis in the American region.

Argentina
Belize
Bolivia
Brazil
Colombia
Costa Rica
Dominican Republic
Ecuador

El Salvador
French Guyana
Guatemala
Guyana
Honduras
Mexico
Nicaragua
Panama
Paraguay
Peru
Suriname
Venezuela
REGION

Gpo@L cases/year Years of report @imat@nnual CL incidence

261

2647
26008
17,420
1249

1724

233
684
16
1159
811
3222
2188
431
6405
3
2480
66,941

2004-2008
no data

2004-2008
2003-2007
2005-2009
2002-2006
no data

2004-2008
no data

2004-2008
2004-2008
2006-2008
2006-2008
2004-2008
2003-2007
2005-2009
2004-2008
2004-2008
2005-2007
2004-2008

730

7400
72800
48,800
3500

0

4800

650
1900
50
3200
2300
9000
6100
1200
17,900
8

6900
187,200

to

to
to
to
to
to
to
to
to
to
to
to
to
to
to
to
to
to

to

1200’

12,200'
119500'
80,100'
5700
0

7900
0

1100’
3100'
70"
5300
3700’
14,800"
10,100'
2000'
29,500'
14
11,400'
307,800

'Underreporting considered mild (2.8-4.6-fold) based on data from Argentina [29].

Alvar et al., 2013



Leishmaniose Tegumentar no Brasil

Densidade de casos ALAT
Por 10.000 habitantes ‘,.-"'\__1 | .
Semcasos (3690) 4 Sinan/ SVS-MS
0a 10 {280) \a¥ 2004
f0a 50 (758) ‘

B S0a 100 (341)
B 100a 200 (314
B 20035770 (419)

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

Tegumentar = cutdnea, cutanea difusa e mucosa



Principais agentes da LT no Brasil:

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

B L (v)braziensis

B L (v)tainson

B L (v)naf

B L (v)shaw

B L (v)ouyanensis

Bl L (L)amazonensis
B L (v)indenterg

Fonte: SVS/MS
2005



Leishmaniose cutanea - Estado de SP
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Distribui¢do Geogrdfica da
Leishmaniose Visceral

Countries reported
imported VL cases

SaudiArabia - 8
Russian Federation - 2
Belgium - 1

Finland - 1

Republic of Moldova - 1

06606

Number of new VL cases
reported, 2013

Il >1000

I 500-999

3 100-499 [ No autochthonous cases reported )
n [ <100 [ No data

1o [] Not applicable

(7@ World Health
&#¥ Organization

500.000 casos hovos por ano 2013



Viaeral lelchmaniade

. Higbly @mdonc muouia L

90% viscerais: Bangladesh, Brasil, fndia, Nepal, Suddo

India: 50% dos casos do mundo; Bihar (rural): 90% dos casos indianos



Leishmaniose Visceral no Brasil: 4200 e 6300 casos/ano

Table 1. Reported and estimated incidence of visceral leishmaniasis in the American region.

@L cases/year

Years of report (Estimated)annual VL incidence

Argentina
Bolivia
Brazil
Colombia
El Salvador
Guatemala
Honduras
Mexico
Nicaragua
Paraguay
Venezuela

Region

8

0
3481

60

15
o

7

3

48
40
3668

2004-2008 20 to 30°
2008
2003-2007 4200 to 6300°
2004-2008 70 to 110°
no data
2004-2008 20 to 30°
2004-2008 7 to 10
2004-2008 8 to 122
2003-2007 3 to 5
2004-2008 100 to 200°
2004-2008 50 to 70?
4500 to 6800

"Underreporting considered moderate (2-4-fold) based on recent introduction of VL into the country.

“Underreporting considered mild (1.2-1.8-fold) based on data from Brazil [25].

Alvar et al., 2013



Leishmaniose Visceral no Brasil

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
[} 50-192casos

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

Distribui¢do ampla: N, NE, SE, CO
Regido NE: 90% dos casos na década 90 para 77% em 2000
Urbanizagdo da LV (surtos RJ, BH, Aragatuba, Natal, Sdo Luis, Santarém, etc..)

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



SAUDE PUBLICA

Uma doenca
anunciada

Infeccdo letal causada por parasita de uma
sd célula, a leishmaniose visceral avanga
sobre as cidades brasileiras

Revista FAPESP, set 2008

Mais agressiva: matava 3/100, agora 7/100

Atingiu cidades- 80% dos brasileiros vivem em cidades; 30% das matas
foram consumidas

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

1° caso em 1999 em Aracatuba
Em 9 anos 1258 casos (112 mortes)



DISTRIBUICAO DOS CASOS HUMANOS DE LV POR
MUNICIPIO DO ESTADO DE SAO PAULO - 1999 A 2006
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Leishmaniose Visceral na Europa

Blue = distribution of visceral leishmaniasis
Red = distribution of the visceral leishmaniasis vector sandflies
Dark green = distribution of cutaneous leishmaniasis & Training

ponsored b
Light green = distribution of cutaneous leishmaniasis vector sandflies ank/WHO



FORMAS DO PARASITA

CINETOPLASTO

.o mt

Amastigota Promastigota
Intracelular Vetor, cultura
(2—6um) (14—20le)

Bactéria~0,5um, linfécito ~ 12um



Promastigota

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



Amastigota

Fagocitado por células do sistema mononuclear fagocitico:
macrofagos, neutrofilos, células dendriticas
Reprodugdo por fissdo bindria

; o Y st - 2
V7 o R S

Milder R, 2001



CICLO

Sandfly Stages Human Stages
Sandfly takes a blood meal
o (injects promastigote stage Promastogotes are
into the skin) phagocyhzed by
. macrophages
0 Divide in midgut and / — ,
migrate to proboscis ?)ﬁ =
_‘_IT

Promasbgotes transform
into amastigotes inside

macrophages A

Amastigotes transform into
0 promastigote stage in midgut

Amastigotes multiply in cells

(including macrophages) of
, Yo various tissues A
e Ingeshon of ;&@
parasitized cell e
Sandfly takes a blood meal
(ingests macrophages infected
A\ = Infective Stage With amastigotes)

A= Diagnostic Stage









VETORES

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

Lutzomyia e Psychodopigus
nas Américas

Phlebotomus na Africa,
Europa e Asia

"Mosquito (!) palha”, birigui




VETORES

2-3mm, corpo e asas peludas

Marrons "luminosos” (oleosidade)

Asas em V

Regidoes tropicais e temperadas (20 a 30°C)

A fémea se alimenta de sangue ao entardecer/noite,
voo curto (até 100m), baixo e direto

Picada dolorida- "bebem" sangue da ferida



VETORES

W«f"’wm, / L <3 ./' #
O e N m:;/
/

Y

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 silvestre/peri-domiciar: lixos e escombros,
rachaduras externas de habitagdes, solo imido em
matas ou florestas, cascas de drvores, tocas de
roedores silvestres



Vetores de leishmaniose tegumentar no BR
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Leishmaniose visceral: Lutzomyia longipalpis



CICLO

Sandfly Stages Human Stages
o Sandfly takes a blood meal Promastn
gotes are
(injects promastigote stage
into the skin) phagocytuzed by

macrophages
0 Divide in midgut and / / ophag
migrate to proboscis

Promasbgotes transform
into amastigotes inside
macrophages A

- NG
Amastigotes transform into
o promastigote stage in midgut

Amastigotes multiply in cells

(including macrophages) of
various tissues
e Ingesuon of
parasitized cell
Sandfly takes a blood meal
(ingests macrophages infected
A\ = Infective Stage With amastigotes)

A= Diagnostic Stage



TRANSFORMACAO AMASTIGOTA-PROMASTIGOTA

Alteragdes do microambiente: do fagolissomo (dcido e rico
em nutrientes) ao intestino do inseto

Cresce D vezes
Desenvolve um flagelo (1 a 2 vezes seu famanho)

Passa a expressar LPG, aumenta gp63
(lipofosfoglicano, molécula majoritdria)



DESENVOLVIMENTO NO VETOR

Thoracic midgut

Stomodeal : % _ Abdominal midgut
valve | N ' \
[ K = \
| N\ s \
| 7, /, \
| - Seng, - \
| Y \~_ \
PS / \\—~ ’ T g y
i< AR
s % \ :
o N J\\// N _ Hindgut
. . o~ N ¥ y :
& promastigotas :
9_) -
e (hs)
Il Procyclics, 24-48 hrs
B Nectomonads, 48-72 hrs
amas'l'igo'ras I Leptomonads, 4-7 days
B WVetacyclics, 5-7 days

multiplicagdo

Haptomonads, 5-7 days .
promastigotas

=Y Kamhawi et al., 2006
' <~ metaciclicos (1 semana) |«  Kemhawiet al., 20

Macraéfagos
infectados

Desenvolvimento no vetor: 10 dias (4 a 25)



SOBREVIVENCIA NO VETOR

Metaciclogénese: varios estdgios

Parasita tem quitinase que rompe membrana peritréfica do
intestino médio e permite fixagdo no intestino e posterior
chegada a proboscide

I
Midgut epithelial
cell

LPG de promastigotas:
-Adesdo do parasita ao intestino
-Muda na metaciclogénese- perda adesdo

Lectin O @
receptors C},

-Diferengas entre espécies- Lol & e )E
competéncia vetorial {9 A N (S
(compatibilidade) { YK P T e

Procyclic LPG metacyclic LPG



migrate to proboscis

into the skin) A
0 Divide in midgut and / ’ macrophages
A

Amastigotes transform into
0 promastigote stage in midgut

e parasitized cell

CICLO

Sandfly Stages ' Human Stages
Sandfly takes a blood mea .
o (injects promasiigote stage Promastlgotes are

phagocvﬁzed by

&8

-

Promasbgotes transform
into amastigotes inside
macrophages A

Amastigotes multiply in cells
(including macrophages) of

\ various tissues A

Sandfly takes a blood meal
(ingests macrophages infected

Ingeslnon of

A= Infective Stage with amastigotes)
A= Diagnostic Stage

Univ. South Carolina






SOBREVIVENCIA NO MACROFAGO

Apos fagocitose (5 a 60min), promastigotas no vactolo parasitéforo

Promastigotas - amastigotas

30min




Mecanismos de escape do Sistema Imune

Fagocitose silenciosa via receptor de complemento
gp63 inativa complemento

Redugdo MHC IT no macrofago

Uso de IL2, reducdo de IL1 e IFNy

Leishmaniose visceral: imunossupressdo- aumento IL10
e TGFB, reducdo IL12 e IFNy

Apoptose e mimetismo apoptatico

Fagocitose por neutréfilos



“"Apoptose” (promastigotas)

Célula Viavel

. -.'...- - <
J"f' = Sinal de
co3 ‘ repulsao
CD31
Fagocito

Promastigotas apoptéticos “altruistas” induzem

Célula Apoptotica

"Eal-me

% : i 0\, (& signals”
2 Ce

7.

. &\
) ¥ o, 8
+ ‘
,, o

coxn

Reconhecimento
por receptores

Fagocito

Modificado de Lauber er al., 2004
Deolindo, 2008

produgdo de TGFB e inativam macréfago



"Mimetismo Apoptotico” (amastigotas)

.‘.

Célula apoptética
(exposlgo de PS)

A\ Producsio de TGF-f3,
pelo macréfago

>

Amastigota / . { 3 . elo macrdéfago
(exposigdo de PS) . A

Multiplicagdo intracelular

Deolindo, 2008

Amastigotas expoem "PS" mas ndo morrem



Neutrofilos e Leishmania: Cavalo de Troia?

Cavalo= presente de Odisseu para selar a paz

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



Neutrofilos e Leishmania: Cavalo de Troia?

Rapido recrutamento de neutréfilos apds inoculagdo (30min)
LPG inibe lise em alguns neutréfilos
Neutréfilos em apoptose (horas) sdo fagocitados por macréfagos

morta Y viva

Leishmania donovani em neutrofilos Macréfago fGQC{Ci'fG neutréfilos
com L. donovani

Gueirard et al, 2008

Importancia na infecgdo? Em quais spp?






TRANSMISSAO DO PARASITA NA
LEISHMANIOSE VISCERAL

Leishmaniose visceral: L.donovani, L.chagasi

Resisténcia a temperatura de 37°C- visceralizagdo?

Homem: amastigotas em macrdéfagos de ganglios linfaticos, bago,
figado, medula dssea, raramente da pele (excegdo: India, Suddo)



CICLO

Sandfly Stages Human Stages
Sandfly takes a blood meal
o (njocts promasiigote stags e Promstl?zoeu;sbare
into the skin) Y

0 Divide in midgut and /
migrate to proboscis

Promastigotes transform
into amastigotes inside
macrophages A

Amastigotes transform into
o promastigote stage in midgut

Amastigotes multiply in cells
(including macrophages) of
various tissues A

e lngeslnon of
parasitized cell

Sandfly takes a blood meal
(ingests macrophages infected
A= Infective Stage with amastigotes)

A= Diagnostic Stage



RESERVATORIOS NA
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

Dependem do microambiente do vetor e da espécie de
Leishmania

Tegumentares (cutdneas e mucocutaneas): roedores silvestres,
cdes, equinos

No Brasil:

L.braziliensis. cotias, pacas, roedores silvestres, ratos, cdes e

cavalos
L.amazonensis. marsupiais, pequenos roedores



RESERVATORIOS NA LEISHMANIOSE
VISCERAL

Visceral: canideos (doenca variavel, 50% assintomaticos)
Amastigotas em macrofagos da pele: importante para
transmissdo!

No Brasil:

L.chagasi. cdes, raposas e provavelmente marsupiais




PATOGENIA- Formas clinicas

TEGUMENTAR

Cutdnea localizada L. V.braziliensis,
L.L.amazonensis,
L. V.quyanensis
L.L.major

Cutanea difusa L.L.amazonensis

Mucosa/mucocutanea L. V. braziliensis

VISCERAL L.L.chagasi, L.L.donovani

Brasil Velho Mundo



Quadro clinico- forma cutanea localizada

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

2-8 sem apds 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 (lepra branca)

- Dificil tratamento

- Rara (57 dos pacientes com
L. amazonensis)



Quadro clinico- forma mucosa

L. (V.) braziliensis

-Doenca cronica

*Morbidade e estigma social

* Tratamento prolongado e
téxico.



e ;A,'d‘.""""'*  Peaarls
Figura pré- colombuana (séc I AC)
mostrando os efeitos do “huaco”




Quadro clinico-forma visceral (calazar)

L. (L.) chagasi

No Brasil criangas sdo grupo de risco

Infecgdo sistema FM bago, figado,
tecidos linfdides e médula dssea

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

-Periodo de incubagdo: 2 a 6 meses

*Assintomadticos em proporgoes
varidveis



DIAGNOSTICO

Parasitologico

Histopatologia ou citologia:
escarificagdo/aspirados/bidpsias de lesdo ou
medula éssea/linfonodos

Altamente especifico e baixo custo, mas
baixa sensibilidade

Imunologico

ELISA- muito sensivel, pouco especifico
DAT (=aglutinagdo direta)

Reacdo intradérmica= Resposta celular
(hipersensibilidade tardia)
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Pele de cao (imunohistoquimica)



DIAGNOSTICO

Tegumentar:
Parasita na lesdo (escarificagdo, aspiragdo, bidpsia)
Baixa sensibilidade, cultivo ou inoculagdo em animal

Reagdo intfradérmica =Teste de Montenegro (1926)-48h

Visceral:
Pungdo de bago, figado, medula dssea (cultivo)- risco

Sorologia imprecisa: boa sensibilidade, ma especificidade
(reagdo cruzada) e positividade apds cura

Teste Montenegro negativo (positivo apds cura)

Viscesal
Leishmaniasis
Rapid Diagnostic
Ny o




DIAGNOSTICO

leishmaniose visceral

rK39 strip test- dipstick (ELISA)

10 minutes

gli}?feer:t Vel _N'\\1 Test  Control
/k\_:j—/}’"d O Negative

@» ® » = | | Positive

A 4

O

\ O Invalid

K39=kinesin-related protein

DAT: aglutinagdo direta

Incubagdo de diluigdes do soro do paciente com antigeno parasitas ligados a
hemdcias: aglutinagdo visivel

a
/ Impregnated filter paper
© * 0 Saline 50 ul serial dilution A3\ Antigen control 7
[ JaYAYaYaYaYaYaYaYaTa) ,(/( \,, I
$00000000000 ' 000000000000 I weresults 000000000000
000000000000 I 000000000000 \ / hightitres) ] (029090686000
000000000000 000000000000 = gnitres) 00000060000
000000000000 000000000000 - Borderline __{- 0000808E0000
000000000000 —_— 000000000000 —_— results _|0098606C0000
000000000000 Min 8 hrs, CCO0000000000 Add DAT antigen 000000000
000000000000 then add 000000000000 Min 18 hrs -veresults — [0000O0COO000
000000000000 DAT diluent 000000000000 . 0CCO00RR0000
iluen




TRATAMENTO

1. Antimoniais pentavalentes (Gaspar Vianna, 1913)
-Intravenosos ou intramusculares, téxicos, hospitalizagdo
-20 dias (cutdnea) ou 28 dias (mucosa ou visceral)
Bloqueiam quinases da glicélise + outros mecanismos
Frequente resisténcia na India, alguma em outros paises

2. Anfotericina B: intravenosa, toxica, hospitalizagdo

» Liposomal (AmBisome®): melhor mas caro (US$ 2800/tt0)
-Interage com ergosterol da membrana do parasita,
tornando-a permedvel a ions e pequenas moléculas.
Pouca/nenhuma resisténcia

http://wiz2.pharm.wayne.edu



3. Pentamidina:

-Intravenosa, toxica

-Altera a estrutura do cinetoplasto e sintese de DNA, RNA,
fosfolipidios e proteinas

Resisténcia na India

Miltefosina: primeira droga oral, cara (US$200) e
teratogénica (proibida para gestantes). Desde 2002
Bom na India, pior nas Américas. Resisténcia

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

Tratamentos disponiveis: Tratamento ideal:
Dificil administragdo, longo, 7 oral, sequro, eficaz, baixo
tdxico, caro, resisténcia custo, curta duragdo (~10 dias)




PERSPECTIVAS DE CONTROLE

1-Vetor? Doméstico x Silvestre
India: habitos domésticos (DDT eficaz 1950)

2-Reservatorio? Doméstico x Silvestre

Tratamento de cdes - Problemas: diagndstico, reinfecgdo e
sacrificio

Animais silvestres???

3- Tratamento interfere no controle para LT mas ndo
necessariamente para LV:
Reservatdério> Vetor-> Homem (excecdo: India e Suddo)

4-Mudanca de habitos/habitagoes, reduzir desmatamento



“A Sofia morreu de Leishmaniose.

g |

VACINAS EM CAES embim_—

Proteja quem vocé ama.
Prevencao é a melhor solugéo.
= @ seresto

Particular:

Leish-Tec® = Vacina Recombinante contra Leishmaniose
Visceral Canina

Animais soronegativos, preventiva

No mercado desde 2007, dnica disponivel no momento,
eficacia controversa (96 % ?)

Associar com controle por uso de coleiras impregnadas
com deltametrina a 4% e hdbitos preventivos



NEGLIGENCIADOS!
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