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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Mayra Mansur Reimann

O género Leishmania compreende mais de 20 espécies de protozoarios transmitidas
entre mamiferos por insetos flebotomineos. No entanto, sabe-se que a transmissao também
ocorre de forma direta (vias transplacentaria, sexual e transfusional), e que outras formas de
transmissao também podem estar envolvidas, como a transmissao por outros vetores, como
o carrapato Rhipicephalus sanguineus, por exemplo, além da via oral. O presente estudo
objetivou avaliar a possibilidade da infecgao experimental de Leishmania braziliensis e
Leishmania infantum por via intragastrica e oral em hamsters dourados (Mesocricetus
auratus). O primeiro conjunto de grupos experimentais foi infectado experimentalmente com
108 formas promastigotas derivadas de cultura axénica de L. braziliensis: grupo A (GA) —
animais inoculados por via intradérmica (ID) - grupo controle; GB- inoculados por via
intragastrica (IG); GC- inoculados por via oral (VO) com cultura. No GD os animais foram
inoculados por VO com cultura de macrdéfagos, que tinham sido infectados com 10° formas
promastigotas de L. braziliensis. Ao final de 120 dias, todos os animais foram eutanasiados
para realizacdo de diagndstico parasitologico, sorolégico, histopatolégico e molecular. A
infeccdo nos animais dos grupos A e B foi confirmada por sorologia, imprint, cultura e PCR.
Apds 120 dias foram feitos 3 novos grupos: GE - animais infectados pela ingestdo de
Lutzomya longipalpis, que foram alimentadas na lesdo dérmica de animal do grupo A; GF -
animais infectados por VO com um fragmento de lesdo dérmica oriunda do grupo A; GG-
infectados por VO com fragmento de bago oriundo de um animal do grupo B. Apds a
necropsia, os animais dos grupos C a G ndao mostraram positividade em nenhuma das
analises realizadas. O segundo conjunto de grupos experimentais foi submetido a infeccéo
com 10° formas promastigotas derivadas de cultura axénica de L. infantum: GA- animais
inoculados por via intraperitoneal (IP), grupo controle; GB- inoculados por via IG; GC-
inoculados por VO com cultura. Os animais do GD- inoculados por VO com cultura de
macrofagos infectados com 2,5x10” formas promastigotas de L. infantum por mL.
Transcorridos os 120 dias de infecg¢ao, os animais foram eutanasiados para analise. Apenas
a infecgdo dos animais do grupo A (controle) foi confirmada até o momento, por sorologia,
cultura e PCR de bago. A partir dos Grupos A e B foram criados os grupos: E- animais
infectados pela ingestdo de L. longipalpis, que foram alimentados em animal do grupo A;
GF- infectados VO com fragmento de bago do grupo B. Os grupos E e F também foram
negativos em todas as analises realizadas até o momento. O sucesso obtido na infeccao
experimental de hamsters com L. braziliensis por via intragastrica comprova que essa via de
infeccdo é possivel em mamiferos. Esses resultados encorajam a realizacdo de novas
tentativas que comprovem a possibilidade de infecdo intragastrica ou oral, utilizando
diferentes fontes de in6culo e com espécies diferentes de Leishmania. Definir a viabilidade
de novas vias de transmissao de um parasito é fundamental para entender sua dindmica de
manutengao e transmissao na natureza, propondo estratégias diferenciadas e eficazes de
prevengao e controle da parasitose.
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Experimental infection of golden hamsters (Mesocricetus auratus) by Leishmania spp.: Oral
and intragastric routes
ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA PARASITARIA
Mayra Mansur Reimann

The genus Leishmania comprises more than 20 species of protozoa transmitted
between mammals by phlebotomine insects. Transmission is also know to occur directly by
transplacental, sexual, and transfusional route. Nevertheless, other forms of transmission
may also be involved, including the transmission by other vectors such as the Rhipicephalus
sanguineus tick, as well as the oral route. The present study aimed to evaluate the possibility
of experimental infection of Leishmania braziliensis and Leishmania infantum by intragastric
and oral route in golden hamsters (Mesocricetus auratus). The first set of experimental
groups was experimentally infected with 10° promastigote forms derived from axenic culture
of L. braziliensis: group A (GA) - animals inoculated by intradermal (ID) route - control group;
GB- inoculated intragastric (1G); GC-inoculated orally (VO) with promastigote culture; and GD
- inoculated by VO with a macrophage culture, which had been infected with 10°
promastigotes of L. braziliensis. At the end of 120 days, all animals were euthanized for
parasitological, serological, histopathological and molecular diagnosis. Infection in the
animals of groups A and B was confirmed by serology, imprint, culture and PCR. After 120
days, three new groups of L. braziliensis were included, GE - animals were infected by the
ingestion of Lutzomya longipalpis, which were fed on the dermal lesion of GA; GF - infected
by VO with a fragment of dermal lesion from GA; GG - infected by VO with spleen fragment
from a GB animal. Animals from groups C to G were negative to all analyzes performed. The
second set of experimental groups was submitted to infection with 10° promastigote forms
derived from axenic culture of L. infantum: GA - animals inoculated intraperitoneally (IP),
control group; GB- inoculated via the IG route; GC- inoculated by VO with culture. GD-
inoculated orally with L. infantum infected macrophages. After 120 days of infection, the
animals were euthanized for analysis. Only the infection of GA (control) was confirmed until
now, by serology, culture and spleen PCR. From Groups A and B the following groups were
created: E - animals infected by L. longipalpis ingestion, which were fed in a group A animal;
GF- animals infected VO with a fragment of spleen of group B. The groups E and F were
also negative in all the analysis carried out so far. The success obtained in the experimental
infection of hamsters with L. braziliensis by intragastric route proves that this route of
infection is possible in mammals. These results encourage further attempts to prove the
possibility of intragastric or oral infection using different sources of inoculum and with
different species of Leishmania. Defining the viability of new transmission routes of a parasite
is fundamental to understand its dynamics of maintenance and transmission in nature,
proposing differentiated and effective strategies for prevention and control of parasitosis.
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1 INTRODUGAO

As leishmanioses s&o doengas infecciosas com importante diversidade clinica
e epidemioldgica, cuja transmissdao envolve diversas espécies de hospedeiros
mamiferos, além de seus vetores, e diferentes espécies de parasitos intracelulares
obrigatérios do género Leishmania, todos eles inseridos em ciclos complexos de
transmissdo. Embora seja muito disseminada, o controle desta doenga ainda
caracteriza um desafio mundial, principalmente dentro de areas endémicas onde
muitas vezes as condi¢des precarias e o quadro de desigualdade social aumenta o
risco das pessoas contrairem a infec¢ao (Alvar et al. 2006, 2012).

O género Leishmania é composto por protozoarios flagelados pertencentes a
classe Kinetoplastea, ordem Tripanosomatida e familia Trypanosomatidae. Essa
classe caracteriza-se pela presenga do cinetoplasto, uma organela exclusiva que
representa uma porgcao especializada dentro de uma unica mitocéndria ramificada
da célula, contendo DNA mitocondrial (kDNA). Esse DNA representa cerca de 20%
do DNA total desses parasitos, organizados de forma circular entrelagados entre si,
formando uma rede altamente compactada localizada préxima ao corpusculo basal.
O kDNA é composto por dois tipos de DNAs, os maxicirculos e os minicrculos. Os
maxicirculos estido presentes em poucas duzias de cépias do total da rede e os
minicirculos compdem aproximadamente 95% dessa estrutura, estando presentes
em milhares de cépias (Shapiro & Englund 1995). O kDNA €& o principal alvo no
diagnostico de infecgdo por Leishmania sp. em diferentes técnicas moleculares
(Simpson et al. 2002, Stevens 2008).

O género Leishmania compreende espécies de parasitos obrigatorios
heteroxenos, que apresentam duas formas principais: uma flagelada denominada
promastigota, encontrada no tubo digestivo dos insetos vetores (e em meios de
cultura) e outra forma que ndo possui flagelo exteriorizado, denominada amastigota,
que é intracelular obrigatéria e € encontrada no hospedeiro mamifero (Stevens 2008,
Deschamps et al. 2011).

Dentre todos os protozoarios que apresentam a capacidade de parasitar o
homem, os do género Leishmania, provavelmente, sdo 0s que possuem uma maior
quantidade de espécies patogénicas. Inicialmente, essas espécies foram
identificadas baseando-se nas alteracdes clinicas distintas manifestadas pelos
pacientes, podendo ser: visceral, cutdnea (Unica ou disseminada), cutanea difusa ou

mucocutanea. As espécies do género Leishmania sao agrupadas em dois
17



subgéneros: Leishmania e Viannia, de acordo com o desenvolvimento dos parasitos
no tubo digestivo dos insetos vetores. As espécies do subgénero Viannia sao
restritas ao Novo Mundo (Américas), enquanto as espécies do subgénero
Leishmania circulam tanto no Novo quanto no Velho Mundo (Europa, Asia e Africa)
(Ross 1903, Lainson & Shaw 1987). Conforme mostra a figura 1, os parasitos do
género Leishmania podem ser classificados em complexos dentro de seus
subgéneros (Kerr 2000, Schonian et al. 2011).

Sabe-se que o0 género Leishmania compreende mais de 20 espécies
transmitidas circulando entre diferentes espécies de vetores e hospedeiros
mamiferos. Esses tripanosomatideos possuem grande heterogeneidade genética e
bioldgica, como evidenciado pela grande variedade de ordens de mamiferos que sao
capazes de infectar (Brandao-Filho et al. 2003, Santiago et al. 2007, Roque &
Jansen 2014).

1.1 Fleb6tomos

Os vetores flebotomineos sao da ordem Diptera: Psychodidae, da Subfamilia
Phlebotominae, se apresentam como insetos pequenos, de 2 a 4mm de
comprimento, de cor palha ou marrom claro (figura 2) e sdo conhecidos por diversos
nomes populares, principalmente no Brasil: mosquito palha, anjinho, cangalhinha,
birigui, flebdti, entre outros (Soares & Turco 2003, Dias et al. 2011).

Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis, no continente americano é o principal vetor
envolvido na transmissdo de Leishmania infantum. Lutzomyia (Lutzomyia)
longipalpis € vetor comprovadamente competente desta espécie de Leishmania e
esta fortemente ligada a expansdo da parasitose, além disso, apresenta ampla
distribuicdo geografica nas Américas, sendo considerada a espécie com melhor
adaptacao aos diversos ambientes modificados pela agdo humana (Soares & Turco
2003, Lainson & Rangel 2005, Pires 2014).

Os parasitos envolvidos na leishmaniose tegumentar, devido a ampla
distribuicdo geografica e grande quantidade de espécies envolvidas, podem ser
transmitidos por um numero variavel de espécies de fleb6tomos sendo que, nas
Américas, as mais comumente incriminadas pela transmissdao de Leishmania
braziliensis (espécie mais difundida) sao: Nyssomyia intermedia, Nyssomyia
whitmani, Migonemyia (Migonemyia) migonei; Psychodopygus wellcomei;
Psychodopygus complexus, entre outros (de Pita-Pereira et al. 2005, Rangel &

Lainson 2009).
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Figura 1 - Classificagao das espécies de Leishmania e seus complexos. Adaptado de Schoénian et

al. 2011.
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Figura 2 - Espécime da Subfamilia
Phlebotominae (Fonte: InsectBase).

Os insetos adultos de ambos os sexos precisam de carboidratos (agucares)
como fonte de energia, e esses carboidratos vao influenciar no desenvolvimento e
infectividade das espécies de Leishmania nos flebotomineos. As fémeas, além dos
agucares, necessitam ainda realizar a alimentagdo com sangue de vertebrados para
que acontega a maturagédo de seus ovos (Young & Duncan 1994, Soares & Turco
2003). Assim, essas fémeas podem se infectar com Leishmania spp. ao realizar o
repasto sanguineo em um hospedeiro mamifero infectado (WHO 1990, Ashford
1996).

A infeccdo do inseto se da quando formas amastigotas encontradas em
fagolisossomos de macréfagos e outros fagocitos do hospedeiro vertebrado
infectado (Handman & Bullen 2002) sdo ingeridas. No intestino do inseto vetor os
parasitos se diferenciam em promastigotas prociclicas replicativas que multiplicam-
se por divisdo binaria, e posteriormente se fixam em porgdes especificas do tubo
digestivo de acordo com o subgénero a que pertengam (Pimenta et al. 1997, Soares
et al. 2005). No subgénero Viannia essa ades&o ocorre na regiao peripilarica e no
Leishmania na regido suprapilarica (Nieves & Pimenta 2000). Em uma etapa
seguinte, alguns parasitos diferenciam-se em promastigotas metaciclicas, forma
infectante para mamiferos, num processo conhecido como metaciclogénese. Estas
migram para o intestino anterior do inseto onde secretam quitinases, que destroem a
valvula estomodeal do inseto, e PSG (promastigote secreted gel), ambos dificultam o
processo de sucg¢ao sanguinea e, em um proximo repasto, o flebotomineo acaba por
regurgitar o sangue recém-ingerido, acrescido de formas promastigotas metaciclicas,
na pele de um novo hospedeiro vertebrado levando a transmissao do parasito
(Rogers et al. 2002, Bates 2007, 2008). Uma vez na derme, as promastigotas
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fagocitadas diferenciam-se em amastigotas que se replicam, também por divisdo
binaria, dentro do fagolisossomo de fagocitos mononucleares. A dispersao da
infecc&o ocorre quando a célula, densamente parasitada, se rompe e as amastigotas
sdo novamente fagocitadas por novas células (Lodge & Descoteaux 2005) (Figura
3). As formas amastigotas sdo responsaveis pelas infecgbes e podem resistir no
organismo do hospedeiro durante toda sua vida, podendo causar formas cutaneas,
mucosas ou viscerais dependendo, dentre varios outros fatores, da espécie de
Leishmania envolvida (Ashford 2000, Brazil et al. 2014, Roque & Jansen 2014).
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Figura 3 - Ciclo biolégico de Leishmania spp., estagios de desenvolvimento no inseto vetor
e no hospedeiro vertebrado [adaptado de (Harhay et al. 2011)].

Durante seu ciclo biolégico, esses protozoarios sdo expostos a diversas
condicdes ambientais, tanto através de seu contato com vetores ou hospedeiros,
como também dentro dos hospedeiros vertebrados onde entrardo em contato com
diferentes temperaturas, pH, e condi¢gdes adversas do vacuolo parasitoforo (Courret
et al. 2002, Mittra et al. 2013).

1.2 Hospedeiros

Uma vez que um mamifero infectado é considerado um hospedeiro, sua
importancia no ciclo de transmissao e manutencdo do parasito dependera das

estratégias de dispersdo do mesmo e das particularidades de sua interagdo com o
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hospedeiro. Essas variaveis vao determinar o contato do parasito com o ambiente
externo, e/ou com um hospedeiro intermediario envolvido em sua transmissao e
manutencido. Sdo esses fatores que determinam a competéncia de transmissao de
determinado hospedeiro e, assim, seu papel como reservatorio (Roque & Jansen
2014).

E necessario reconhecer a diferenga entre hospedeiros que sdo essenciais
para a manutengao do ciclo de vida dos parasitos (reservatorios) e aqueles que sao
acidentais, ou seja, que se infectam porém apresentam baixa capacidade de
transmissao (Lainson & Shaw 1987). Um hospedeiro, para ser incriminado como
reservatorio, deve incluir uma ou mais espécies de mamiferos que sdo responsaveis
pela manutencédo de determinado parasito na natureza e sado considerados unicos,
desempenhando um papel distinto na transmissdo, dentro de um determinado
espacgo/tempo. Entdo, a competéncia de transmissdo € uma caracteristica que se
altera ao longo da infeccao, inclusive individualmente, em determinado hospedeiro.
Assim, uma espécie, ou mesmo um individuo, pode desempenhar diferentes papéis
ao longo de sua vida na epidemiologia de um parasito (Ashford 1997, Haydon et al.
2002, Jansen & Roque 2010).

Existe uma grande variedade de espécies de mamiferos apontadas como
hospedeiras para Leishmania spp. dentro, por exemplo no Brasil, das ordens de
roedores, marsupiais, canideos e primatas, alguns deles atuam como reservatérios
participando da manutencdo do ciclo do parasito ndo apenas nos ambientes
silvestre, mas também no doméstico (Roque & Jansen 2014).

As mudangas ambientais que vém ocorrendo nos habitats dos flebotomineos,
seja naturalmente ou por intervengao humana, como, por exemplo, a destruicdo de
matas nativas, tem modificado a situagcdo ecoldgica entre vetores, parasitos e
hospedeiros (Pessoa et al. 2007). A invas&do humana em areas florestais e ocupagao
desordenada tem permitido cada vez mais que os vetores se aproximem do
peridomicilio e domicilio, facilitando que o ciclo de transmissdo destes parasitos
ocorra também fora do ambiente silvestre (Madeira et al. 2003, Queiroz et al. 2012).

O homem tem aumentado cada vez mais seu contado com o ambiente
silvestre, sua flora e fauna, e dessa forma seu contato com diversos parasitos que
circulam neste ambiente. Embora o homem sempre tenha convivido com parasitos
de origem no ambiente silvestre, este contato vem aumentando consideravelmente,
seja através do aumento das atividades agricolas que acabam invadindo e
destruindo os habitats naturais; seja pelo aquecimento global e expansédo da
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urbanizagdo; ou mesmo com a pratica cada vez mais frequente de atividades de
ecoturismo, entre outros fatores. Esse maior contato com os ciclos de parasitos
silvestres tem aumentado a transmissao destes para o homem e animais domésticos
(Daszak et al. 2007, Jones et al. 2008). Estas alteracbes ambientais aceleram a
dispersao desses parasitos e acarretam contato com novos hospedeiros, que
podem atuar como reservatérios, expandindo as areas de ocorréncia de uma
parasitose (Aguirre & Tabor 2008, Rhyan & Spraker 2010).

Os fatores que envolvem essas alteracbes ambientais sdo ainda mais
importantes quando acontecem, por exemplo, com algumas espécies de
Leishmania, as de maior importancia médica: L. infantum, L. braziliensis e L.
amazonensis, que se caracterizam como parasitos multi-hospedeiros, ou seja, com
capacidade de infectar uma grande variedade de espécies. Esses parasitos
possuem uma grande heterogeneidade genética o que permite que infectem uma
maior quantidade de espécies de mamiferos, resultando em epidemiologias
complexas em cada regido afetada, dificultando o estabelecimento de estratégias de
controle (Rotureau 2006, Shaw 2007).

1.3 Leishmaniose Tegumentar Americana

Os parasitos responsaveis pela leishmaniose tegumentar (LT) apresentam
uma distribuigdo mundial, com milhdes de pessoas em regides endémicas correndo
risco de se infectar, em aproximadamente 98 paises segundo a OMS (WHO 2010).
Do total de casos ja registrados, 90% ocorreram em apenas 6 paises: Ira, Arabia
Saudita, Siria, Afeganistao, Brasil e Peru (Gontijo & Carvalho 2003). No continente
americano sua presenca ja foi relatada desde o Texas (EUA) até a Argentina. No
Brasil, ocorrem cerca de 35 mil novos casos por ano. Assim como boa parte das
zoonoses, a intensidade com que a LT afeta o homem depende, entre outros
fatores, das alteragées no meio ambiente (Negrao & Ferreira 2009, Brasil 2010).

A LT pode causar lesdes teciduais em pele e/ou mucosa em humanos (Figura
4) e esta associada a pelo menos 16 espécies de Leishmania. No Brasil, as
espécies Leishmania amazonensis e L. braziliensis sdo as mais prevalentes, sendo
essa ultima a de maior distribuicdo geografica, ocorrendo em todas as regides do
pais (Baptista et al. 2009, Brasil 2010). Como na LT podem estar envolvidas mais de
uma espécie de Leishmania, sua importancia ndo esta somente na distribuicdo

geografica, mas também na possibilidade de causar lesdes destrutivas,
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desfigurantes e até incapacitantes dependendo do caso, impactando psicoldgica e
socialmente o individuo afetado. As variagbes de suas manifestacdes clinicas
podem variar em fungédo da resposta imunolégica do hospedeiro e da espécie (ou
espécies) envolvida na infecgdo, podendo ocorrer desde uma infecgéo subclinica até

formas mucosas graves e mutilantes com evolugao crénica. Assim, as LT podem ser

classificadas em formas cutanea localizada, cutanea disseminada ou mucosa.
(Gontijo & Carvalho 2003, Bentes et al. 2015).

Figura 4 - Lesdes teciduais na LT. (A) LT cuténea e disseminada - lesao inicial; (B) LT
cutanea e disseminada, no mesmo paciente, 8 dias apds a foto A) (Bentes et al. 2015).

O diagnéstico da LT é laboratorial, clinico e epidemioldgico. A descoberta da
doenga e seu tratamento precoce melhoram o prognostico e reduzem as chances de
ocorrer mutilagdo. Com relagao a evolugao da doencga, geralmente observa-se apos
um periodo de duas semanas a trés meses de incubagado, com o aparecimento de
um noédulo eritematoso ou papula acompanhado de linfadenopatia. Estas lesdes
podem se resolver espontaneamente ou evoluir para as formas clinicas mucosa ou
cutdanea, em alguns casos mais graves € possivel observar manifestagdes

sistémicas como febre, mialgia, emagrecimento, entre outros (Bentes et al. 2015).

1.4 Leishmaniose Visceral

A Leishmaniose visceral (LV) € uma doenca endémica em 5 continentes com
casos relatados em pelo menos 54 paises de regides tropicais e subtropicais, sendo
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a forma mais severa de leishmaniose que pode ser fatal se ndo tratada e acomete
0os 6rgdos viscerais (em especial medula 6ssea, figado e bago). A LV pode se
apresentar de duas formas, zoonética e antroponética, e estdo associadas a L.(L)
infantum (syn. L. chagasi) e Leishmania(L) donovani, respectivamente. A forma
zoonotica dessa doenga existe principalmente na regido mediterrdnea e no
continente americano e se caracteriza pela transmissdo entre homem x animais
onde estes ultimos atuam como reservatorios. Ja na forma antroponatica, prevalente
nos continentes asiatico e africano incluindo india, Nepal, Bangladesh e Africa
oriental, ndo ha a participacdo de animais no ciclo, os vetores transmitem o parasito
de humanos infectados para os saudaveis (van Griensven & Diro 2012, Jain & Jain
2015).

Cerca de 400.000 novos casos sao registrados por ano e a LV é fatal em
aproximadamente 90% dos casos nao tratados. Infelizmente, esses dados acabam
sendo subestimados uma vez que a notificagcdo dos casos nao é feita de forma
regular em todos os paises, muitos sequer possuem um sistema de vigilancia e
armazenamento de dados. Uma vez que a leishmaniose esta associada a pobreza,
muitos pacientes acabam nao tendo acesso a unidades de saude, ndo recebendo
assim os cuidados médicos necessarios. Além disso, os casos assintomaticos
muitas vezes acabam sendo maiores que os relatados (Alvar et al. 2012, WHO
2012, Stockdale & Newton 2013). Mesmo com grande parte dos casos de LV
subnotificados, o Brasil € hoje responsavel por aproximadamente 90% dos casos da
Ameérica Latina, sendo criangas com até nove anos de idade as mais afetadas,
responsaveis por até 41% dos casos humanos do pais. Além das altas taxas de
mortalidade, a LV tem apresentado grande expansé&o no territério brasileiro, com 22
dos 27 estados notificando casos autéctones da doenca em humanos,
principalmente nas regides norte, nordeste e sudeste (Brasil 2016).

Embora animais domésticos como céo, e talvez também o gato, em menor
grau, tenham participagao na disseminagao da leishmaniose visceral, a aproximagao
dos domicilios com areas silvestres, permitem que mamiferos selvagens também
tornem-se fonte de infecgcdo para os vetores, adquirindo importdncia para a
transmissao do parasito (Roque & Jansen 2014).

O periodo de incubacao para LV geralmente vai de 2 a 6 meses, porém pode
variar de algumas semanas a muitos anos. Inicialmente os pacientes geralmente
apresentam febre, anemia, perda de peso, esplenomegalia (Figura 5) entre outros,
os sintomas podem persistir por muitos meses, além da possibilidade de

25



aparecimento de alguns sintomas especificos reportados em algumas localidades
(Murray et al. 2005).

Figura 5 - Esplenomegalia causada pela LV. Paciente
em fase aguda (Brasil 2014).

As leishmanioses, principalmente a forma visceral, estdo se expandindo em
regides antes consideradas livres do parasito, e casos tanto de visceral quanto de
tegumentar estdo sendo diagnosticados em pessoas que visitam regides endémicas
e depois retornam a seus locais de origem (Alvar et al. 2006, 2012). A transmisséo,
que antes era restrita a habitats silvestres e pequenas regiées rurais, agora vém se
difundindo em grandes centros urbanos, sendo considerada uma endemia em
expansao (Werneck et al. 2002, Maia-Elkhoury et al. 2008).

1.5 Transmissao

O conhecimento a respeito dos parasitos do género Leishmania avangou nas
ultimas décadas, mas ainda ha muitos aspectos desconhecidos sobre seus
mecanismos de transmissdo, em especial entre seus hospedeiros e vetores
silvestres, principalmente em areas onde a taxa de infeccdo em fleboétomos é baixa,
porém as taxas de infeccdo entre os mamiferos sdo altas e a transmissédo se
mantém com sucesso ao longo do tempo (Silva et al. 2007, Silva-Nunes et al. 2008,
Quinnell & Courtenay 2009).

Apesar de alguns estudos sugerirem que, na auséncia dos vetores
flebotomineos suscetiveis em determinadas regides, maruins (Ceratopogonidae)
possam atuar como possiveis transmissores das espécies de Leishmania spp. 0s

flebotomineos s&o os unicos vetores biolégicos comprovados de Leishmania spp.
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(Dougall et al. 2011). Entretanto, a ocorréncia de outras formas de transmissao tem
sido muito discutida, principalmente em areas onde foram confirmados casos de
leishmaniose sem a presenca confirmada de Lutzomyia longipalpis (Souza et al.
2003, Pinto et al. 2010) ou ainda em areas onde nao foram encontrados nenhum
indicio da presenca de qualquer espécie de flebotomineo (Gaskin et al. 2002).
Apesar desses casos ainda n&o terem sido amplamente estudados, eles sugerem a
existéncia de vias alternativas de transmisséao.

Em um canil nos Estados Unidos, 4 cides da raca Foxhound foram
diagnosticados com leishmaniose visceral numa localidade onde ndo ha presenca
de flebotomineos. Esses caes também nunca tinham viajado para uma regido
endémica, porém foram expostos a outros cdes da mesma ragca que também foram
diagnosticados com leishmaniose visceral. A transmissao entre caes, principalmente
dessa raca, vem sendo descrita ha mais de 20 anos nos Estados Unidos com seus
mecanismos de transmissdo mal definidos e sem a presenga registrada do vetor
(Gaskin et al. 2002, Schantz et al. 2005).

No Brasil, em Recife no ano de 2002, foi relatado um caso autdctone de
leishmaniose visceral canina e estudos realizados para avaliar a presenca de
flebotomineos foi negativo, sendo encontrados somente insetos pertencentes aos
géneros Culex e Aedes (Dantas-Torres et al. 2005).

Sabe-se que dentre as formas de transmissao secundarias conhecidas (que
nao incluem os vetores flebotomineos) estdo a transfusdo sanguinea com casos
relatados em areas ndo endémicas. A transmissdo por transfusdo sanguinea foi
comprovada utilizando hamsters em 1996, e desde entdo casos de infeccdo por
essa via vem sendo relatados, como o caso de uma crianga de 7 meses que foi
hospitalizada com sintomas de leishmaniose visceral. Os médicos constataram que
a criangca teve complicacdes no momento do parto e precisou de transfusao
sanguinea, fornecida por um tio até o momento saudavel. Esse tio infelizmente veio
a falecer 3 meses apds a transfusdo. O diagndstico de leishmaniose visceral sé
ocorreu apods a morte, porém a mae, 0os irmaos e outros parentes apresentaram
resultado negativo para leishmaniose nos testes realizados (Palatnik-De-Sousa et al.
1996, Dey & Singh 2006).

A via transplacentaria ou congénita € outra via possivel de transmissdo uma
vez que ja foi comprovada a capacidade do parasito de invadir a placenta,
resultando na provavel contaminagdo do feto. Essa via para LV foi descrita pela
primeira vez por Low e Cooke em 1926. Mais recentemente foi testada
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experimentalmente com sucesso em caes da raga Beagle, onde uma ninhada fruto
de progenitores comprovadamente infectados, apresentou resultados positivos para
Leishmania spp. em PCR (Low & Cooke 1926, Rosypal et al. 2005). Um caso da
Ucrania (area nao endémica) € um exemplo que ajuda a corroborar essa hipétese,
onde uma mulher gravida de aproximadamente 31 semanas foi diagnosticada com
LV apés voltar de sua temporada de trabalho na Espanha, regido endémica. O bebé
nasceu aparentemente saudavel, porém apds 8 meses apresentou sintomas
preocupantes e ao ser encaminhado ao hospital local foi diagnosticado com LV. No
Brasil ja foram relatados 2 casos em Tocantins, onde duas mulheres gravidas foram
hospitalizadas com febre e outros sintomas compativeis com LV e o diagnostico se
confirmou posteriormente. As criangas nasceram prematuras e permaneceram em
incubadora e apds poucos dias apresentaram sintomas de LV que foi confirmado por
PCR (Figueir6-Filho et al. 2004, Zinchuk & Nadraga 2010, Mescouto-Borges et al.
2013).

A transmissao da LV também pode ocorrer através do compartilhamento de
agulhas entre usuarios de drogas injetaveis, principalmente os imunodeprimidos,
uma vez que ja foi demonstrado que a quantidade de sangue residual numa agulha
€ suficiente para infectar um hospedeiro susceptivel. A co-infecgdo da LV com o
HIV, por exemplo, € alta principalmente na regido do Mediterraneo. A prevaléncia da
LV nesses individuos co-infectados é até 500 vezes maior do que nos individuos
soronegativos. Nesses individuos co-infectados € possivel observar o
comprometimento de érgdos que geralmente ndo sao acometidos pela LV (Amela et
al. 1996, Okwor & Uzonna 2013, Monge-Maillo et al. 2014).

A transmissao também pode ocorrer, embora seja raro, através do transplante
de 6rgaos, sendo a maioria desses casos descrita na regidao do Mediterraneo e
Oriente Médio (Hernandez-Pérez et al. 1999, Carrasco-Anton et al. 2017, Gajurel et
al. 2017).

Alguns trabalhos sugerem que estes parasitos podem ser transmitidos por via
sexual, em areas onde o vetor flebotomineo é aparentemente ausente, uma vez que
podem causar feridas que contém parasitos infectivos no aparelho reprodutor dos
machos, e sao capazes também de infectar o sémen, como ja foi sugerido em céaes
(Diniz et al. 2005, Quintal 2015).

Outra possibilidade ja sugerida seria a transmissao por outros artrépodes, que
nao os flebotomineos, tais como pulgas e carrapatos. Existem, por exemplo,

evidéncias experimentais indicando que carrapatos também poderiam atuar como
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vetores (talvez mecanicos) de Leishmania spp., através da ingestdo de sangue de
hospedeiros infectados. Podendo logo em seguida, serem ingeridos acidentalmente
por caes ou outros mamiferos. Porém, até o presente momento, essa possibilidade
ainda néao foi comprovada (Zanatta Coutinho et al. 2005). Um trabalho envolvendo
60 caes infectados com L. infantum, constatou que 40 possuiam pulgas e quase
todos estavam infestados com carrapatos. De acordo com as analises de DNA
realizadas, 28% das pulgas e 50% dos carrapatos possuiam o protozoario
Leishmania. Testes de RNA indicaram que haviam parasitos vivos no interior das
ninfas de carrapatos, retiradas desses céaes infectados (Colombo et al. 2011). Em
outro estudo foram analisados ectoparasitos de 213 animais infectados por L.
infantum através da analise molecular (PCR), e foi constatado que 43,6% desses
ectoparasitos também estavam infectados com L. infantum (de Morais et al. 2013).

A hipotese da transmisséo oral tem sido levantada por alguns grupos, uma
vez que as formas infectantes amastigotas estdo presentes nos tecidos do
hospedeiro e podem acabar infectando outros mamiferos em caso de predagao
(Oliveira et al. 2015, Naucke et al. 2016). Os parasitos estdo presentes em todos os
elos da cadeia trofica e uma vez instalados em um hospedeiro silvestre podem
facilitar sua predacao, ja que animais doentes geralmente ficam mais suscetiveis a
predadores, o que contribui para a difusdo dos parasitos (Lafferty et al. 2015).

Existem alguns tripanosomatideos que podem comprovadamente ser
transmitidos por via oral. T. cruzi, por exemplo, tem como sua via de transmissao
mais antiga, importante e eficiente no ambiente silvestre a via oral, através da
predacado de mamiferos e vetores infectados (Herrera et al. 2005, Rocha et al. 2013,
Rueda et al. 2014). Outros tripanosomatideos caracteristicos de morcegos como
Trypanosoma dionisii, transmitido por membros da familia Cimicidae e Trypanosoma
cruzi marinkellei transmitido por triatomineos do género Cavernicola também podem
ser transmitidos por via oral, principalmente através da ingestado de insetos que se
infectam em morcegos (Baker 1985, Roellig et al. 2009, Franzén et al. 2012).

Trypanosoma lewisi, que ja foi incriminado como causador de
tripanossomiase em humanos além de seus hospedeiros roedores naturais, € outro
exemplo de tripanosomatideo que pode ser transmitido oralmente, seja pela
ingestdo de sangue infectado, através da predacdo de espécies menores ou das
pulgas vetores desse parasito (Maraghi et al. 1995, Howie et al. 2006, Pumhom et al.
2015).
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Embora a via oral de transmisséo para Leishmania spp. ainda nao tenha sido
comprovada natural ou experimentalmente em nenhum mamifero, ja foi sugerida em
alguns trabalhos envolvendo principalmente caes que vieram a desenvolver a
infeccdo em regides nd&o endémicas, onde nado foram encontrados vetores
suscetiveis, sem a ligacao parental entre os animais ou realizagdo de transfusées e
transplantes ou relato de viagens para regides endémicas. Sendo assim, a via oral,
através de mordidas por eventuais brigas ou pela ingestao de carrapatos infectados,
seria a mais provavel via de infecgcdo (Zanatta Coutinho et al. 2005, Quinnell &
Courtenay 2009, Karkamo et al. 2014, Daval et al. 2016, Naucke et al. 2016).

O presente trabalhou avaliou 0 mecanismo oral e intragastrico de infecgao por
L. braziliensis e L. infantum no modelo experimental hamster dourado (Mesocricetus
auratus), em ambiente controlado. Nossa hipdtese é que as formas promastigotas
oriundas de vetores infectados e formas amastigotas presentes nos tecidos de
hospedeiros infectados sejam capazes de induzir a infecgdo quando ingeridas por

via oral e/ou intragastrica.
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1.6 Justificativa

Muitos estudos demonstram que as infecgdes por Leishmania spp. na
natureza sao mantidas mesmo com baixissimas taxas de infecgcdo em flebotomineos
(em torno de 1-2%), embora as taxas de infeccdo nos mamiferos da mesma area
possam ser muito maiores. Assim, ha algum tempo tem sido especulado que outras
formas de transmissdo possam estar envolvidas, ja que essas baixas taxas por si s6
nao seriam suficientes para manter a transmissdo dessa parasitose, principalmente
em areas onde nao ha vetores conhecidos.

Nossa hipotese é que ao menos algumas das espécies de Leishmania
possam ser transmitidas por via oral através da predacao de um mamifero infectado
por outro suscetivel, j4 que se sabe que formas amastigotas s&o capazes de
infectar, uma vez que se alojam nos tecidos do hospedeiro e podem ser ingeridas
pelo predador juntamente a esses tecidos da presa infectada. Outra possibilidade é
que a infecgao possa ocorrer pela ingestao de flebotomineos infectados com formas
promastigotas, seja pelo habito insetivoro de alguns mamiferos, seja
acidentalmente.

Apesar dessa via de infecgdo ainda nao ter sido comprovada, definir a
viabilidade de transmissdo destes parasitos por via oral € de fundamental
importancia para se entender a dindmica de manutengdo e transmissao destes

parasitos na natureza.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a viabilidade da via oral de infec¢do por Leishmania infantum e L.
braziliensis utilizando hamsters dourados (Mesocricetus auratus) como modelo

experimental.

2.2 Objetivos Especificos

1. Testar a infectividade de formas promastigotas de L. braziliensis e L.
infantum provenientes de culturas através da via oral em hamsters;

2. Testar a infecgdo de hamsters por via oral através de ingestdo de L.
longipalpis infectados com L. braziliensis ou L. infantum;

3. Testar a infeccdo experimental de hamsters por via oral através da
ingestdo de amastigotas de L. braziliensis ou L. infantum presentes em tecidos de
animais infectados ou em culturas de macréfagos infectados por estes parasitos;

4. Diagnosticar a infecgcdo em hamsters submetidos a infecgédo experimental
por L. braziliensis ou L. infantum, por diferentes vias de infecgdo, através de

abordagens parasitologicas, sorolégicas e moleculares.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

A manipulacdo dos animais foi realizada atendendo as normas de
biosseguranga estabelecidas pela Comissao de Biosseguranga do Instituto Oswaldo
Cruz, FIOCRUZ. O estudo foi realizado de acordo com o protocolo aprovado pelo
Comité Institucional de Experimentacdo e Cuidado de Animais de Investigacao
(CEUA - Fiocruz: L018/2015, no caso dos hamsters e CEUA - Fiocruz: L030/2016 no
caso dos camundongos).

3.2 Parasitos

As amostras de L. braziliensis (MCAN/BR/98/R619) CEPA THOR foram
doadas pelo Laboratério de Imunomodulagao e Protozoologia do IOC — FIOCRUZ; e
as amostras de L. infantum (MHOM/BR/2001/HP-EMO=I0C-L2504) foram obtidas a
partir da Colec&o do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC).

Inicialmente essas amostras, que estavam criopreservadas, foram retiradas
do nitrogénio liquido e mantidas em temperatura ambiente em cabine de
biossegurancga até seu total descongelamento. A viabilidade da amostra foi aferida
através do exame de uma gota do material entre ldmina e laminula e observada
microscopicamente na ampliacdo de 400x. Confirmada a viabilidade, as amostras
foram adicionadas em tubos de cultura contendo meio NNN (Nicolle, Novy, Mc Neal)
e meio liquido Schneider e observadas a cada 3 dias até atingirem seu pico de
crescimento, quando entao foi realizado o repique para novos tubos com adi¢cdo de
meio de cultura. Apds atingirem o crescimento ideal com o minimo de passagens
possivel, no maximo duas. Consideramos como passagem, cada repique para
outros tubos, assim como a adicdao de meio liquido Schneider, numa quantidade
entre 0,5mL até 2 mL, nos tubos que deram inicio ao cultivo. O meio liquido
contendo os parasitos foi colocado em um tudo Falcon com PBS estéril e
centrifugado a 4 °C em 4000 rotagdes por 15 minutos, sendo o sobrenadante
descartado. Este procedimento foi repetido e ao final o pellet foi ressuspenso em
1mL de solucdo salina estéril. Apds, foram realizadas diluicdes de 1:10 e 1:100 em
microtubos do tipo eppendorf (utilizando 10uL da amostra diluida em 90uL de salina
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estéril, no caso da diluicao 1:10) para quantificagdo em camara de Neubauer. Para a
contagem foram retirados 10 yL da diluigdo contida no tubo e contado em cédmara de
Neubauer. A contagem foi realizada nos 4 quadrantes laterais, e apos essa
contagem foi realizado o seguinte calculo para obtengdo da concentragdo de 1x10°

parasitos:

N° de parasitos (total) x fator de diluigdo x 10*
4

3.3 Animais

Foram utilizados 30 hamsters dourados (Mesocricetus auratus) derivados do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB) da Fundagdo Oswaldo
Cruz. Os animais utilizados tinham de 3 a 4 semanas de vida, machos, com
aproximadamente 30 gramas. Os mesmos foram mantidos durante todo o
experimento em biotério experimental, sob temperatura controlada, alimentagao por

ragao apropriada e agua filtrada ad libitum.

3.4 Caracterizagao taxondmica

A caracterizacdo taxondémica foi realizada em colaboragdo com o Laboratério
de Pesquisas em Leishmanioses. Para a confirmagao taxonbmica das amostras de
Leishmania sp. foi utilizado o Ensaio de Multilocus Enzyme Electrophoresis (MLEE)
(Cupolillo et al. 1994, Bariuls et al. 1997). Os sistemas enzimaticos padrdes a para a
identificacdo de isolados de Leishmania que circulam nas Ameéricas sdo G6PDH e
6PGDH. Utilizou-se as amostras de referéncia I0C/L 566 (L. braziliensis) e 10C/L
579 (L. infantum), que sao as mais comumente utilizadas como padrdo de
comparagao para identificagdo dos isolados. Foram preparadas inicialmente duas
solucdes tampao de corrida distintas: solugcao tampéao Tris Maleico pH 7.4 e solucéo
tampao Tris Fosfato pH 8.0. Para preparo do gel de corrida foi adicionado 50mL do
tampao de corrida (Tris Maleico ou Tris Fosfato utilizados separadamente), com
50mL de H20 tipo Il e 1,0g de agarose, a mistura foi levada ao forno microondas até
que estivesse transparente e sem grumos. Para a base de corrida, foi utilizada uma

folna de GelBond®, onde foi despejada 60 mL do gel. O gel ja solidificado foi
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colocado em camara umida e mantida em geladeira até sua utilizagdo (Cupolillo et
al. 1994).

Em seguida preparou-se a agarose 1%, e a solugcdo de acido acético. O
corante utilizado foi azul de bromofenol, e xilenocianol. Foi utilizado um Circulador
Termostatico para estabilizar a temperatura da cuba de eletroforese horizontal
Multiphor 1I® a 5 + 2°C. Em seguida foi colocado sobre o gel a fita de aplicagdo EPH
— Sample Application FO1®, de 24 pocos, com aplicacdo de 2 pyL do corante
marcador no primeiro pogo, no meio e no ultimo pogo onde as amostras seriam
aplicadas. Depois foram aplicadas as amostras, em um volume de 3 = 3 uL/pogo. O
gel foi posicionado na placa refrigerada, com a solugdo tampao apropriada para o
gel e sistema enzimatico a ser utilizado (Momen & Grimaldi 1984, Cupolillo et al.
1994).

Para revelacdo ao final da corrida, em dois recipientes diferentes, foram
preparadas as solugdes de revelacdo especificas para o tampao Tris Maleico
(6PGDH) e para o tampao Tris Fosfato (G6PDH), o gel foi retirado da cuba, e levado
a um ambiente escuro por pelo menos 3 minutos. Apds a visualizagcdo de todas as
bandas a reagao foi parada adicionando acido acético a 5% sobre o gel, em
quantidade suficiente para submergi-lo. A identificagdo de cada espécie foi realizada
comparando as bandas das amostras de referéncia com as bandas das amostras
testadas (Momen & Grimaldi 1984).

3.5 Obtencao e infecgdao de macréfagos

3.5.1 Obtencao de Macréfagos Peritoneais

Para a obtencdo de macréfagos peritoneais foram utilizados camundongos
das linhagens BALB/c obtidos do ICTB, os quais foram inoculados com 3mL de
tioglicolato a 3% (Lam et al. 2013) por via intraperitoneal. Apds trés dias, estes
animais foram eutanasiados e submetidos a lavado peritoneal com PBS pH 7.0
(NaCl 137mM; KCI 2,7mM; KH2PO4 0,88 mM; Na2HPO4 6,4mM; H20 g.s.p 1L). O
lavado peritoneal foi centrifugado a 1500rpm por 5 minutos (centrifuga Jouan BRA4i,
rotor S40). O sobrenadante foi descartado e ressuspendido em meio RPMI - 1640
sem vermelho de fenol (Sigma-Aldrich). Os macréfagos foram quantificados em
camera de Neubauer utilizando-se o corante vital azul de trypan 0,4% (Sigma-

Aldrich). Apds contagem, os macréfagos foram diluidos em meio RPMI sem
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vermelho de fenol suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab), 200mM de
L-glutamina, 100U/mL de penicilina e 10ug/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich) de
acordo com a concentragdo necessaria ao experimento, semeados em placas de 6
pocos na concentracdo de 2,5x108 células por poco e mantidos a 34 °C em

atmosfera umida com 5% de COz, até o dia seguinte.

3.5.2 Infeccao de macréofagos peritoneais

Para a infecgédo da cultura de macréfagos, culturas axénicas de promastigotas
de L. braziliensis ou L. infantum em fase estacionaria foram centrifugadas a 4000rpm
(centrifuga Jouan BRA4i, rotor S40) e ressuspendidas em meio Schneider.
Posteriormente, foram quantificadas em camara de Neubauer e ajustadas para uma
concentragdo de 2,5x107 parasitos por pogo (10parasitos por células). Antes da
infeccdo, as culturas de macréfagos foram lavadas 3x com PBS pH 7.0 (temperatura
ambiente) e as formas promastigotas colocadas em contato com as células por 6
horas em 1mL de RPMI. Apés esse periodo, as culturas foram novamente lavadas
para retirada das promastigotas néo interiorizadas, acrescida de 2mL de meio RPMI
e mantidas a 34 °C em atmosfera umida com 5% de CO2, até completar 96 horas de
infecgao.

Para estimar a porcentagem de células infectadas e a média de amastigotas
por células foram mantidos, paralelamente, pogos com laminulas, que no mesmo
tempo de infeccdo, foram recolhidas, lavadas duas vezes com PBS pH7.0, fixadas
com Bouin por 5 minutos e lavadas em alcool 70% duas vezes por 30 minutos cada
lavagem. Posteriormente, foram coradas por Giemsa (diluicdo 1:10) por 60 min e
depois realizado procedimento de desidratagdo, que consiste em lavar as laminulas
em solugdes de acetona pura (2x), 70% acetona + 30% xilol, 50% acetona+ 50%
xilol, 30% acetona+70% xilol, xilol puro (2x), nesta mesma sequéncia aqui descrita.

Apos desidratacdo s&do coladas em laminas com entellan® (Merck).

3.5.3. Porcentagem de células infectadas e numero de amastigotas por

célula

A carga parasitaria intracelular foi determinada por observacédo através de
microscopia o6tica (100x, Axioskop, Carl Zeiss International) em trés pogos. Em cada
laminula foram contadas 100 células, registrando-se o numero de parasitos em cada

em células. A taxa de infec¢ao foi determinado pelo nimero de células infectadas e
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a média do numero de parasitos por célula pela soma das amastigotas encontradas

dividido pelo numero de células infectadas.

3.5.4 Obtencgao de macrofagos infectados

Apos 96 horas de infeccdo, o sobrenadante das culturas foi retirado, as
culturas lavadas 3X com PBS pH7.0, adicionado 1mL de meio RPMI e as células
recolhidas com a utilizagdo de um “cell scraper’. A cultura final de macréfagos
infectados com Leishmania spp. foi inoculada oralmente em hamsters (grupos G de
L. braziliensis e F de L. infantum) na concentragéo de 10° parasitos em um volume
de 0,1mL.

3.6 Procedimentos de infec¢cao experimental com formas promastigotas de

cultura pelas vias intradérmica, intraperitoneal e Oral

Aos 30 dias de idade, em média, os animais foram infectados com formas
promastigotas de Leishmania derivadas de cultura em fase estacionaria e
acompanhados por no maximo 180 dias, quando entdo foram eutanasiados para
coleta de sangue e fragmentos de tecidos (pele lesionada e do abdémen, bago e
figado). Esse prazo foi menor nos grupos onde os animais apresentaram alteragoes
clinicas que podiam afetar a qualidade e/ou que representassem risco de vida para o
animal, fazendo-se necessario assim antecipar a data da necropsia.

Os hamsters foram quimicamente contidos com Cloridrato de ketamina
(100mg/ml) associado a Acepromazina (10mg/ml), por via intramuscular e divididos
em grupos (2 animais por grupo) de acordo com a espécie de Leishmania utilizada e

com o tipo de in6culo (Tabelas 1 e 2):
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Tabela 1 - Divisdo dos grupos experimentais de hamsters inoculados
experimentalmente com Leishmania braziliensis

Grupo Parasito Via de infecgao/Fonte do in6culo
A L. braziliensis Intradérmica - cultura
B L. braziliensis Via intragastrica - cultura
C L. braziliensis Via Oral - cultura
g Via Oral — Cultura de macréfagos infectados com
D L. braziliensis oS
L. braziliensis
o Via Oral — Fleb6tomos alimentados diretamente
E L. braziliensis N L
em lesdo dérmica dos animais do grupo A
g Via Oral — Fragmento de lesdo dérmica de
F L. braziliensis 2
animais do grupo A
g Via Oral — Fragmento de bago com lesao
G L. braziliensis . . :
macroscopica oriundos de um animal do grupo B
Tabela 2 - Divisdo dos grupos experimentais de hamsters inoculados
experimentalmente com Leishmania infantum.
Grupo Parasito Tipo de Inéculo/Fonte do in6culo
A L. infantum Intraperitoneal
B L. infantum Via intragastrica — cultura
C L. infantum Via Oral - cultura
. Via Oral — Cultura de macrofagos infectados com
D L. infantum .
L. infantum
E L. infantum Via Oral — Fleb6tomos alimentados em animal do
grupo A
E L. infantum Via Oral — Fragmento de bago de animais do
grupo B
G L. infantum Via intragastrica — cultura (Amostra recém
isolada)
H L. infantum Via Oral (Direta) — cultura (Amostra recém
isolada)

3.6.1 Leishmania braziliensis

A figura 6 mostra o desenho experimental dos nossos grupos de L.

braziliensis e L. infantum.
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Grupo E ] Grupo A ) ( Grupo E
Oral - Flebétomos Intraperitoneal | l Oral - Fleb6tomos
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Grupo Ii Grupo B r Grupo F
Oral - Leséo y Intragéstrico 1 l Oral - Bago
Grupo B [ Grupo G ] Grupo C / . \
Intragastrico | l Oral - Bago ] Oral - Cultura | Cultura recém isolada
Grupo G
=
Grupo C Grupe D Intragéstrico
Oral - Cultura Oral - Macréfagos 1
7
Grupo H
' Grupo D Oral - Cultura
Oral - Macréfagos | A \

B

Figura 6 — Desenho experimental dos grupos inoculados experimentalmente com L.
braziliensis (A), e L. infantum (B), apresentando a divisdo por tipo de inéculo e espécie de
Leishmania utilizados.

3.6.1.1 Grupo A

O grupo A foi composto por dois hamsters, os quais foram sedados, como
descrito no item 3.6, e infectados por via intradérmica, na pata dianteira esquerda,
com cultura axénica de L. braziliensis (0,1mL na concentragdo de 10° formas

promastigotas do parasito), utilizando-se uma seringa de 1mL.

3.6.1.2 Grupo B

A mesma cultura axénica foi utilizada para inocular dois hamsters que
compuseram o Grupo B, infectados por via intragastrica com 0,1mL de cultura de L.
braziliensis, na concentragédo de 10° parasitos. Utilizou-se uma seringa de 1mL, com
agulha de gavagem, que possui a ponta romba, nao perfurante, a qual foi inserida
pela boca do animal permitindo assim a inoculacdo da cultura diretamente no
estbmago do mesmo. Antes da necropsia, realizou-se o xenodiagnostico com
aproximadamente 10 flebétomos, dos quais 5 fémeas sobreviveram apds a
incubacdo e foram congeladas para PCR. Apds o xenodiagnédstico, deu-se
prosseguimento a etapa de eutanasia e coleta de material (sangue, pele do

abddémen, baco e figado).
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3.6.1.3 Grupo C

Para o grupo C, utilizou-se uma cultura axénica obtida através do
reisolamento dos parasitos de lesdo dérmica do grupo A. Foi utilizado 0,1mL do
preparado da cultura, contendo 10° parasitos para indculo por via oral, oferecendo-
se 0 material em seringa de 1mL sem agulha, diretamente na boca do animal, para

que o mesmo bebesse espontaneamente.

3.6.1.4 Grupo D

A mesma cultura axénica utilizada para infectar os animais dos grupos A e B
foi utilizada para infectar macrofagos peritoneais de camundongo, como descrito no
item 3.5.2. Esses macrofagos infectados foram oferecidos a um novo grupo de
hamsters por via oral, com o auxilio de uma seringa de 1TmL sem agulha. Cada

hamster recebeu aproximadamente 1X10° parasitos.

3.6.1.5 Grupo E

Apos o0 aparecimento de lesdo dérmica na pata dos animais do Grupo A,
esses foram sedados conforme descrito anteriormente e foram enrolados em dois
pedacos de pano com um pequeno orificio, para a exposicado da pata lesionada.
Esse procedimento nao interferiu na respiracdo do hamster, e permitiu que somente
a pata infectada ficasse exposta, facilitando a alimentacdo dos flebétomos
diretamente na lesdo. Dessa forma, esses hamsters foram inseridos dentro de uma
gaiola com aproximadamente 20 fleb6tomos e deixados por aproximadamente uma
hora para alimentagdo dos insetos. Apds este periodo, obtivemos um total de 9
fémeas alimentadas, as quais foram separadas das demais e armazenadas em
estufa BOD conforme o item 3.8.

Apos 4 dias, as 6 fémeas que sobreviveram foram oferecidas a um novo
grupo de hamsters por via oral diretamente na boca do animal, com o auxilio de uma
pinga. Foram oferecidos 3 flebétomos para cada hamster, os quais foram ingeridos,

formando assim o Grupo E.

3.6.1.6 Grupo F

Dois dias apds serem utilizados para alimentacao dos fleb6tomos, os animais
do Grupo A que apresentaram lesdo na pata foram novamente sedados, para que
fossem realizadas as etapas de coleta de material (sangue, pele do abdémen, bago
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e figado), 2 meses apdés o indculo. Apds a eutanasia desses animais, dois
fragmentos da lesdo dérmica foram coletados e oferecidos a um novo grupo de
hamsters, com o auxilio de uma pinga. Utilizou-se um fragmento por animal, que foi

introduzido por via oral, diretamente na boca dos animais dando origem ao Grupo F.

3.6.1.7 Grupo G

No momento da necropsia do Grupo B (animais infectados por via
intragastrica) foram observadas lesdes macroscopicas caracteristicas de infecgao
por Leishmania spp. no bago e no figado de um dos animais do grupo; assim foi
realizada a coleta de dois fragmentos desse bacgo lesionado, que foram oferecidos, a
um novo grupo de hamsters, com o auxilio de uma pinga. Utilizou-se um fragmento
por animal, que foi introduzido por via oral, em hamsters normais, formando assim o

Grupo G.

3.6.2 Leishmania infantum

3.6.2.1 Grupo A

A infecgdo por L. infantum seguiu o0 mesmo modelo da realizada com L.
braziliensis. Inicialmente inoculou-se dois hamsters de aproximadamente 4
semanas, previamente sedados como descritos no item 3.6, utilizando cultura
axénica de L. infantum (0,2mL na concentragdo de 10° parasitos) por via
intraperitoneal, com o auxilio de uma seringa de 1mL.

No momento da necrdpsia destes primeiros dois animais sem sintomas,
sugerindo uma baixa carga parasitaria ou auséncia de parasitos, decidiu-se a
realizacdo de inoculagdo de um novo grupo de 2 hamsters para substituir esses
primeiros, e assim ser possivel dar continuidade aos experimentos e tentativas de
infeccdo dos demais grupos. Na segunda tentativa, outros dois hamsters foram

inoculados e acompanhados semanalmente por 6 meses.

3.6.2.2 Grupo B

Utilizando a mesma amostra de L. infantum do Grupo A, foi realizado um
inéculo por via intragastrica em um novo grupo de hamsters, que formaram o Grupo
B. Utilizou-se agulha de gavagem que permitiu o in6culo da cultura diretamente no

estdbmago do animal.
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3.6.2.3 Grupo C

Utilizando a mesma cultura axénica dos Grupos A e B, foram inoculados dois
hamsters por via oral, utilizando uma seringa de 1mL sem agulha e oferecendo
0,1mL do preparado de cultura de L. infantum, contendo 108 parasitos, para que os

hamsters bebessem espontaneamente.

3.6.2.4 Grupo D

Uma vez que os resultados encontrados nos animais do Grupo A
apresentaram uma carga parasitaria baixa, resolvemos utilizar uma nova amostra
recém isolada da mesma CEPA de L. infantum. Essa cultura foi utilizada para
infectar macréfagos, utilizando-se em média, 10 parasitos por célula, e essa cultura
de macrofagos infectados foi utilizada para inocular por via oral novos hamsters com
o auxilio de uma seringa de 1mL sem agulha, cada hamster recebeu
aproximadamente 1X10° parasitos, que estavam no interior de macréfagos, dando

origem assim ao Grupo D.

3.6.2.5 Grupo E

Apods transcorridos 6 meses da infeccdo e antes da necropsia do Grupo A
(animais inoculados por via intraperitoneal) os animais foram sedados e inseridos
em uma gaiola contendo 30 flebotomineos, por aproximadamente uma hora. Apos
esse tempo os hamsters foram recolocados em suas gaiolas e as 13 fémeas de
fleb6étomos que se alimentaram foram separadas das demais e mantidas por 4 dias
em estufa BOD conforme o item 3.8.

Transcorridos esses 4 dias, as 10 fémeas sobreviventes foram utilizadas para
alimentar um novo grupo de hamsters, que compuseram o grupo E. De um total de
10 fémeas alimentadas, foram oferecidas 4 para cada hamster, com o auxilio de
uma pinga, para que fossem ingeridas por via oral e 2 foram separadas e
congeladas afim de confirmarmos a infeccdo através do diagnostico molecular

diretamente nos insetos.

3.6.2.6 Grupo F

Apds os 4 meses de incubagdo do Grupo B (hamsters inoculados por via
intragastrica) os animais foram sedados e necropsiados. No momento da necropsia
foram separados dois pedagos de baco de um dos animais para alimentar um novo
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grupo de hamster, o Grupo F. Esse bago, que n&do apresentava nenhuma alteragéo
macroscopica, foi oferecido aos animais diretamente na boca, com o auxilio de uma

pinga, para que o engolissem.

3.6.2.7 Grupo G

Utilizando-se a amostra recém isolada de L. infantum, foi realizado um novo
in6culo por via intragastrica em um novo grupo de hamsters, que formaram o Grupo

G. Para esse inoculo foi utilizada uma seringa de 1mL e agulha de gavagem.

3.6.2.8 Grupo H

A amostra recém isolada de L. infantum, foi inoculada em um grupo de
hamster por via oral, com seringa de 1mL, sem agulha, contendo 0,2mL do material,
mantendo-se a concentragdo de 10° parasitos, originando assim o Grupo H.

3.7 Procedimentos de eutanasia e coleta de amostras dos hamsters

No momento da necropsia, os hamsters foram anestesiados com Cloridrato
de ketamina (100mg/mL) associado a Acepromazina (10mg/mL). Com o animal
anestesiado, foi realizada a coleta de sangue através de pungao cardiaca. Apds a
coleta de sangue, os hamsters foram eutanasiados com Cloreto de potassio por via
intracardiaca e transferidos para uma cabine de seguranga bioldgica classe Il onde
foram realizados os seguintes procedimentos: (i) imprints teciduais de baco, figado,
pele do abddbmen, e sitio de inoculacdo (apenas para os inoculados por via
intradérmica, Grupo A); (ii) Coleta de fragmentos destes mesmos tecidos, os quais
foram lavados em solugao salina com antibiéticos (350 Ul de penicilina e 150 mg /
mL de estreptomicina) e inoculados em meio de cultura bifasico (NNN/Schneider)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (v/iv) e 2% de urina; (iii) coleta e
armazenamento de fragmentos desses mesmos tecidos em tubos de 1,5 mL
contendo etanol e armazenados a — 20°C para realizagdo de diagndstico molecular;
(iv) coleta e armazenamento de fragmentos desses mesmos tecidos em PFA
(paraformaldeido) a 4% em PBS 0,01M, pH 7,45 para diagndstico histopatologico.

ApoOs a eutanasia dos animais e armazenamento dos tecidos e laminas, o

sangue coletado por pungéao cardiaca foi centrifugado a 10.000rpm por 8 minutos, o
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sobrenadante foi pipetado para um microtubo e armazenado em freezer -20° C até a

realizac&o da sorologia.

3.8 Infeccao em L. longipalpis

Os hamsters infectados foram anestesiados e o local do indculo (no caso do
grupo D de L. braziliensis) ou o animal inteiro (demais grupos) foi exposto a fémeas
de L. longipalpis com aproximadamente 7 a 10 dias de idade para realizarem sua
alimentagao por um periodo de 1 hora. Apés esse periodo, os flebotomineos foram
soltos em gaiola de nailon e permaneceram na estufa BOD por 4 dias onde
receberam solugéo de agucar contendo antibiético (5mL de glicose, 30mL de agua
destilada e 2mL de garamicina 40mg diluido em agua (0,001%).

Depois de transcorrido o periodo de incubagao, os flebotomineos foram: (i)
oferecidos, por via oral, aos hamsters que compuseram os grupos de animais
infectados com esses insetos; ou (ii) congelados para a realizacdo do diagnéstico

molecular por PCR.

3.9 Imprints teciduais

Os imprints teciduais realizados durante a necropsia foram fixados com
metanol por 10 min, em seguida foi preparada em tubo Falcon uma solugéo de 50mL
de agua destilada, com 25mL de alcool 92,8% e 3,5 mL de corante Giemsa filtrado
em papel filtro. As laminas foram deixadas para secar apoiadas em uma base reta
em um recipiente com agua no fundo, tomando cuidado para que a agua no fundo
nao molhasse as laminas. A solugao corante foi despejada em cima das laminas
com o auxilio de uma pipeta de plastico de modo que toda extensdo do imprint
ficasse coberta. O recipiente foi coberto com uma tampa por 30 min, as laminas
foram lavadas cuidadosamente em agua corrente para retirada do excesso de
corante e colocadas em uma estante para secagem. Apds a coloragéo, os imprints
foram observados em Microscopio de Luz Olympus Carl Zeiss Axiostar Plus® na
ampliagao de 1000x, utilizando-se 6leo de imerséo.
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3.10 Culturas

Os tecidos epidérmicos coletados foram primeiramente semeados em
microtubos do tipo eppendorf contendo solugédo salina estéril (Cloreto de sédio -
NaCL a 58,44g/mol) acrescida de antibiético e antifungico (10mg de estreptomicina,
25ul anfotericina B e 10.000Ul de penicilina por mL, solugdo comercial Sigma®),
estocados a 4° C por 24 horas. Decorrido esse tempo, foram transferidos para tubos
de cultura contendo meio NNN e meio liquido Schneider. Os demais tecidos
coletados foram lavados com solugao salina estéril (Cloreto de sodio - NaCL a
58,44g/mol) acrescida de antibiético e antifungico (10mg de estreptomicina, 25ul
anfotericina B e 10.000Ul de penicilina por mL, solugdo comercial Sigma®) no
momento da coleta e transferidos imediatamente para tubos de cultura contendo
meio NNN e meio liquido Schneider.

A identificacdo dos tubos foi realizada com etiquetas contendo o niumero da
amostra, a data, o local e o(s) responsavel(is) pela coleta. Foram mantidos a
temperatura ambiente desde o0 momento da coleta no biotério até o transporte ao
Laboratdrio de Biologia de Tripanosomatideos - LABTRIP, onde foram estocadas em
estufa entre 26 a 28 °C.

O exame microscopico das culturas foi realizado a partir de uma pequena
gota do sobrenadante dos tubos disposta entre lamina e laminula. A montagem
dessas laminas foi realizada em cabine de fluxo, seguindo identificagcdo do tubo, as
ldaminas foram acondicionadas em camara umida e observadas no microscopio em
aumento de 400X. Quando positivas, as culturas eram acompanhadas até o
crescimento ideal para criopreservacdo dos parasitos ou para realizagdo de nova
inoculacdo. Todas as culturas foram acompanhadas a cada 3 ou 4 dias. Amostras

negativas eram acompanhadas por até 1 més e entado descartadas.

3.11 PCR Multiplex para deteccao de kDNA de Leishmania spp

3.11.1 Extracao de DNA

A extracdo de DNA de cada tecido coletado (item 3.6) foi realizada em uma
cabine de biosseguranca com luz UV (DNA Workstation), em ambiente isolado, e
separado do local onde foram manipulados os produtos amplificados, dentro da qual
foram realizados todos os procedimentos de extracdo de DNA.
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Inicialmente os fragmentos dos tecidos coletados em etanol absoluto foram
reidratados (lavados duas vezes com Agua Mili-Q) e submetidos & extragdo através
do kit comercial Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, EUA),
seguindo instrugdes do fabricante. Por ultimo, o DNA foi ressuspendido em 100 uL
de solugédo de hidratacdo de DNA (DNA Reydratation Solution) e armazenado a -
20°C até sua utilizacao.

Como controle positivo da extracdo foram utilizados fragmentos de bago e
figado de hamsters (mesma CEUA item 3.1) provenientes do Biotério Carlos Chagas
do Instituto Oswaldo Cruz previamente infectados com uma cepa de Leishmania
braziliensis de perfil disseminado (MHOM/BR/2000/LTCP13396 = IOC-L2483) obtida
junto a Colegao de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz - CLIOC. Antes de sua
utilizacdo como controle, foi realizada a PCR direcionada ao kKDNA de Leishmania
spp. em diferentes amostras destes tecidos para confirmar sua positividade. Como
controle negativo da extragcdo foram utilizados fragmentos de bagco e figado de
hamsters sadios também obtidos do Biotério Carlos Chagas do Instituto Oswaldo
Cruz. Os fragmentos de bago e figado desses animais utilizados como controles
positivos e negativos foram previamente coletados e armazenados no LabTrip e sao
rotineiramente utilizados como controles nas pesquisas de referéncia. Um controle
positivo e um negativo, com aproximadamente 0,5 cm, foi utilizado em cada reacgao,

desde a extragcao de DNA até a eletroforese.

3.11.2 Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR — Multiplex)

A Reacgdo em Cadeia da Polimerase (PCR) Multiplex para o diagnostico da
infeccdo por Leishmania spp teve como alvo a regido conservada do kDNA de
Leishmania spp. A amplificacdo do KDNA dos parasitos foi realizada utilizando o kit
comercial PCR pureTaq Beads (ilustra PuReTaq Ready-To-Go PCR Beads®, GE
Healthcare, EUA), os iniciadores direcionados a regidao conservada do minicirculo de
kKDNA de Leishmania spp. com 120 pares de bases: 150F
(5°GGG(G/T)AGGGGCGTTCT(C/G)CGAA-3) e 152R
(5’(C/G)(CIG)(C/G)(AIT)CTAT(A/T)TTACACCAACCCC3); e os iniciadores
direcionados ao DNA de hospedeiros mamiferos (GAPDH) com 212 pares de bases:
212F (5°’ACCACAGTCCATGCCATCAC?) e 212R
(56°GTCAGGTCCACCACTGACACST') (Degrave et al. 1994, De Cassia-Pires et al.
2017).
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O kit comercial utilizado nas reagdes de PCR consiste em granulos liofilizados
contendo os reagentes necessarios para a MIX da PCR, necessitando apenas do
acréscimo de agua Milli-Q e dos respectivos iniciadores. Cada granulo do kit contém
0,2 mM de desoxirribonucleotideo trifosfato (ANTPs); 50mM de Cloreto de Potassio;
1,5mM de Cloreto de Magnésio; tampao de enzima 1X; 2,5 unidades de pureTaq
DNA Polimerase®.

Cada reacéo foi preparada com um granulo ressuspendido em 0,5 pL de cada
primer para GAPDH, 1,5 puL de cada primer para KDNA e 19 uL agua agua Milli-Q.
Em cada reagéo foram adicionados 2uL de DNA da amostra a ser testada (foram
testados todos os tecidos citados no item 3.6, individualmente), resultando em um
volume final de 25 uL. As reacbes foram realizadas em Termociclador Eppendorf
Mastercycler® (Eppendorf, Stevenage, Inglaterra), através das seguintes condigdes:
desnaturacao inicial a 95° C por 1 minuto, 30 ciclos de desnaturacdo a 95° por 30
segundos, pareamento dos iniciadores a 61° por 30 segundos, seguido de extens&o
inicial a 72° por 30 segundos e uma extensao final de 72° por 1 minuto.

Como controle da reacao foi utilizado o DNA obtido dos controles positivo e
negativo da extragao, além do controle da MIX da PCR que n&o continham amostras
bioldgicas e foram ressuspendidas em 25 pL da mistura contendo os primers e agua
Milli-Q.

3.11.3 Eletroforese

Os produtos da reagdo foram diluidos em tampao de amostra (125 mM
TrisHCI, pH 6,8; 4% SDS; 20% glicerol e 0,002% azul de bromofenol) e submetidos
a eletroforese a 110V constantes, em mini géis de poliacrilamida a 8% em tampé&o
TBE 1X (Tris 0,04 M, Acido Bérico 0,04 M e EDTA 0,02 M) por aproximadamente 50
minutos. Foram aplicados em cada pogo de gel 7 uL de cada produto da PCR.

A cada corrida eletroforética foram adicionadas, além das amostras a serem
testadas, os controles positivos e negativos utilizados na extragédo, o controle da MIX
da PCR e um padrao de peso molecular de 50 pb (Promega, Madison, EUA). Apds a
eletroforese, os géis foram revelados por nitrato de prata utilizando o kit Silver Stain
Plus® (Bio Rad, Hercules, EUA). As imagens dos géis foram documentadas com o
densitdbmetro GS-800® (Bio-Rad, Hercules, EUA), sendo salvas no formato Tiff, com
resolugdo da imagem de 300 dpi (pontos por polegada - dot per inch) para uma

melhor qualidade das mesmas.

47



3.12 Diagnéstico Sorolégico

O soro coletado das amostras de sangue dos animais de todos os grupos, foi
analisado para a busca por anticorpos da classe IgG anti-Leishmania sp. O
diagndstico sorolégico foi realizado através da pesquisa do nivel de anticorpos
séricos através da Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) (Camargo 1964).

A reacao entre o antigeno fixado e o anticorpo presente no soro das amostras
positivas foi visualizada através da adigdo de anti-imunoglobulina, a anti-IgG de
hamster comercial conjugada com isotiocianato de fluoresceina da Sigma® (Sigma
Aldrich, St. Louis, EUA).

Para a reac&o soroldgica, 10 yL das amostras de soro foram aplicadas em
placa de 12 pocos contendo 90 uL de PBS 0,15 M nos pocos da primeira linha e 50
ML nos demais. Para a realizacdo de diluicbes seriadas, 50 uL da solugdo foram
transferidos para os demais pogos da placa em sentido horizontal até atingir a
diluicdo de 1:320.

Em seguida, 10 yL de cada diluicdo foram aplicados em cada pog¢o nas
laminas ja impregnadas com os antigenos (mistura igualitaria de parasitos inteiros
das cepas 566 e 579 de L. braziliensis ou L. infantum, respectivamente). As laminas
foram acondicionadas em camara umida e incubadas na estufa a 37 °C por 40
minutos e, depois lavadas com PBS 0,15M por trés vezes em movimento rotacional.
Apods, foi realizada a diluicdo do Azul de Evans 1X (Sigma®) e do conjugado
comercial.

Em seguida, foram aplicados 10 yL desta solugdo em cada pogo da lamina e
as mesmas foram incubadas na estufa a 37 °C por 40 minutos e lavadas com PBS
0,075 M. Finalmente, apds a adigao de glicerina tamponada e laminulas, as laminas
foram submetidas a leitura em microscépio de luz (marca e modelo) com sistema de
imunofluorescéncia equipado com lampada de mercurio 12V50W (Osram, Munique,
Alemanha) e visualizadas no aumento de 400X.

Todas as reagdes tiveram controle positivo e negativo e foram realizadas em
duplicata. Como controle positivo foi usado soro de animal experimentalmente
infectado com sorologia e cultura comprovadamente positivas. Para o controle
negativo foi usado soro de animal nascido e criado em cativeiro comprovadamente,
nos testes soroldgicos e parasitologicos, livre de infecgéo por Leishmania spp.

O resultado foi considerado sorologicamente positivo frente a infecgdo por

Leishmania sp. quando as amostras tiveram titulagao igual ou maior que o ponto de
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corte adotado, de 1:10 (Herrera et al. 2005). Todas as reagbes foram previamente

padronizadas e s&o utilizadas rotineiramente no LABTRIP.

3.13 Diagnéstico histopatolégico

Para realizagdo da analise histopatolégica os fragmentos de figado, bago e
pele lesionada e/ou do abdémen coletados de todos os grupos, foram fixados em
PFA (paraformaldeido) a 4% em PBS 0,01M, pH 7,45, a 4 °C por um periodo de 72
horas. Apos esse periodo, os fragmentos foram clivados e, em processador
automatico de tecidos (Leica® — TP 1020) foram desidratados em concentragdes
crescentes de etanol (70, 90, 100, 100, 100 °GL), diafanizados em Xilol e embebidos
em parafina (56 a 60 °C). A seguir, foram incluidos em parafina em estacdo de
inclusao (Microm® — AP 280).

Cortes de 5 ym foram obtidos em micrétomo rotativo (Microm® — HM 360),
desparafinizados com trés trocas de xilol, hidratados em concentracoes
decrescentes de alcool etilico (100, 95, 80, 70 °GL) até a agua destilada e
processados para coloracdo pela técnica de Hematoxilina-Eosina. Analise em
microscopia de luz foi realizada em microscépio Zeiss e fotografada com Axioplan
2®.

Para a técnica de Hematoxilina-Eosina foi realizado o preparo da solugio:
2,5g de hematoxilina (Sigma) foi dissolvida em 25mL de alcool absoluto,
paralelamente, 50g de aluimen de aménio foram dissolvidos em 500mL de agua
destilada pré-aquecida. As duas solucdes foram misturadas e aquecidas até breve
fervura, retirada do fogo e acrescida de 1,25g de 6xido vermelho de mercurio. A
solugdo foi imediatamente resfriada, através da imersdo do frasco em agua fria,
acrescido 20mL de acido acético glacial e reservada para amadurecimento por 2
meses.

A coloragao das laminas foi feita apds desparafinizagcdo e hidratacédo por
imersdo das ldminas por 7min na hematoxilina de Harris pré-filtrada. A seguir, os
cortes foram lavados e mantidos em agua corrente até atingirem uma coloragéo
azulada, diferenciados em alcool-acido (5 gotas de acido cloridrico em 100mL de
alcool etilico a 95GL), novamente lavados em agua corrente e corados por 2min em
solugdo alcodlica de eosina (5g de eosina Y “yellowish” - Merck dissolvidas em
200mL de agua destilada acrescida de 800mL de alcool etilico absoluto). Os cortes

foram desidratados em concentragdes crescentes de etanol (70, 80, 95, 100 °GL),
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diafanizados em xilol e montados entre lamina e laminula com “Entellan” (Merck).
Foram montadas duas laminas por tecido, no momento do corte no micrétomo os

primeiros cortes sao desprezados até que fique bem plano, e a lamina foi observada
em sua totalidade no microscoépio.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizagao taxonémica

A caracterizagao taxonémica confirmou o status taxondmico dos isolados de
Leishmania que utilizamos no trabalho como sendo: L. braziliensis e L. infantum.
Esses resultados foram confirmados com os dois sistemas enzimaticos utilizados:
G6PDH e 6PGDH (Figura 7).
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Figura 7 — Ensaio de Multilocus Enzyme Electrophoresis em gel Tris Maleico pH
7.4 para sistema enzimatico 6PGDH mostrando o perfil para diferentes isolados
utilizados neste estudo, comparados com cepas de referéncia para diferentes
espécies de Leishmania. As setas verdes indicam: LBT8030 - L. braziliensis e
2504 - L. infantum. Os controles (setas vermelhas) sdo 566 — L. braziliensis e
579 — L. infantum.

4.2 [ eishmania braziliensis

4.2.1 Grupo A

Os animais inoculados por via intradérmica na pata dianteira esquerda,
apresentaram uma lesao caracteristica de infecgao por Leishmania spp., dois meses
apos a inoculagdo. ApoOs este periodo, deu-se prosseguimento as etapas de
alimentacao de fleb6tomos nessa lesao, e apds dois dias, eutanasia dos hamsters e
coleta de sangue e fragmentos de pele da pata lesionada, pele integra do abdémen,
baco e figado.

Apoés 7 dias da coleta, foram observadas formas promastigotas nas culturas

realizadas dos fragmentos de pele da lesdo da pata, baco e figado, dos dois animais
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desse grupo. Os parasitos isolados foram criopreservados apds 2 passagens in vitro.
Os imprints teciduais da lesdo, do bago e do figado, de ambos os animais também
foram positivos. A figura 8 mostra agrupamentos de amastigotas de L. braziliensis
em lesdo e bago desses animais. Os resultados de histologia destes tecidos foram
negativos, porém foi possivel observar uma grande quantidade de infiltrado

inflamatorio nas amostras de figado de ambos os animais.

Figura 8 — /mprint de lesédo da pata (A) e do baco (B) dos animais do grupo A
com 2 meses apos serem inoculados por via intradérmica com 10° formas
promastigotas de L. braziliensis onde observa-se formas amastigotas
(setas), corada com Giemsa, no interior de macrofagos (*) (A) ou dispersos
no bago (**) (B).

Ambos os animais foram positivos na sorologia, apresentando uma titulagéo
de 1:320 na RIFI (Figura 9).

Figura 9 — Formas promastigotas de Leishmania sp.
marcadas com isotiocianato de fluoresceina
mostrando a  positividade na reagdo de
imunofluorescéncia indireta de um dos hamsters do
Grupo A. Diluicdo 1:40 com aumento de 400x.
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A positividade desse grupo também foi confirmada através da PCR multiplex
nos tecidos da lesdo da pata, pele do abdémen, figado e bago, conforme mostram
os numeros de 1 a 8 na figura 10.
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Figura 10 - Eletroforese em gel de poliacrilamida com PCR multiplex mostrando o DNA de Leishmania
spp., utilizando-se um marcador de 50 pares de bases. Os pogos de 1 a 8 representam as amostras
positivas nos 2 animais do grupo A inoculados com 108 formas promastigotas de L. braziliensis, sendo 1
e 6 lesdo dérmica, 2 e 5 pele integra do abdémen, 3 e 8 figado, 4 e 7 bago. Os pogos de 9 a 13
representam as amostras do Grupo B, inoculado por via intragastrica com 108 formas promastigotas de
L. braziliensis, sendo 9 pele integra do abdébmen do animal 1; 10 e 11 representam as amostras
positivas de bago e figado respectivamente também do animal 1; 12 pele integra do abdémen e 13 bago
do animal 2 do mesmo grupo. Os pogos de 14 a 16 representam as amostras de um dos animais do
Grupo B infectados por via intragastrica com 108 formas promastigotas de L. infantum, sendo pele
integra do abdémen, bago e figado respectivamente. Os pogos 17 e 18 sdo controles positivos, 19
controle negativo; M = controle da Mix de PCR. A seta e o sinal de positivo indicam o tamanho esperado
de pares de bases (entre 120-145pb).

4.2.2 Grupo B

Os dois hamsters que compuseram o grupo B foram infectados por via
intragastrica com 10° formas promastigotas de L. braziliensis e acompanhados
semanalmente até 4 meses, quando entdo foram eutanasiados e necropsiados sem
que tivesse sido observada nenhuma alteragdo clinica nestes animais. Dois dias
antes da necropsia foi realizado o xenodiagndstico com 15 flebétomos, dos quais 5
fémeas sobreviveram ao periodo de incubagdo e foram congeladas para o
diagndstico por PCR.
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No momento da necropsia de um dos animais desse grupo foi possivel

observar lesdes nodulares, palidas e de aspecto crostoso sugestivas da infecgéao por

Leishmania sp. no figado e bago do animal, (Figura 11).

Figura 11 - Nodulagbes sugestivas de infecgdo por Leishmania sp., no bago (A) e
figado (B), observadas em um dos animais do Grupo B, inoculados por via intragastrica
com 108 formas promastigotas de L. braziliensis.

Foi possivel isolar novamente os parasitos nas culturas feitas a partir dos
fragmentos de bago e figado desse animal, os quais foram criopreservados no
LabTrip. O teste sorologico desses hamsters mostrou uma titulagdo de 1:160 e foi
possivel observar os grupamentos de amastigotas nas laminas de imprint de baco,
como mostrado na figura 12. O exame histolégico do bacgo e figado de ambos os
animais desse grupo foram negativos, porém foi possivel observar a presenga de

infiltrados inflamatdrios nas laminas de figado.

Figura 12 - Amastigotas (*) presentes em
imprint de bago, de um dos animais do grupo B
inoculado por via intragastrica com 108 formas
promastigotas de L. braziliensis.
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Além disso, a infecgdo por L. braziliensis foi confirmada através da PCR

multiplex no baco e figado do animal (Figura 10, numeros 10 e 11).

4.2.3 Grupo C

Seguindo os mesmos procedimentos de acompanhamento semanal dos
grupos anteriores, nos dois animais do grupo C, infectados por via oral com 108
formas promastigotas de L. braziliensis (Grupo C), um més apds a inoculagéo, foram
observadas lesdes na pele que se estendiam por todo o abdome do animal na altura
do estbmago, além de seus membros inferiores, superiores e focinho, o que
inicialmente acreditamos ser consequéncia de infecgao por L. braziliensis (Figura
13).

Figura 13 - Lesbes na pele dos animais do grupo C, infectados
por via oral, com 108 formas promastigotas de L. braziliensis.

Apds a observagdo dessas lesdes, os animais foram eutanasiados para
coleta de amostras de sangue, pele com lesdo, pele integra, bago e figado. No
momento da necropsia desse grupo ndo encontramos alteragdes macroscopicas em
nenhum 6rgao além da pele, e a coleta de material (sangue, pele com lesdo do
abdémen, pele integra, bago e figado) prosseguiu conforme descrito anteriormente.
Nao foi possivel re-isolar parasitos em nenhuma das culturas realizadas com os

tecidos coletados. Os resultados dos testes sorolégico e molecular, bem como a
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observacgéo das laminas de imprints e histologia dessas amostras foram igualmente
negativos.

Diante da negatividade observada nesse grupo, e pelo pouco tempo que os
animais permaneceram entre o momento de sua inoculagao até a necropsia, outros
dois hamsters foram inoculados e mantidos no biotério por 4 meses. Transcorridos
os primeiros 2 meses, também foi constatado o aparecimento de lesbes dérmicas
por todo o corpo do animal, principalmente no abdémen na altura do estémago,
como as observadas no primeiro grupo de animais. Um dos animais com essas
lesdes foi sedado e foi realizada uma bidpsia da lesdo maior no abdémen. O
fragmento de pele obtido na bidpsia foi dividido em dois, sendo uma parte cultivada
em meio de cultura NNN/Schneider e a outra foi utilizada para a realizacdo dos
procedimentos de histologia.

A avaliacdo da cultura, por até 30 dias apods o isolamento mostrou resultado
negativo, assim como a analise histopatologica das laminas.

Apods 4 meses do indculo, os animais foram sedados e foram realizados os
procedimentos de eutanasia e coleta do material (sangue, pele com lesao, pele
integra, bago e figado). Igualmente ndo obtivemos resultados positivos em nenhum

dos testes realizados (culturas, imprints, histologia, PCR e sorologia).

4.2.4 Grupos D,E,Fe G

Depois de transcorridos os 4 meses de incubacdo sem que fosse observado
nenhum tipo de alteragdo clinica visivel nos Grupos de D a G (hamsters que
receberam oralmente os flebétomos ou fragmento de lesdo dérmica ou, fragmento
de baco ou macréfagos respectivamente), foi realizada a eutanasia e nao foram

observados resultados positivos na cultura, imprint, histologia, sorologia ou PCR.

4.3 Leishmania infantum

4.3.1 Grupo A

Foram realizadas duas tentativas de inoculagédo nos animais desse grupo por
via intraperitoneal. Numa primeira tentativa, os animais foram inoculados e

acompanhados semanalmente por 6 meses sem apresentar nenhuma alteragao

56



clinica como o esperado. Realizada a necropsia, ndo haviam sinais de aumento no
tamanho do bacgo, lesbes visiveis ou qualquer outro indicativo visivel de que os
animais tivessem se infectado com L. infantum. Essa primeira tentativa de infecgao
nao foi confirmada pela avaliacdo das culturas, do imprints, da analise
histolpatolégica ou da sorologia, entretanto a PCR multiplex mostrou resultado
positivo no bago de um dos animais.

Na segunda tentativa de inoculagdo obtivemos resultados positivos em
sorologia (titulagdo de 1/320) e cultura de bago de um dos animais desse grupo,
assim como na PCR do mesmo tecido e do mesmo animal. Nao encontramos
amastigotas em imprint ou histologia, porém foi possivel observar a presenga de
infiltrado inflamatdrio nas amostras histoldgicas de figado. O outro hamster infectado

foi negativo em todos os testes realizados.

4.3.2 Grupo B

O Grupo B, composto por animais inoculados oralmente com L. infantum,
ficou incubado por 4 meses e foram acompanhados semanalmente em busca de
qualquer tipo de alteracao clinica, o que nao ocorreu. Apos esse tempo foi realizado
o xenodiagnostico com 20 flebétomos dos quais 8 fémeas sobreviveram ao periodo
de incubacgédo e foram congeladas para o diagndstico com PCR. Apés a eutanasia e
processamento do material coletado (sangue, pele integra, bagco e figado), os
resultados foram negativos em todos os testes realizados: culturas, imprints,
histologia, PCR e sorologia. O diagnodstico com PCR dos fleb6tomos também foi

negativo.

4.3.3 Grupo C

Os hamsters inoculados oralmente com cultura axénica de L. infantum, foram
acompanhados semanalmente durante 4 meses e nao apresentaram qualquer
alteracao clinica. Decorrido este tempo, os animais foram necropsiados, tiveram
material coletado (sangue, pele integra, bagco e figado), mas também nao foram
obtidos resultados positivos em nenhum dos testes empregados: cultura, imprint,

histologia, sorologia e PCR.
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4.3.4 Grupo D

A infeccdo dos macréfagos com L. infantum utilizados no Grupo D, resultou
em uma taxa de infec¢ao de 40%, em média 2 parasitos por célula.

Esse Grupo D, composto por animais inoculados oralmente com cultura de
macrofagos infectados com L. infantum, nao apresentou resultados positivos em

nenhum dos testes empregados: cultura, imprint, histologia, sorologia e PCR.

4.3.5 Grupos EaH

Os hamsters inoculados com flebotomos, fragmento de bacgo, por via
intragastrica (amostra recém isolada) e com cultura axénica recém isolada de L.
infantum (grupos E, F, G e H, respectivamente), também foram acompanhados
semanalmente durante 4 meses durante os quais ndo apresentaram qualquer
alteracao clinica. Apos esse tempo, os animais foram necropsiados, tiveram material
coletado (sangue, pele integra, bago e figado), mas também nao foram encontrados
resultados positivos em nenhum dos testes utilizados: cultura, imprint, histologia,
sorologia e PCR.

As tabelas 3 e 4 mostram um resumo de todos os resultados obtidos com

cada espécie de Leishmania em cada grupo.
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inoculados experimentalmente com Leishmania braziliensis.

Tabela 3 — Resumo de resultado dos grupos experimentais de hamsters

Leishmania braziliensis

Via de Resultado | Resultado | Resultado Resultado Resultado
Grupo = . . . . -
Infeccédo da cultura | do imprint | sorolégico | histopatolégico molecular
Positivo pele
Intradérmica Positivo Positivo com lesdo,
Grupo A Positivo Negativo
na pata Les&o/Baco (1/320) pele integra,
baco e figado
Via Positivo Positivo Positivo baco
GrupoB | ) Positivo Negativo
intragastrica Baco (1/160) e figado
Via Oral —
Grupo C Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Cultura
Via Oral —
Grupo D Cultura de Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
macréfagos
Via Oral —
Grupo E Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Fleb6tomos
Via Oral —
Grupo F | Fragmento de | Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
lesao dérmica
Via Oral —
Grupo G | Fragmento de | Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

baco
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inoculados experimentalmente com Leishmania infantum.

Tabela 4 — Resumo de resultado dos grupos experimentais de hamsters

Leishmania infantum

Via de Resultado | Resultado Resultado Resultado Resultado
Grupo
Infecgao da cultura | do imprint | sorologico | histopatolégico molecular
Positivo
Grupo A | Intraperitoneal Positivo Negativo (1/320) Negativo Positivo bagco
Via
Grupo B ) o Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
intragastrica
Via Oral — . . ) . )
Grupo C Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Cultura
Via Oral —
Grupo D Cultura de Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
macréfagos
Via Oral —
Grupo E Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Flebétomos
Via Oral —
Grupo F Fragmento de Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
baco
Via
intragastrica . . ) . )
Grupo G Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
(amostra
recém isolada)
Via Oral —
cultura
Grupo H Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
(amostra

recém isolada)
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5 DISCUSSAO

Diferentes espécies de mamiferos ja foram experimentalmente testadas frente
a infeccado por Leishmania spp., como ratos e hamsters, utilizando-se os mais
variados protocolos experimentais. Os ratos (Rattus sp.) se apresentaram como uma
espécie que pode ser geneticamente resistente ou suscetivel a infeccao,
dependendo da espécie do parasito e de sua subpopulagdo (cepa ou isolado).
Porém, mesmo aqueles que se mostram suscetiveis sdo capazes de controlar a
infeccdo sem a manifestag&o clinica da doenga. Desta forma, ndo sdo considerados
os melhores modelos de estudo (Barbosa Junior et al. 1987, Smelt et al. 1997,
Moreira et al. 2012).

Muitos outros modelos experimentais para o estudo das leishmanioses foram
testados ao longo dos anos, como o camundongo, que demonstrou ser sensivel ao
aparecimento de nddulo no local do inéculo e de lesées primarias frente a infecgao
por L. braziliensis. Por outro lado, ndo desenvolveram infec¢ao visceral como os
hamsters, que apresentaram os sintomas esperados na leishmaniose experimental
como esplenomegalia, hepatomegalia e, muitas vezes, evoluindo até a morte
(Coelho & Coutinho-Abath 1965, Loria-Cervera & Andrade-Narvaez 2014).

Outro modelo testado em infecgdes experimentais de Leishmania spp. € o
modelo canino, ja que os cades tem um importante papel na epidemiologia da
leishmaniose visceral, podendo desenvolver uma infeccdo sintomatica (que
geralmente evolui até a morte), assintomatica, ou mesmo desenvolver apenas
sintomas leves. Entretanto, existem poucos estudos sobre a infecgao experimental
por espécies responsaveis pela leishmaniose cutanea em céaes, sendo esta pouco
estudada e em alguns casos mal descrita. Tentativas de se reproduzir
experimentalmente essa forma da doenca em cées relataram a necessidade de um
tempo maior de incubagdo para o aparecimento das lesdes cutdneas, quando
comparado com os demais modelos, dificultando assim sua utilizagdo em pesquisas
de curto prazo (Cruz-Chan et al. 2014, Loria-Cervera & Andrade-Narvaez 2014).

A possibilidade de desenvolvimento de um modelo primata ndo humano para
o estudo de leishmaniose € sugerido para exploragao de diferentes aspectos da
doenga que ndo sao possiveis em humanos, ja que assim é possivel reproduzir
grande parte dos sintomas da doenga como ocorre no ser humano (Porrozzi et al.
2006). Porém, a utilizagdo desse modelo é limitado dentro da pesquisa devido ao
alto custo de obtencdo e manutencdo dos primatas e das questdes éticas
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envolvidas. Dessa forma sua utilizacao fica restrita a situacdes extremas onde a
questdo envolvida ndo pode ser respondida utilizando outros modelos, como por
exemplo, em estudos que atestam a seguranga de vacinas e drogas (Loria-Cervera
& Andrade-Narvaez 2014).

Dentre todos os modelos utilizados nas pesquisas experimentais, o que até
hoje é considerado o melhor e mais suscetivel modelo a uma variedade de agentes
patogénicos intracelulares, é o hamster (Mesocricetus auratus) (Tavares et al. 2009).

O modelo hamster vem sendo utilizado nas pesquisas em leishmanioses
desde o inicio do século XX e tem sido responsavel por grandes achados nessa
area, comegando pela descoberta da suscetibilidade do hamster chinés (Cricetus
auratus) a L. donovani por Young e colaboradores na China (Young et al. 1926).
Devido a dificuldade de obtencdo do hamster chinés, o Dr. Saul Adler em Jerusalém
identificou a necessidade de um modelo experimental mais acessivel e iniciou uma
colonia de hamster Sirio (Cricetus phaeus). Depois de estabelecer uma colénia em
laboratorio, o Dr. Adler enviou alguns exemplares da linhagem, que era de facil
adaptacao, para diversos paises a fim de evitar a perda da mesma. Apés um ano da
criacdo da colbdnia, os doutores Adler e Theodor introduziram o hamster M. auratus,
e todos os exemplares existentes sdo descendentes da linhagem criada em
Jerusalém (Adler 1948, 1989). Estes animais desenvolvem a maioria das alteragdes
imunopatoldgicas caracteristicas da doenga em humanos, caracterizando-se como o
modelo com melhor custo-beneficio (Nieto et al. 2011, Moreira et al. 2012). Com o
passar do tempo, o M. auratus foi sendo reconhecido como um modelo excelente
para o estudo das leishmanioses, sendo o0 modelo escolhido em diversos estudos,
em especial naqueles sobre os aspectos da relacdo parasito-hospedeiro utilizando
cepas do complexo donovani. Sua contribuicdo se deu nos mais diversos campos de
conhecimento, tais como clinica, biologia, fisiologia, imunologia, patologia,
diagnostico e terapéutica (Moreira 2012).

Atualmente sabe-se, por exemplo, que ha uma relacdo proporcional entre a
quantidade de parasitos inoculados e o tempo de apresentagdo dos sintomas
clinicos. Assim, altas doses de in6culo com formas promastigotas metaciclicas
induzem a infecgdo sintomatica, permitindo a formagdo de grupos experimentais
com gradiente de manifestagdes clinicas (Requena et al. 2000, Dea-Ayuela et al.
2007). Posteriormente, estudos apontaram uma maior suscetibilidade de hamsters
machos a infecgao por L. (V.) panamensis, com lesdes maiores, mais graves € maior

carga parasitaria nos linfonodos, quando comparados as fémeas (Travi et al. 2002).
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Desde entdo, a grande maioria dos estudos, incluindo o nosso, tem utilizado
hamsters machos como modelo experimental.

Nesse estudo utilizamos o modelo hamster (M. auratus), para testar a
capacidade de duas espécies de Leishmania (L. braziliensis e L. infantum), de
infectar um hospedeiro suscetivel através da via de transmissao oral. A escolha das
espécies se deu pela grande dispersdo das mesmas no pais e pelo fato de serem os
principais agentes etioldgicos envolvidos nas infecgdes humanas no Brasil (Tonelli et
al. 2017, Brito et al. 2018, da Costa Lima et al. 2018). Inicialmente atestamos a
viabilidade de nossa cepa (THOR) com promastigotas metaciclicas de L. braziliensis
através da inoculacdo de parasitos derivados de cultura axénica dessa cepa por via
intradérmica, o que resultou nos sintomas clinicos esperados, como a lesao cutanea
no local do in6culo seguida da positividade nos testes de isolamento em cultura,
imprint, PCR e sorologia. Contudo, nos exames histologicos n&o foi possivel o
encontro de formas amastigotas do parasito. No entanto, observamos a presencga de
infiltrado inflamatério intenso nas amostras de figado, indicativo de um processo
inflamatério comumente descrito nas infecgcbes por Leishmania spp. Esses
resultados confirmaram a infectividade da cepa e sua capacidade de infectar um
hospedeiro susceptivel (Gamboa et al. 2008, Teixeira et al. 2014).

Os principais 6rgédos de escolha tanto em estudos experimentais com
Leishmania sp., quanto no proprio diagnodstico da infecgdo em humanos, sao o bago,
o figado, a pele e medula 6ssea (quando possivel), dependendo da suspeita clinica
e da espécie do parasito envolvido. Estes também foram nossos tecidos de escolha
para o diagnéstico (com excecdo da medula 6ssea), que foi realizado tanto em
ensaios de biologia molecular, quanto na tentativa de isolamento em culturas, uma
vez que ambas as técnicas sado bastante utilizadas nos estudos experimentais para
diagnostico das infecgbes (Gomes-Silva et al. 2013).

A nossa hipotese de trabalho, sobre formas alternativas para infecgédo por
Leishmania sp. em mamiferos, péde ser respondida logo no segundo grupo
experimental, através da inoculagdo de material de cultura axénica de L. braziliensis
por via intragastrica. Os resultados que obtivemos deste grupo experimental
demonstram que um isolado de cultura, contendo formas promastigotas metaciclicas
de L. braziliensis é capaz de infectar um hospedeiro mamifero quando administrada
através da via intragastrica. Esta € a primeira vez que a via de transmisséo
intragastrica para uma espécie de Leishmania é comprovada. Antes disso, alguns

trabalhos ja haviam sugerido a potencialidade desta via de infecgdo, em especial em
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estudos envolvendo caes. Nestes trabalhos, a hipotese dos autores foi que a
transmissao havia ocorrido por conta de brigas, dada a presenca de lesdes de pele e
contato com mucosa oral de outro cdo, ou através da ingestdo de carrapatos que
haviam acabado de se alimentar de sangue contaminado com o parasito. Em todos
estes casos, a infecgdo canina ocorreu sem a presencga de vetores comprovados do
parasito na area e apos todas as demais vias de transmissao ja comprovadas
(transplacentaria, transfusao e sexual) terem sido descartadas (Zanatta Coutinho et
al. 2005, Karkamo et al. 2014, Daval et al. 2016, Naucke et al. 2016).

Diferentemente do observado na infecgdo por via intragastrica, os animais
infectados experimentalmente por via oral, com a mesma cultura axénica,
aparentemente ndo se infectaram, como observado pelos resultados negativos em
todas as analises realizadas. No entanto, nos dois animais do grupo, ocorreram
lesbes de pele na altura do estbmago cerca de um més apds a infecgao
experimental, sugerindo uma relagcdo entre a infecgcdo experimental e as lesdes,
visto que os animais estavam sadios antes da infeccdo e nenhuma les&o foi
observada nos hamsters de mesma idade do grupo controle e dos demais grupos
experimentais. Diante da hipotese de serem estas lesdes decorrentes de infecgao
por Leishmania spp., 0os animais foram eutanasiados para o diagnéstico da infecgao,
mas, surpreendentemente, foram negativos em todos os testes realizados. Diante
disso, e pelo pouco tempo de acompanhamento deste grupo, outros dois hamsters
foram experimentalmente inoculados da mesma forma, numa repeticdo deste grupo
experimental. Mais uma vez, cerca de um més apds o indculo, os dois animais
apresentaram as mesmas lesdes de pele descritas nos outros dois hamsters. Desta
vez, realizamos uma bidpsia apenas no local da leséo (por histologia e PCR), mas
os resultados foram negativos e nenhuma alteragdo tissular foi observada.
Mantivemos os dois hamsters nas mesmas condi¢gdes por mais 3 meses, sendo que
as lesdes nao progrediram, mas tampouco se resolveram ou cicatrizaram, mantendo
a mesma aparéncia até o final do acompanhamento do experimento.

Estas lesbes n&o sdo exatamente patognomoénicas da infecgdo por L.
braziliensis, mas descamacao de pele e processo inflamatdrio como observado nos
4 hamsters s&o alguns dos sintomas descritos em lesdes cutdneas humanas e
caninas. Estas lesbes iniciavam-se sempre no ventre, na altura do estbmago,
reforcando nossa hipétese de relacdo causal entre a infeccdo oral e as lesdes
observadas, o que acabou ndo se confirmando na necropsia e nos testes

diagnosticos. Na forma mais comum de leishmaniose tegumentar, através da
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inoculacdo dos parasitos e da saliva do flebétomo apdés a picada do vetor, os
parasitos permanecem na pele e formam lesdes nodulares ou papulares que podem
progredir para ulceras bem delimitadas com bordas levantadas, geralmente no local
da picada do flebotomo ou do indculo experimental. Estas lesdes cicatrizam
lentamente, s&o indolores e podem se auto-curar sem tratamento, entretanto pode
levar varios meses e deixar cicatrizes desfigurantes (Pearson & De Queiroz Sousa
1996). Na infecgdo por via oral, ndo esperavamos encontrar lesbes como essas e
nem nenhum tipo de alteragcdo cutdnea. Apesar da negatividade nos testes
diagndsticos, ndo podemos deixar de ressaltar o fato do mesmo tipo de lesao ter
ocorrido nos 4 animais, no ventre na altura do estbmago, e apenas nos animais
infectados experimentalmente por via oral com L. braziliensis. Porque estas lesdes
apareceram apenas nestes 4 animais, e em mais nenhum dos outros 32 hamsters
acompanhados, ndo infectados ou infectados por outra espécie de Leishmania e/ou
outra vias de infeccdo € uma pergunta que n&o sabemos responder.

Dois fatores podem ter influenciado no insucesso da infecgdo experimental
por via oral utilizando material de cultura axénica, ou ao menos na baixa carga
parasitaria final que resultou na negatividade dos testes diagndsticos realizados
(pelo menos quando comparados aos animais que se infectaram por via
intragastrica). Primeiro, a saliva do hospedeiro pode apresentar um papel
fundamental no combate a determinados antigenos como ja foi demonstrado para
outros parasitos (Slomiany et al. 1996, Asoh et al. 2014). Ha a possibilidade de que
os mecanismos de defesa presentes na saliva do hamster tenham conseguido
eliminar a infecgdo. Apesar do pouco contato entre saliva e cultura de parasitos na
boca dos animais, visto que o mesmo rapidamente engoliu o inoculo, a agao
protetora da saliva ja foi demonstrada em Leptospira sp. apds a infec¢ao
experimental realizada da mesma forma que no presente estudo. Além disso, a
presencga (e, portanto, acdo) da saliva ndo se restringe apenas a cavidade oral e
esta presente também em outras partes do trato gastrico até o estdbmago. Ainda que
a saliva do hamster tenha tido uma acao protetora contra o estabelecimento da
infeccdo ou pelo menos na redugdo da carga parasitaria a niveis ndo detectaveis
nos exames diagnodsticos realizados, isso ndo exclui totalmente a possibilidade de
que essa forma de transmisséo seja viavel em outros mamiferos, uma vez que esses
mecanismos de defesa presentes na saliva podem variar de acordo com a espécie
de mamifero envolvida, como ja observado na comparagao entre as propriedades da
saliva de hamsters e humanos, por exemplo (Asoh et al. 2014). Um segundo fator
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possivelmente envolvido no processo da infeccdo que nunca pode ser descartado
em modelos experimentais outbred e nao germ free é a presenga de outro parasito
ja instalado no organismo dos hamsters utilizados em nosso estudo, antes da
inoculacdo, sendo esta prévia infeccado a responsavel pelas lesdes descritas no
abdomen dos animais. A competicdo por nutrientes ou mesmo um desequilibrio
imunologico causado por este possivel parasito pré-existente poderia inibir a
multiplicacdo de Leishmania sp. e impedir o estabelecimento da infeccdo por L.
braziliensis. A infecgéo por L. braziliensis pode também ter influenciado na infecgéo
prévia dos animais, resultando na sintomatologia observada, o que ndo ocorreu em
outros grupos experimentais e nos grupos controle. Sdo varios os trabalhos
comprovando que co-infecgdes resultam em respostas diferenciadas no organismo
do hospedeiro envolvido, em comparacdo aquelas infecgdes pelos mesmos
organismos ocorrendo isoladamente (Van den Bogaart et al. 2014).

Alguns animais foram alimentados com fleb6tomos que haviam se alimentado
diretamente da lesdo cutdanea de onde isolamos L. braziliensis. Estes animais
aparentemente ndo se infectaram, ou seja, ndo apresentaram nenhuma alteragéo
clinica visivel e apresentaram resultados negativos em todas as anadlises realizadas.
A escolha da espécie Lutzomyia longipalpis, nao associada a transmissédo de L.
braziliensis na natureza, se deve ao fato dessa ser uma espécie disseminada de
vetor, com alta capacidade de adaptacao a diversos ambientes e hospedeiros, além
da elevada suscetibilidade a diferentes espécies de Leishmania (Da Silva et al.
1990, Salomén et al. 2015). De fato, L. longipalpis é considerada um vetor
permissivo para Leishmania spp. O numero de flebétomos utilizado neste trabalho,
aparentemente baixo em comparagdao com outros estudos de infeccdo em
fleb6tomos (Fonteles et al. 2016, Falcao de Oliveira et al. 2017), nao foi tdo pequeno
considerando que apenas a pata lesionada estava exposta aos vetores, diminuindo
muito a area de pele do animal em que os fleb6tomos tinham acesso. Ainda assim,
apenas 6 fémeas se alimentaram e sobreviveram ao periodo de incubacio. Diante
deste baixo numero, optamos por oferecer todos eles para alimentar os hamsters (3
vetores para cada hospedeiro), ndo sendo possivel a realizagdo de exame direto ou
PCR de uma amostragem dos flebétomos que se alimentaram para confirmag¢ao do
estabelecimento da infeccao.

Diante desta impossibilidade de avaliar se os parasitos haviam infectado os
flebétomos, antes de utilizar os insetos para a alimentacdo dos hamsters, nao

podemos deixar de considerar a possibilidade de que esses flebotomos néo
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estivessem infectados ou ao menos, ndo com uma quantidade de parasitos
suficiente, para transmitir os mesmos de forma eficaz através de sua ingestao pelos
hamsters. Assim, apesar de nao termos obtido sucesso no presente estudo
utilizando esta via, também nao podemos descarta-la como uma possivel via de
infecgao na natureza.

Outros grupos experimentais de L. braziliensis foram inoculados com
fragmento de lesdo dérmica e fragmento de bago contendo lesbes macroscopicas da
infeccdo, com posterior confirmacédo nos testes diagndsticos, inclusive isolamento
dos parasitos. Estas vias de infecgao foram concebidas na tentativa de reproduzir o
que pode acontecer na natureza, em um momento de predagdo de um animal
infectado por outro suscetivel, onde um predador mamifero de grande/médio porte
se alimenta de outro mamifero menor infectado com Leishmania sp. As analises
realizadas para esse grupo foram negativas, sem que observassemos nenhum sinal
de infecgao por Leishmania sp. Sabe-se que as formas amastigotas de Leishmania
sp. formam ninhos nos tecidos do hospedeiro, os quais ndo sdo homogeneamente
distribuidos entre os tecidos e nem mesmo dentro de um mesmo tecido. Assim, é
comum e esperado que dentro de um mesmo tecido, tenham fragmentos que
contenham muitos parasitos e outros com pouca quantidade ou até sem nenhum
ninho de amastigota (Doehl et al. 2017). Nestes casos, é possivel que dois
fragmentos de um mesmo tecido tenham resultados diferentes, positivo e negativo,
como ja foi observado em 30% dos tecidos avaliados durante a infeccao
experimental de duas espécies de roedores silvestres do género Thrichomys (Roque
et al. 2010). Apesar da negatividade observada em todos os exames realizados, n&o
podemos descartar a hipétese de apenas uma infecgdo com baixa carga parasitaria
tenha se estabelecido e assim, ndo tenhamos tido acesso aqueles fragmentos que
continham os parasitos. Ou mesmo que o numero de amastigotas presentes nesses
fragmentos ndo tenha sido o suficiente para o estabelecimento e desenvolvimento
dos parasitos no hamster (Alexander & Russell 1992).

Essa possibilidade de transmissao, através da ingestdo de tecido infectado
com formas amastigotas, ainda ndo pode ser descartada, uma vez que na natureza
o predador certamente ingere uma grande quantidade de tecido durante sua
alimentagcdo, e ndo apenas pequenos fragmentos. Estudos apontam que as
infeccbes por Leishmania spp. na natureza abrangem desde espécies descritas
como pequenos mamiferos (potenciais presas) como espécies de carnivoros (ou

mesmo espeécies onivoras) que se alimentam dessas presas (Roque & Jansen
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2014). Dessa forma as chances do hamster se infectar seriam maiores se todo o
orgao infectado (bago com les&o, por exemplo) tivesse sido ingerido.

Na tentativa de garantir a inoculagdo de formas amastigotas dentro de
macrofagos, um grupo experimental foi inoculado com uma suspensdo de
macrofagos murinos infectados in vitro com L. braziliensis. Estes animais, no
entanto, também n&o apresentaram resultados positivos apds o tempo de incubagao
em nenhuma das analises realizadas. A porcentagem de macrofagos infectados
(32%) e a carga parasitaria intracelular obtida (1,75) foram menores do que o
esperado de acordo com trabalhos ja realizados na area, sendo em média 60% de
macrofagos infectados e 3 a 5 amastigotas por célula (Machado 2014). Em todo
caso, aumentamos o volume do in6culo, e o numero de células, de modo que cerca
de 10° parasitos foram oferecidos dentro de macréfagos para cada um dos dois
hamsters, o que representa uma carga muito maior do que a inoculada por um
flebotomo durante um repasto sanguineo, que é cerca de 102 parasitos. A menor
carga parasitaria nesta infecgdo experimental, comparada a carga de 10° dos
demais grupos experimentais, pode ter influenciado numa menor probabilidade de
infecgao, principalmente por se tratar de uma via de transmissao oral que naquele
momento estava sendo testada de forma inédita.

Para os hamsters infectados com L. infantum por via intraperitoneal, os quais
serviriam de grupo controle para as tentativas de infecgao oral, foram necessarias
duas tentativas de infeccdo, em momentos diferentes. Uma vez que os sintomas
clinicos da leishmaniose visceral se manifestam geralmente no periodo de 2 a 6
meses (Murray et al. 2005), estipulamos o prazo maximo de 6 meses de incubagao
para esses animais, maximizando assim nossa chance de sucessO no
desenvolvimento da infecgao e, consequentemente, em sua deteccgao.

Sabe-se que entre os principais sintomas clinicos da LV estdo a
esplenomegalia, anemia, perda de peso, alopecia, ceratoconjutivite e paresia dos
membros posteriores (Requena et al. 2000, Brasil 2014). Nenhum destes sintomas
foi observado nos hamsters durante a primeira tentativa de infeccdo experimental.
Desta forma, ainda antes de obtermos os resultados dos testes diagnodsticos deste
primeiro grupo, que posteriormente confirmaria que os dois hamsters se infectaram,
optamos por repetir esse grupo experimental. De fato, a infecgdo resultante nos 2
hamsters do primeiro grupo experimental foi bastante amena de modo que nao foi
confirmada através dos testes de cultura, imprint, sorologia e histologia. A infecgao

em ambos os hamsters apenas pdde ser confirmada através do teste diagnostico
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com maior sensibilidade (PCR), que conseguiu detectar a presenga do parasito em
fragmentos de pele integra, baco e figado. Os animais utilizados na segunda
tentativa foram inoculados seguindo o mesmo padrao do primeiro grupo e também
ficaram incubados por 6 meses, durante os quais também nao apresentaram os
sintomas clinicos esperados em um modelo experimental tdo susceptivel. A infecgao
nos dois hamsters deste grupo foi confirmada através dos resultados positivos na
sorologia, PCR e isolamento de parasitos em cultura de bago, atestando a
capacidade infectiva (porém baixa) do isolado de L. infantum utilizado nas infec¢des
experimentais dos demais grupos. A presenga de infiltrado inflamatério nas amostras
de figado, mesmo sem a observagdo de formas amastigotas, também €& um
indicador da presenca de infecgao, provavelmente causada por Leishmania spp.

Diferentemente do observado na infeccdo experimental por L. braziliensis, 0os
animais inoculados com L. infantum por via oral ou por via intragastrica n&o
apresentaram nenhum sintoma clinico e foram negativos em todas as analises
realizadas, sugerindo que o0s mesmos ndo se infectaram. Estes resultados
demonstram que os mecanismos de transmissdo/infeccdo de L. infanfum e L.
braziliensis por via oral e via intragastrica podem ser diferentes. Diferentes espécies
de Leishmania podem apresentar respostas diferentes ao sistema imune de cada
hospedeiro, se adaptando de maneiras diferentes. Essas formas de adaptacédo do
parasito podem influenciar diretamente no estabelecimento ou n&do da infeccédo e na
eficacia de cada via de transmissao (Falcao et al. 2016).

Certamente, o isolado que tinhamos para utilizar nas infeccdes experimentais,
apesar de ter sido isolado de outro hamster e congelado com poucas passagens,
nao se mostrou muito infectivo, visto que resultou apenas em uma branda infeccéo
nos hamsters inoculados pela via classica experimental (intraperitoneal) (Moreira et
al. 2016), nao resultando em doenca clinica nos mesmos. Lembrando que o modelo
hamster € aquele mais susceptivel a infeccdo experimental por L. infantum, e as
infecgdes neste modelo quase sempre resultam em uma doenca fatal e com elevada
carga parasitaria. Diante desta situagdo, uma terceira tentativa de se infectar
oralmente hamsters com L. infantum foi realizada com um novo isolado da mesma
cepa, recém isolados e gentilmente doados pela Dra. Patricia Cuervo Escobar, do
Laboratério de Pesquisa em Leishmanioses do |IOC. Dois grupos experimentais
foram criados para isso, mas todas as analises foram negativas.

Os grupos experimentais inoculados com fleb6tomos que se alimentaram em

hamsters supostamente infectados e os alimentados com fragmentos de bacgo
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também de hamsters supostamente infectados apresentaram resultados negativos
nas analises realizadas (cultura, imprint, PCR, histologia e sorologia). A chance de
se observar sucesso nestes dois grupos experimentais, era maior nos animais que
se alimentaram com flebétomos, uma vez que os animais que serviram de fonte de
infeccdo dos flebétomos estavam comprovadamente infectados. Os fragmentos de
baco utilizados para alimentar o outro grupo de hamsters foram derivados de
hamsters nos quais ndo foi possivel confirmar a infecgdo através dos testes
diagndsticos realizados.

O sucesso na infeccdo experimental intragastrica por L. braziliensis em
hamsters observada no presente estudo, mostra que a infecgcdo por esta via é
possivel em mamiferos e estimula a realizacdo de novos experimentos na tentativa
de comprovar que esta infeccdo também pode ocorrer utilizando-se outras fontes de
infeccdo, seja por via intragastrica ou oral e com outras espécies de Leishmania,
principalmente se utilizarmos um tempo de incubagdo maior, um maior numero de
animais e isolados com alto percentual de formas promastigotas metaciclicas
infectivas.

Conhecer todas as possiveis vias de transmissdo de um parasito é de
fundamental importancia para compreender sua relagdo com o meio ambiente,
vetores e hospedeiros e, dessa forma, propor efetivas estratégias de prevengao e
controle. Nosso trabalho aponta uma nova forma possivel de infecgdo por L.
braziliensis e ressalta a importancia de estudos mais aprofundados e detalhados
sobre a transmissao oral das espécies de leishmania como uma fonte importante de

propagacéao desse parasito.
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6 PERSPECTIVAS

Nossos resultados nos estimulam a manter a mesma linha de pesquisa,
dando continuidade as tentativas de comprovar novas formas de infecgdo em
hamsters, através das vias intragastrica e oral com promastigotas metaciclicas.
Pretendemos, repetir as inoculagbes com culturas mais ricas dessas promastigotas,
com maior capacidade infectiva, repetindo alguns dos grupos experimentais testados
e aumentando a quantidade de hamsters utilizados.

Pretendemos ainda, uma colaboragdo com outro grupo de pesquisa, para que
possamos utilizar parasitos infectivos marcados com fluoresceina, na tentativa de
acompanhar a cinética da infecgdo experimental, tanto nas vias tradicionais

(intraperitoneal e intradérmica), quanto na via oral.
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7 CONCLUSOES

1. Formas promastigotas de Leishmania braziliensis sdo capazes de infectar

hamsters M. auratus quando administradas por via intragastrica;

2. Os testes diagnosticos de PCR multiplex e sorologia demonstraram ter igual
sensibilidade no diagnodstico de infecgdo por Leishmania sp. nos grupos

experimentais analisados;

3. A inoculag&o por via oral com cultura axénica de L. braziliensis resultou em

alteracdes dérmicas que precisam ser melhor exploradas;
4. A via de transmisséo intragastrica descrita de forma inédita nesse trabalho

deve ser considerada como uma das possiveis formas alternativas de

transmissao de Leishmania sp.
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