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RESUMO

As leishmanioses sdo doencas causadas por mais de 20 espécies de
parasitos do género Leishmania. Mais de 1 bilh&o de pessoas estdo sob risco de
contrair essa infec¢cdo nos 89 paises onde ela ocorre. Apesar disso, os tratamentos
disponiveis ainda sdo precarios, com eficacia variada, graves efeitos colaterais e de
dificil administracdo. Sendo assim, a busca por novos farmacos no tratamento das
leishmanioses € necessaria. Nesse contexto, os fungos endofiticos representam
uma fonte promissora de compostos naturais de interesse biotecnoldgico. O objetivo
deste estudo foi avaliar a citotoxicidade de quatro fungos endofiticos do género
Diaporthe (D. oxe, D. malorum, D. foliar e D. terebinthifolli), isolados de Schinus
terebinthifolius (Aroeira-vermelha). Os fungos foram cultivados por 14 dias em meio
extrato de malte liquido para a producéo de extratos de acetato de etila. Os extratos
tiveram sua toxicidade testada contra macrofagos murinos da linhagem RAW 264.7
e contra promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania
(Leishmania) infantum por meio de bioensaios in vitro. A espécie D. foliar produziu o
extrato com maior agcdo contra L. braziliensis (ICso = 34,15 ug/mL), porém néo
possuiu acdo contra promastigotas de L. infantum e foi o extrato mais toxico para as
células de mamifero (ICso = 11,62 pg/mL). Os demais extratos ndo demonstraram
atividade leishmanicida. Os resultados obtidos nesse trabalho sdo preliminares,
porém elucidam as caracteristicas citotoxicas de D. foliar e, possivelmente de D.
malorum e indicam a existéncia de compostos de atividade biol6gica sobre
macrofagos e L. braziliensis.

Palavras-chave: Leishmaniose. Endofiticos. Diaporthe. L. braziliensis. L. infantum.

Bioprospeccéo.



ABSTRACT

The leishmaniasis are diseases caused by more than 20 species of parasites of
Leishmania genus. More than 1 billion people are currently at risk of infection in the
89 countries it occurs. Nevertheless, the treatments available are still limited, with
variable efficacy, severe side effects and of complicated administration. Thus, the
search for new drugs efficient in the treatment of leishmaniasis are urgently needed.
In this context, endophytic fungi represent a promising source of natural compounds
of biotechnological interest. The aim of this study was to evaluate the cytotoxicity of
four entophytic fungi belonging to genus Diaporthe (D. oxe, D. malorum, D. foliar e D.
terebinthifolli), isolated from Schinus terebinthifolius (Aroeira-vermelha). The fungi
were cultivated for 14 days in malt extract liquid medium for the production of the
ethyl acetate extracts. The extracts had their toxicity tested in vitro against murine
macrophages of the RAW 264.7 cell line and against Leishmania (Viannia)
braziliensis and Leishmania (Leishmania) infantum promastigotes. D. foliar produced
the extract with the higher activity against L. braziliensis (ICso = 34.15 pg/mL),
however it have not shown activity against L. infantum promastigotes and had the
highest toxicity against the mammalian cells (IC50 = 11.62 pg/mL). The other
extracts have not shown leishmanicidal activity. The results found in this study are
preliminary; however, it elucidates the cytotoxic characteristics of D. foliar and,
possibly of D. malorum, and indicate the existence of compounds with biological
activity on macrophages and L. braziliensis.

Key-words: Leishmaniasis. Endophytes. Diaporthe. L braziliensis. L infantum.

Bioprospecting.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas causadas por mais de 20 espécies de
parasitos do género Leishmania. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude,
mais de 1 bilhdo de pessoas estdo sob risco de contrair as doencas nos 89 paises
onde ela ocorre (WHO, 2016).

Existem duas principais formas da doenca, a leishmaniose cutanea (LC) e a
leishmaniose visceral (LV). A forma cutanea é a mais comum, acometendo entre 700
mil e 1,2 milh&o de pessoas no mundo, causa feridas indolores no local da picada do
vetor. Ja a forma visceral € menos comum, porém mais grave, levando a morte na
maioria dos casos quando nao tratada. Acomete entre 200 mil e 400 mil pessoas por
ano e é responsavel por causar entre 20.000 e 40.000 mortes (ALVAR et al., 2012).

O Brasil possui uma média anual de 26.965 casos de LC, com média de
15,7 casos a cada 100.000 habitantes, sendo Leishmania braziliensis a espécie
responsavel pela maioria dos casos (MELO; ROSSONI; TEODORO, 2017). Para a
LV, a média anual de casos é de 3.418, com média de 1,8 casos a cada 100.000
habitantes (DOS REIS et al., 2017), Leishmania infantum € a Unica causadora de LV
nas Américas (READY, 2014).

Tanto para LC, quanto para a LV houve uma expansdo da distribuicdo
geografica e aumento no nimero de casos nas Ultimas décadas. Atualmente o Brasil
€ 0 Unico pais com incidéncia alta tanto de leishmaniose cutanea, quanto de
leishmaniose visceral (WHO, 2016).

As leishmanioses sdo consideradas doencas tropicais negligenciadas, uma
vez que estdo relacionadas as areas empobrecidas e possuem pouco investimento e
interesse publico e privado na pesquisa e desenvolvimento de vacinas, tratamentos
e prevencao.

Ainda néo héa vacinas utilizadas na prevencédo da doenca e as drogas de
primeira linha utilizadas atualmente no tratamento possuem alta toxicidade,
requerem administracdo por um longo periodo e geralmente por via parenteral com
acompanhamento médico (SILVA et al.,, 2017). Em algumas regibes a eficacia
desses farmacos € bastante reduzida devido a linhagens de parasitos resistentes
(KATO et al.,, 2014). Outros medicamentos de facil administragdo com efeitos
colaterais mais ténues e alta eficacia, como a miltefosina, e a anfotericina B

lipossomal, ainda tem seu uso limitado devido ao seu alto custo (SUNDAR, 2001).



Novos compostos, efetivos no tratamento das leishmanioses e acessiveis as
populacfes das areas endémicas, sdo urgentemente necessarios.

Os fungos endofiticos, especialmente os presentes em plantas com
propriedades medicinais, representam uma grande fonte de compostos de interesse
farmacéutico e biotecnologico, como antibidticos, antifungicos e antiprotozoarios
(KUMAR; CHANDRA; CHOUDHARY, 2017). As metodologias utilizadas na
bioprospeccéo de extratos e compostos produzidos por esses microrganismos vem
se aprimorando cada vez mais e possibilitando a descoberta de produtos naturais
promissores (PETERSEN; AMSTUTZ, 2013).

Neste trabalho, os extratos de quatro espécies do género Diaporthe foram
avaliados com objetivo de detectar possiveis compostos com acéo leishmanicida. Os
fungos endofiticos foram isolados de Schinus terebinthifolius (Anacardiaceae),
conhecida como aroeira- vermelha. A espécie S. terebinthifolius é utilizada na
medicina popular como antitérmica, analgésica, depurativa e no tratamento de
doencas do sistema urogenital. Por outro lado, a literatura cientifica relata que essa
planta apresenta atividade antimicrobiana, anti-inflamatdria, e antiulcerogénica
(CARVALHO et al., 2013).

Os fungos do género Diaporthe (Phomopsis) (Ascomycota: Diaporthales)
sdo amplamente distribuidos e podem ser encontrados como sapréfagos,
patogénicos e endofiticos (THOMPSON et al., 2011). Como endofitico, Diaporthe
estd entre os géneros mais comumente encontrados em uma grande variedade de
plantas e possui grande potencial na producdo de metabdlitos de interesse
farmacéutico, incluindo compostos com atividade antiprotozoarios (YAN et al., 2018;
GOMES et al., 2013; TANNEY et al., 2016).



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acédo dos extratos de Diaporthe spp. em células de mamifero e

Leishmania spp.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a viabilidade e/ou citotoxicidadede em macréfagos da linhagem RAW
264.7 expostos aos extratos de Diaporthe oxe, Diaporthe malorum, Diaporthe foliar e
Diaporthe terebinthifolii nas concentracdes de 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,625 e
7,8125 pg/mL.

Avaliar a viabilidade e/ou citotoxicidadede em promastigotas de Leishmania
(Viannia) braziliensis exposto aos extratos de Diaporthe oxe, Diaporthe malorum,
Diaporthe foliar e Diaporthe terebinthifolii nas concentracdes de 500, 250, 125, 62,5,
31,25, 15,625 e 7,8125 ug/mL.

Avaliar a viabilidade e/ou citotoxicidadede em promastigotas de Leishmania
(Leishmania) infantum exposto aos extratos de Diaporthe oxe, Diaporthe malorum,
Diaporthe foliar e Diaporthe terebinthifolii nas concentracfes de 500, 250, 125, 62,5,
31,25, 15,625 e 7,8125 ug/mL.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 EPIDEMIOLOGIA E DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

As leishmanioses sdo doencas causadas por mais de 20 espécies de
parasitos do género Leishmania. Sdo parasitos intracelulares de ciclo heteroxénico,
com um hospedeiro vertebrado e um hospedeiro invertebrado (vetor), da subfamilia
Phlebotominae (Diptera: Psychodidae), cujas fémeas transmitem o0s parasitos
durante o repasto sanguineo. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude,
mais de 1 bilhdo de pessoas estdo sob risco de contrair a doenca nos 89 paises
onde ela ocorre (WHO, 2016).

Acredita-se que o0s casos de leishmaniose sao subdiagnosticados e
subnotificados em todo o globo devido principalmente aos casos subclinicos
(assintomaticos ou oligossintomaticos) e a sua relacdo com populacdes mais pobres,
onde a infraestrutura para diagnostico e o acesso a agentes de saude séo precérios
e escassos. Esses fatores, juntamente com 0s casos que aparecem em hospitais
privados ou ndo governamentais, dificultam a obtencéo de nimeros precisos sobre a
incidéncia das leishmanioses (KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015; EJAZI; ALI,
2013).

Existem duas principais formas da doencga, a leishmaniose cutanea ou
tegumentar (LC ou LT) e a leishmaniose visceral (LV). A leishmaniose cutanea é a
forma mais comum, acometendo entre 700 mil e 1,2 milhdo de pessoas no mundo.
Causa feridas indolores no local da picada do vetor, séao feridas de textura granulosa
e bordas elevadas, que podem levar a infeccbes secundarias e estigmatizacao
social (WHO, 2016).

As manifestacdes clinicas da doenca dependem diretamente da espécie do
parasito e do sistema imune do hospedeiro. De acordo com esses fatores, pacientes
infectados podem passar anos sem apresentar sinais e sintomas ou desenvolver
variacdes mais graves das doencgas. A leishmaniose cutanea, além de causar feridas
dérmicas, pode evoluir para as formas de Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD), com
presenca de multiplos nodulos ulcerados ou néo, e a forma Mucocutanea (LM), que
causa lesbes nas mucosas das vias aéreas superiores, podendo causar
desfiguracdo (TORRES-GUERRERO et al., 2017).
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A LC ocorre no Novo Mundo desde o sul do Texas, até a América do Sul,
com excecdo de Chile e Uruguai, porém os casos se concentram principalmente na
bacia Amazonica e outras areas de floresta umida das Américas do Sul e Central. Ja
no Velho mundo, ocorre na bacia do Mediterraneo, Oriente Médio, Asia e Africa
Central (FIGURA 1) (PIGOTT et al., 2014). Mais de 70% dos casos ocorrem em 10
paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica, Etiopia, Ird, Peru, Siria e
Suddo. Nos 12 paises considerados de alta incidéncia de LC, 399 milhdes de

pessoas correm risco de contrair a doenca.

FIGURA 1 - RISCO PREVISTO PARA LEISHMANIOSE CUTANEA. DA COR VERDE (BAIXA
PROBABILIDADE DE OCORRENCIA) ATE ROXO (ALTA PROBABILIDADE DE OCORRENCIA).

FONTE: Adaptado de PIGOTT et al. (2014).

A forma visceral, também conhecida como calazar, € menos comum, porém
€ a forma mais grave, levando a morte na maioria dos casos quando nao tratada.
Acomete entre 200 mil e 400 mil pessoas por ano e é responsavel por causar entre
20.000 e 40.000 mortes, os sintomas relacionados séo: febre, tosse, diarreia, mal-
estar e hepatoesplenomegalia (ALVAR et al., 2012).

Estima-se que 90% dos casos de LV ocorram em 6 paises: Bangladesh,
Brasil, Etiopia, india, Suddo e Sud&o do Sul, havendo em torno de 556 milhdes de
pessoas em risco nos 14 paises considerados de alta incidéncia pela OMS (WHO,
2016).

No Velho Mundo, a LV ocorre na bacia do mediterraneo, China central, india,

Oriente Médio e no Chifre da Africa. No Novo Mundo ocorre principalmente na costa
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do nordeste brasileiro, com focos esporadicos distribuidos pelo resto da América do
Sul e Central (FIGURA 2) (PIGOTT et al., 2014).

A Leishmaniose Dérmica PoOs-Calazar (LDPC), € uma complicacdo da
leishmaniose visceral que causa erupc¢des cutaneas nodulares ou papulares em
pacientes ja recuperados da LV (ZIJLSTRA et al., 2003). Ocorre principalmente no
leste africano, onde cerca de 50-60% dos casos de LV devidamente tratados
evoluem para LDPC em pacientes sudaneses. No subcontinente indiano ocorre apos
cerca de 10-20% dos casos de LV (SINGH; SHARMA; MISHRA, 2011).

FIGURA 2 - RISCO PREVISTO PARA LEISHMANIOSE VISCERAL. DA COR VERDE (BAIXA
PROBABILIDADE DE OCORRENCIA) ATE ROXO (ALTA PROBABILIDADE DE OCORRENCIA).

? . 7

FONTE: Adaptado de PIGOTT et al. (2014).

O Brasil possui uma média anual de 26.965 casos de LC, com média de
15,7 casos a cada 100.000 habitantes (MELO; ROSSONI; TEODORO, 2017). Para a
LV, o Brasil concentra mais de 90% dos casos das Américas, sendo a meédia anual
de casos de 3.418, com média de 1,8 casos a cada 100.000 habitantes (DOS REIS
et al., 2017). O Brasil é o0 Unico pais com alta incidéncia tanto de leishmaniose
cutanea, quanto de leishmaniose visceral (WHO, 2016). Tanto para LC, quanto para
a LV houve uma expansédo da distribuicdo geografica e aumento no numero de
casos nas ultimas décadas (WERNECK, 2014; DOS REIS et al.; MELO; ROSSONI;
TEODORO, 2017; BEZERRA et al., 2018).

A transmissdo da leishmaniose pode ocorrer em ciclos zoonéticos,
antropongéticos ou antropozoonéticos. No Novo Mundo, a LC recebe o nome de

Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e esta ligada aos ciclos silvestres e
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zoonoticos da doenca. Preguicas, roedores, marsupiais e canideos silvestres sao
incriminados como 0s principais reservatorias. Animais sinantropicos (roedores) e
domésticos (caes, gatos, equinos) também sdo acometidos pela doenca, mas seu
papel na manutencdo dos parasitos como reservatorio ainda € incerta (BRASIL,
2016). Ainda no Novo Mundo, a LV é causada por Leishmania (Leishmania)
infantum e vem expandindo suas areas de ocorréncia e se aproximando cada vez
mais de centros urbanos, sendo os cdes domésticos 0s principais reservatorios
(WERNECK, 2014). No Brasil a eutanasia de cdes com diagndstico positivo é
recomendada como forma de controle da doenca (BRASIL, 2006).

No velho mundo, a principal espécie causadora de LV €& Leishmania
(Leishmania) donovani e as transmissdes ocorrem principalmente em areas
peridomiciliares e em ciclos antroponéticos. Os  ciclos da LC sdo tanto
antroponoticos, nas regides de ocorréncia de Leishmania (Leishmania) tropica,
guanto antropozoonaticos, com L. (L) major e L. (L) aethiopica como as principais
espécies (DU et al., 2016).

A ocorréncia das leishmanioses tem aumentado globalmente nas ultimas
décadas e diversos fatores estdo relacionados com a incidéncia, distribuicdo e o seu
recente aumento (BEZERRA et al., 2018).

A pobreza se destaca como um fator determinante no risco destas infecgdes.
Condicdes precarias de moradia e sanitarias, como auséncia de gestédo de residuos
e saneamento, atraem e favorecem a procriacdo dos flebotomineos. A falta de
escolaridade e acesso a servicos médicos, ma nutricdo e constante exposicao aos
vetores nos ambientes de residéncia e trabalho também aumentam os riscos de
contrair essa doenca. Por essas razdes, a leishmaniose e a pobreza acabam
compondo um ciclo vicioso. A doenca causa morbidade prolongada, estigma social,
evasao escolar, dificuldades no trabalho e até mesmo a morte, no caso da LV. Em
criangas pode prejudicar o desenvolvimento cognitivo e a educagédo, fatores que
contribuem para o empobrecimento e, consequentemente, a maior exposicdo a
doenca (ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006; ROSA et al., 2011).

O desmatamento também é apontado como um fator relacionado as
leishmanioses. A substituicdo das florestas por plantagcdes ou moradias levam as
pessoas a habitarem locais préximos ao ambiente natural dos flebotomineos e

reservatorios. Caes e outros animais domésticos atraem o0s vetores para perto das
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residéncias e o ciclo da doenca torna-se periurbano ou doméstico (ORYAN;
AKBARI, 2016).

O aumento dos casos de leishmaniose e a expansao da doenca para areas
nao endémicas possuem relacdo com a globalizacdo, o aquecimento global e
guerras e conflitos. O aquecimento global permite a expanséo da area de ocorréncia
dos vetores, possibilitando a presenca da doenca em areas antes ndo endémicas.
Também houve um aumento do niumero de casos em viajantes voltando de regides
tropicais e subtropicais, seja por viagens internacionais a turismo ou excursdes
militares (ORYAN; AKBARI, 2016; PAVLI; MALTEZOU, 2010; STEVERDING, 2017).
Ha estudos que demonstram que migrantes e turistas possuem maior risco de
desenvolver a doenca que a populacdo local. Nesses casos de importacdo da
doenca para fora de areas endémicas, os diagndsticos costumam ser atrasados,
pois a falta de contato com a doenca leva a baixa suspeita de leishmaniose
(ORYAN; AKBARI, 2016).

Guerras, conflitos, migrantes e refugiados também estdo correlacionados
com a incidéncia de leishmaniose. Na Siria, a guerra causou 0 colapso da
infraestrutura de saude do pais, desabrigou grande parte da populagdo e causou a
concentracdo de milhares de refugiados em situacBes precarias de moradia e
higiene. As migracdes para areas endémicas causam a exposi¢ao da populacao, por
outro lado a migracao para areas ndo endémicas pode introduzir a doenca em novos
locais. Entre 2004 e 2008, a incidéncia de LC na Siria foi estimada em 23.000 casos
por ano, tendo mais do que dobrado poucos anos depois. Em 2012, 53.000 casos
foram reportados, e na primeira metade de 2013, 41.000 casos. Além disso,
acredita-se que grande parte dos casos nao sao reportados, sendo assim a real
incidéncia pode ser ainda maior. Paises como a Turquia, Libano e outros que
receberam grande quantidade de refugiados sirios também apresentaram aumento
dos casos de LC (DU et al., 2016; STEVERDING, 2017).

3.2 MORFOLOGIA E CICLO DE VIDA DE Leishmania

As espécies de Leishmania possuem ciclo de vida heteroxénico digenético,
com duas formas celulares. Quando no intestino do flebotomineo, assumem o
estado de promastigotas com forma alongada, extremidades afiladas e um longo

flagelo na regido anterior. O flagelo garante grande mobilidade ao parasito para
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migrar no interior do vetor, além disso possui fun¢éo de fixacdo nas microvilosidades
do epitélio do intestino médio dos flebotomineos e funcbes sensoriais (SUNTER,;
GULL, 2017). Existem ainda subdivisbes da fase promastigota em prociclica,
nectombénada, haptombénada, paramastigota e metaciclia, baseado em diferencas no
tamanho do corpo celular e do flagelo, no formato celular, na sua localizagdo dentro
do inseto e suas caracteristicas reprodutivas e infectivas (FIGURA 3) (FREITAS et
al., 2012).

Quando uma fémea de flebotomineo infectada pica um hospedeiro
vertebrado, as promastigotas metaciclicas sédo regurgitados e o dano causado pelo
aparelho bucal do vetor recruta células de defesa para o local da picada, dando
inicio a fagocitose dos parasitos (SUNTER; GULL, 2017).

O flagelo presente nas promastigotas também possui funcdo importante na
internalizacdo dos parasitos pelos fagocitos. Enquanto outros parasitos intracelulares
flagelados, como Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii e Plasmodium sp., forcam
ativamente sua entrada nas células que habitam, a infeccdo por Leishmania é
fortemente dependente da capacidade fagocitica das células do hospedeiro
(FORESTIER, 2011). Entretanto, acredita-se que o flagelo possua fungdo como
estrutura sensorial que regula a expressao de proteinas capazes de modular a
atividade fagocitica das células hospedeiras durante o contato (ROTUREAU et al.,
2009).

A internalizagdo de Leishmania ocorre em um vacuolo parasit6foro, onde o
parasito se orienta com o corpo celular voltado para o nucleo do macréfago e o
flagelo voltado para a periferia. Nessa posicdo, o parasito realiza movimentos
oscilatorios continuos do flagelo, que resultam em danos na membrana plasmatica
do macroéfago e interferem na composicao do vacuolo parasitéforo e na capacidade
de combate intracelular ao parasito. Em seguida, o flagelo perde sua atividade e
regride com a diferenciacdo do parasito para a forma amastigota (SUNTER; GULL,
2017; FORESTIER et al., 2011).

As formas amastigotas sao circulares, aflageladas e menores que as
promastigotas. Sao intracelulares preferencialmente em macrofagos e células
dentriticas do hospedeiro vertebrado, mas também podem infectar outras células do

sistema mononuclear fagocitario, como neutréfilos e fibroblastos (KIMA, 2007).
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FIGURA 3 - FORMAS EVOLUTIVAS DAS PROMASTIGOTAS DE LEISHMANIA.

§\}«f

FONTE: Adaptado de FREITAS et al. (2012).

LEGENDA: 1. Prociclica; 2. Nectomdnada; 3. Haptomoénada; 4. Paramastigota e 5. Metaciclica.

3.3 TAXONOMIA - Leishmania

O género Leishmania (Ross, 1903) pertence ao Filo Euglenozoa, Classe
Kinetoplastea  (Honigberg, 1963 emenda Vickerman,1976), Subclasse
Metakinetoplastina (Vickerman, 1976), Ordem Trypanosomatida (Kent, 1880),
Familia Trypanosomatidae (Doflein, 1901) e Subfamilia Leishmaniinae (Maslov e
Lukes, 2012 emenda Espinosa, 2016) (CAVALIER-SMITH, 1993; MASLOV;
PODLIPAEV; LUKES, 2001; AKHOUNDI et al., 2016; BARRATT et al., 2017;
ESPINOSA et al., 2018) . A morfologia dentro do género é bastante conservada,

havendo apenas variagbes no tamanho das formas amastigotas em algumas
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espécies (SUNTER; GULL, 2017). Antes das técnicas moleculares, a classificacdo
dentro do género era feito através de caracteristicas extrinsecas, como distribui¢cdo
geografica, especificidade de hospedeiros, desenvolvimento no vetor e em meios de
cultura e caracteristicas patolégicas em humanos (STEVENS et al., 2001). Com o
avanco das técnicas moleculares, caracteristicas bioquimicas, genéticas e
imunoldgicas passaram a ser consideradas para a identificacdo das espécies e
estabelecimento das relacfes filogenéticas, porém as definicbes de espécies e
subespécies, assim como seus agrupamentos em complexos, estd sempre em
constante revisdo (RAMIREZ et al., 2016).

Aproximadamente 53 espécies ja foram descritas para o género Leishmania
(desconsiderando as sinonimias), dessas, 31 sédo capazes de parasitar mamiferos e
cerca de 20 ja foram incriminados como patégenos humanos (AKHOUNDI et al.,
2016). Lainson e Shaw (1987) propuseram a classificacdo de Leishmania em
subgéneros de acordo com o local de desenvolvimento dos parasitos no trato
digestivo do flebotomineo. As espécies que colonizavam as porcdes do intestino
médio anteriores ao piloro sdo consideradas suprapilarias, e pertencem ao
subgénero Leishmania. As espécies que estabelecem uma infeccéo inicial na regido
posterior do trato digestivo, na regido pilérica e na por¢cao abdominal do intestino
médio sdo ditas peripilarias, e pertencem ao subgénero Viannia. Parasitos com
desenvolvimento do tipo hipopilarico séo restritos ao intestino posterior e compde o
subgénero Sauroleishmania (GOSSAGE; ROGERS; BATES, 2003).

Posteriormente, Copulillo et al. (2000) propuseram a divisdo do género
Leishmania em dois grupos, Euleishmania e Paraleishmania. O grupo Euleishmania
engloba os subgéneros Leishmania, Viannia, Sauroleishmania e o complexo
Leishmania enriettii, enquanto o grupo Paraleishmania € composto por L. hertigi, L.
deanei, L. herreri, L. equatorensis e L. colombiensis, juntamente com o género
Endotrypanum. Esse género é considerado grupo irméo de Leishmania, entretanto
sua posicao taxondmica ainda € pouco compreendida. As linhagens descritas foram
isoladas de preguicas e possuem ciclo de vida com desenvolvimento intraeritrocitico
com formas epimastigotas ou tripomastigotas, porém analises moleculares indicam
que L. hertigi, L. deanei, L. herreri possuem uma maior proximidade genética com
Endotrypanum do que com as espécies patogénicas de Leishmania (FRANCO;
GRIMALDI, 1999). Dos membros do grupo Paraleishmania, apenas L. colombiensis

foi confirmada como patogénica para humanos, causando tanto a forma cutanea,
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quanto a visceral da leishmaniose. As demais espécies tém como hospedeiros
preguicas ou porcos-espinhos. Paraleishmania € um grupo polifilético e sua historia
evolutiva ainda ndo esta bem resolvida (AKHOUNDI et al., 2016; CUPOLILLO et al.,
2000; MOMEN; CUPOLILLO, 2000).

Das 53 espécies de Leishmania, 29 ocorrem no Velho Mundo, 20 no Novo
Mundo, trés em ambos, e uma espécie ocorre na Australia. O subgénero Viannia &
restrito ao NeotrOpico, possui nove espécies que causam as formas cutanea e
mucocutanea da doenca. O subgénero Leishmania contém treze espécies e ocorre
tanto no Novo Mundo, quanto no Velho Mundo. Possui espécies causadoras das
formas visceral, cutdnea, cutadnea difusa, mucocutanea e dérmica poés calazar
(AKHOUNDI et al., 2016) (QUADRO - 1). O subgénero Sauroleishmania possui 21
espécies de parasitos exclusivos de lagartos e exclusivos do Velho Mundo
(STEVENS et al., 2001).

No Brasil, 8 espécies ja foram identificadas, sendo 6 do subgénero Viannia e
duas do subgénero Leishmania (BRASIL, 2016). A LTA é causada principalmente
por L. (V) braziliensis, L. (V) guyanensis e L. (L) amazonensis (MELO; ROSSONI,;
TEODORO, 2017). JA4 a Leishmaniose visceral € causada por L. (L) infantum.
Previamente chamada de L. chagasi, a linhagem presente no Novo Mundo foi
identificada como pertencente a mesma espécie presente na Europa, tendo sido
trazida para a América durante a colonizacdo, cerca de 500 anos atras, através de
caes e ratos infectados. Sendo assim, L. chagasi foi sinonimizada com L. infantum,
permanecendo o nome mais antigo (MAURICIO, IL., STOTHARD, JR., MILES,
2000).

QUADRO 1 — CARACTERISTICAS DAS PRINCIPAIS ESPECIES DE Leishmania.

(continua)
Subgénero Espécie Patologia* comete Distribuicdo** Distribuic&o
Humanos
. , . L Africa (Etiopi
Leishmania L. aethiopica LC/LCD X VM este da Africa (Etiopia e
Quénia)
L. amazonensis LC/LCD/LMC X NM Amenc_a do Sul (Bolivia,
Brasil e Venezuela)
L. arabica - - VM Arabia Saudita
L. aristidesi - - NM Panama
Africa Central, Sul da
L. donovani LV/LDPC X VM Asia, Oriente Médio,
india e China
L gl ) ) VM Asia Central, Sul da

Mongdlia e Ird
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QUADRO 2 — CARACTERISTICAS DAS PRINCIPAIS ESPECIES DE Leishmania.
(concluséo)

~ L . A i o o
Subgénero Espécie Patologia* comete Distribuicéo** Distribui¢éo
Humanos
L. forattinii - - NM Brasil
Norte da Africa e paises
L. infantum LVILC X vminy 40 Mediterraneo, Oriente
Médio, Asia Central e
América do Sul e Central
Norte e Centro da Africa,
L. major LC X VM Oriente Médio e Asia
Central
L. mexicana LC/LCD X NM EUA, Equador, Peru e
Venezuela
Norte e Centro da Africa,
L. tropica LC/LV X VM Oriente Médio, Asia
Central e india
L. turanica - - VM Asia Cen,tr.al, Su~| da
Mongdlia e Ir&
L. venezuelensis LC X NM Norte da América do Sul
Viannia L. braziliensis LC/LMC X NM SulilENe G
Guatemala
Norte da América do Sul,
L. guyanensis LC/LMC X NM Bolivia, Brasil, Guiana
Francesa e Suriname
L. lainsoni LC X NM Bolivia, Brasil e Peru
L. lindenbergi LC X NM Brasil
L. naiffi LC X NM Brasil e Guiana
Francesa
L. panamensis LC/LMC X NM Brasil, Colombia,
Panama e Venezuela
L. peruviana LC/LMC X NM Bolivia e Peru
L. shawi LC X NM Brasil
L. utingensis Desconhecido - NM Brasil

FONTE: Adaptado de: STEVERDING (2017) e AKHOUNDI et al (2016).

LEGENDA: *LC = Leishmaniose Cutanea; LCD = Leishmaniose Cutanea Difusa; LMC =
Leishmaniose Mucocutanea; LV = Leishmaniose Visceral; LDPC = Leishmaniose Dérmica Pés
Calazar. *VM = Velho Mundo; NM = Novo Mundo.

3.4 TAXONOMIA — FLEBOTOMINEOS

A classificacdo taxonOGmica dos Phlebotominae apresenta mais de 800
espécies reconhecidas, sendo a maior parte delas no Novo Mundo (KATO et al.,
2010). A classificagdo como proposta por Young e Duncan (1994) divide os

flebotomineos neotropicais nos géneros Lutzomyia, Brumptomyia e Warileya, sendo
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gue o género Lutzomyia concentra a maior parte das espécies e as Unicas
confirmadas como vetores de Leishmania (YOUNG; DUNCAN, 1994).

Eunice Galati propés em 2003 uma nova classificacao para os flebotomineos
neotropicais, que inclui 931 espécies divididas em 23 géneros, 20 subgéneros e 6
subtribos (GALATI, 2018). A classificacdo dos flebotomineos, especialmente os do
Neotropico, ainda é discutida e a classificacdo de Young e Duncan ainda é bastante
utilizada.

No Velho Mundo, ocorrem os géneros Phlebotomus, Sergentomyia e Chinius
(KATO et al.,, 2010). O género Phlebotomus é dividido em treze subgéneros e
contém todas as espécies incriminadas como vetores de Leishmania no Velho
Mundo. J& o género Sergentomyia é o responsavel pela transmissdo das espécies
de Sauroleishmania, enquanto Chinius possui apenas quatro espécies restritas a
regido da Oceania (AKHOUNDI et al., 2016).

No Brasil os flebotomineos sdo popularmente conhecidos como mosquito
palha, tatuquira, birigui, entre outros, dependendo da localizacdo geogréfica. As
principais espécies envolvidas na transmissao sdo Lutzomyia longipalpis, Lu. cruzi,
Lu. whitmani, Lu. intermedia, Lu. umbratilis, Lu. wellcomei, Lu. flaviscutellata e Lu.
migonei (BRASIL, 2016).

Os flebotomineos representam a principal via de transmissédo de Leishmania
spp., entretanto mecanismos alternativos de transmissdo natural estdo sendo
investigados. Parasitos viadveis de L. infantum foram isolados de carrapatos da
espécie Rhipicephalus sanguineus (Acari: Ixodidae) que se alimentaram de caes
naturalmente infectados. Esses resultados demonstram o potencial dos carrapatos
como vetores de Leishmania spp., entretanto mais estudos sdo necessarios para
confirmar a competéncia desses animais na manutencado da leishmaniose visceral
(MEDEIROS-SILVA et al., 2015)

3.5 DIAGNOSTICO

O diagnostico precoce da leishmaniose é muito importante principalmente
em areas de transmissdo antroponotica, onde o tratamento dos pacientes é
recomendado mesmo em casos assintomaticos para evitar a transmissao da doenca
via vetor ou via transfuséo sanguinea (GUERIN et al., 2002; MICHEL et al., 2011).
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Além disso, esporotricose, infeccbes cutaneas por Mycobacterium,
hanseniase, cromoblastomicose e outros tipos de Ulceras sdo comuns em locais
endémicos para leishmaniose cutdanea e possuem sintomatologia muito similar a
essa doenca. Sendo assim, é necessario o diagnoéstico diferencial para realizar o
correto tratamento (GOTO; LINDOSO, 2010).

O padréo ouro para o diagnostico das leishmanioses € a visualizagdo direta
do parasito em microscopio Optico. Para a LC, aspirados do local da ferida ou
esfregacos de biopsias sdo corados com Giemsa e examinados em busca das
formas amastigotas dos parasitos (HERWALDT, 1999). Amostras de lesdes também
podem ser utilizados para o diagndstico por cultivo dos parasitos em meio agar
sangue, formalmente chamado Novy, McNeal e Nicolle (NNN), ou por sua
inoculagcdo em animais suscetiveis, geralmente hamsters (GOTO; LINDOSO, 2010).
Essa metodologia possibilita a caracterizacdo e identificacdo das espécies,
entretanto € cara, trabalhosa e requer tempo para chegar ao diagnostico.

Para a LV, os parasitos sdo obtidos através de aspirados sanguineos
preferencialmente do baco, para maior sensibilidade, mas também é possivel utilizar
amostra da medula 6ssea, linfonodos ou figado (DE RUITER et al., 2014).

Técnicas mais sofisticadas e caras raramente estdo disponiveis nas regides
endémicas, fazendo com que o diagnéstico direto seja amplamente utilizado.
Entretanto, a sensibilidade do método depende da carga parasitaria e da habilidade
do examinador. E recomendado que seja utilizado sempre mais de um método para
um diagnostico mais preciso (REITHINGER et al., 2007).

Diversas técnicas moleculares foram desenvolvidas para o diagndéstico
através da deteccdo do DNA de Leishmania, essas técnicas possibilitam além de
confirmar a doenca, identificar a espécie causadora, o que ndo é possivel facilmente
através de outros métodos (GOTO; LINDOSO, 2010).

As técnicas moleculares possuem altissima sensibilidade e especificidade e
a velocidade na obtenc¢éo dos resultados, entretanto o alto custo e a necessidade de
infraestrutura laboratorial e pessoas especializadas ainda limitam essa técnica em
regides endémicas (REITHINGER et al., 2007).

Métodos sorologicos sao bastante usados em estudos epidemiolégicos,
porém pouco efetivos para diagnésticos. As técnicas classicas de sorologia, como o
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), o DAT (Direct Agglutination Test) e 0

IFAT (Immunofluorescence Antibody Test), possuem eficiéncia variada de acordo
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com a regido geografica e sdo trabalhosas e demoradas (EJAZI; ALI, 2013;
MANDAL et al., 2008). Os testes rK39 e KAtex sdo exemplos de kits comerciais
bastante praticos e com resultados mais reproduziveis devido a sua padronizacéao,
entretanto a sensibilidade e especificidade ainda séo baixas. Além disso, os testes
soroldgicos falham em distinguir infec¢cdes passadas e presentes, sendo pouco Util
em regides endémicas e no diagnostico da LDPC (REITHINGER et al., 2007).

Outro método imunoldgico bastante comum é o teste de Montenegro, que
consiste na inoculacao intradérmica de antigenos de promastigotas de Leishmania e
na avaliacdo da resposta imune no local da injecdo apds 48 e 72 h. O resultado é
considerado positivo quando a area sensibilizada na pele é superior ou igual a 5 mm
de diametro, em pacientes nédo infectados espera-se que ocorra pouca 0 nenhuma
reacdo na pele. O teste sofre dos mesmos problemas das outras técnicas
soroldgicas e seu uso é mais comum para estudos de prevaléncia (ANTONIO et al.,
2014; GOTO; LINDOSO, 2010).

3.6 TRATAMENTO

Antimoniais pentavalentes, como o0 Antimoniato de Meglumina
(Glucantime®) e o Estibogluconato de Sddio (Pentostam®), sdo as drogas de
primeira-linha no tratamento das leishmanioses ha mais de 70 anos. Entretanto,
diversos efeitos colaterais e dificuldades praticas limitam sua eficacia. Esses
compostos possuem alto custo e necessitam aplicacéo diaria por via parenteral e por
um longo periodo (20 a 30 dias). Fragueza, nausea, vomito, diarreia, colicas
abdominais, hepatotoxicidade e cardiotoxicidade, mialgia e dores musculares
localizadas, no caso de administracdo via intramuscular, sdo efeitos colaterais
tipicos desses tratamentos. Apesar de serem usados a bastante tempo, ainda pouco
se sabe sobre os mecanismos de agdo desses medicamentos (FREZARD;
DEMICHELI; RIBEIRO, 2009).

VariacOes e aprimoramentos dos farmacos convencionais sdo alternativas
pra a melhora na efichcia dos tratamentos. A administragcdo parenteral do
antimoniato de meglumina dificulta seu uso correto e causa sua rapida eliminacao
pela via renal, fazendo necessario a administracdo de multiplas doses. A associacao

dos antimoniais com sistemas carreadores pode aumentar a biodisponibilidade
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desses farmacos pela via oral, facilitando a aplicacdo do tratamento e melhorando
sua eficacia. A associagdo do antimoniato de meglumina com a [3-Ciclodextrina se
mostrou eficiente em facilitar a absorcéo pela via oral (DEMICHELI et al., 2004).

A encapsulacdo dos antimoniais em lipossomos também demonstrou
aumentar a eficacia, principalmente no combate a LV. Os lipossomos sdo usados
como um sistema de carreamento, pois sdo naturalmente capturados pelas células
do sistema fagocitico mononuclear, consequentemente causando um
direcionamento maior dos farmacos aos parasitos. Testes in vivo e in vitro
demonstraram que a eficiéncia do antimoniato de meglumina encapsulado por
lipossomos é centenas de vezes maior que a mesma droga administrada livremente
(ALVING et al., 1978; FREZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009). Apesar da alta
eficacia, a producdo de antimoniais encapsulados ainda possui limitacbes
tecnologicas, como pouca estabilidade e baixa eficiéncia no encapsulamento da
droga, entretanto progressos tem sido observados no aprimoramento dessas
metodologias (BORBOREMA et al., 2011; 2016).

Existem ainda drogas de segunda linha no tratamento das leishmanioses,
como a Anfotericina B, a Paromomicina, a Pentamidina e a Miltefosina.

A anfotericina B € um antifingico usado no tratamento das leishmanioses
desde a década de 60 (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). A interacdo do
farmaco com os esterois presentes na membrana plasmatica resulta na formacéao de
um poro, causando a morte dos parasitos. Sua seletividade se deve a alta afinidade
ao ergosterol, o esterol predominante na membrana de fungos, Leishmania e
Trypanosoma, enquanto em mamiferos o colesterol, que possui menos afinidade
pela anfotericina B, € predominante (EJAZI; ALI, 2013).

A anfotericina B apresenta 6timas taxas de cura e relapsos sao raros,
contudo o tratamento também € longo e via parenteral. Os efeitos colaterais mais
comuns incluem nefrotoxicidade, hipocaliemia, febre, mal-estar severo e, em alguns
casos, pode levar a morte. Sendo assim, a anfotericina B ndo apresenta vantagens
sobre os antimoniais e é utilizada apenas em regidées onde a resisténcia aos
antimoniais é bastante prevalente (PAVLI; MALTEZOU, 2010).

Formulacdes lipossomais da anfotericina B apresentam eficacia similar a
anfotericina B convencional, porém sua toxicidade € muito menor. A anfotericina B
lipossomal (AmBisome®), consiste em pequenos lipossomos unilamelares

compostos de colesterol e outros fosfolipidios que revestem a anfotericina B e,
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devido a diminuicdo do ritmo de excregcdo, aumentam a disposicdo da droga no
plasma (BEKERSKY et al., 2002). Enquanto o tratamento padrdo com anfotericina B
comum sugere doses totais de 15 a 20 mg/kg, administradas em infusbes de 1
mg/kg em dias alternados, a baixa toxicidade da anfotericina B lipossomal permite
dosagens maiores em um menor numero de infusées (HAMILL, 2013).

Na india, o estado de Bihar é responsavel por cerca de 90% dos casos de
LV do pais e 50% dos casos do mundo. Na regido o ciclo da doenca € antroponético
e 0 uso incorreto de medicacdo levou a prevaléncia de linhagens de L. donovani
resistentes aos antimoniais pentavalentes, tornando necessario o uso de
medicamentos alternativos, principalmente a Anfotericina B (SUNDAR, 2001).

Nessa regido, a administracdo de uma dose uUnica de 10 mg/Kg de
Anfotericina B lipossomal apresentou resultados comparaveis ao tratamento com
Anfotericina B convencional e com menor custo, devido ao menor tempo de
hospitalizacdo necessario (SUNDAR, SHYAMGARWAL; RAI; MURRAY, 2010). A
administracdo em infusdo Unica também contribui para evitar novos casos de
resisténcia, pois impossibilita 0 abandono precoce do tratamento pelo paciente.

A Miltefosina (hexadecilfosfocolina) € o Unico medicamento oral disponivel
para o tratamento da LV, € um analogo da fosfatidilcolina e inicialmente foi
desenvolvido como um medicamento anticancer (EJAZI; ALI, 2013). Sua
administracdo por via oral e sua baixa toxicidade sdo vantagens do seu uso,
entretanto o preco elevado, a fetotoxicidade e a eficicia variavel aparecem como
desvantagens. Os efeitos colaterais mais comuns sdo danos ao trato
gastrointestinal, anorexia, nausea, vémito e diarreia.

A eficacia do tratamento € variavel entre as espécies de Leishmania e até
mesmo entre populacdes da mesma espécie de diferentes regides (MACHADO et
al., 2010). As diferencas na sensibilidade dos parasitos podem ser explicadas pelos
diferentes niveis na expressdo de proteinas relacionadas a internalizacdo do
medicamento. A baixa expressdo do gene LbRos3 em L. braziliensis diminui a
formacdo de complexos de transporte na membrana do parasito, explicando sua
menor susceptibilidade & Miltefosina quando comparada a L. donovani (SANCHEZ-
CANETE et al., 2009).

A Miltefosina também é potencialmente teratogénico, sendo seu uso

7

contraindicado para gestantes, bem como a contracepcdo € recomendada para
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mulheres durante e de 3 a 4 meses apés o tratamento com Miltefosina (MONGE-
MAILLO; LOPEZ-VELEZ; SARAVOLATZ, 2015).

Além do efeito direto sobre o parasito, a Miltefosina possui efeitos
imunomodulatérios, estimulando a producdo de uma série de citocinas e
favorecendo a fagocitose e eliminagdo natural do parasita pelo sistema imune
(EJAZI; ALI, 2013).

A Paromomicina (aminosidina) é um antibiético de amplo espectro produzido
por Streptomyces rimosus e isolado a primeira vez em 1956. Apesar de ser um
antibiotico antigo, apenas recentemente a Paromomicina teve seu uso aprovado
para o tratamento das leishmanioses (WIWANITKIT, 2012). Esse composto age
inibindo a sintese proteica ao se ligar a subunidade ribossomal 30S, impedindo a
iniciacdo da traducao ou causando erros na leitura do mRNA e, consequentemente,
a insercdo incorreta de aminoacidos (SUNDAR; JAYA, 2008).

A Paromomicina possui alta eficacia com baixo custo, baixa toxicidade e o
periodo de administracdo € relativamente curto, o que faz do composto uma
potencial droga de primeira-linha para o tratamento das leishmanioses em todo o
mundo. Seu uso combinado com o0s antimoniais pentavalentes apresentou
resultados muito positivos, indicando uma sinergia entre esses medicamentos, com
aumento na eficacia e diminuicdo no tempo do tratamento (SUNDAR; JAYA, 2008;
WIWANITKIT, 2012).

Reformulac6es da Paromomicina na forma de pomada foram desenvolvidas
e apresentaram resultados variados. A busca por medicamentos de uso tdpico para
o tratamento da LC é interessante pela facilidade do tratamento e toxicidade baixa e
restrita ao local da aplicacdo. Variadas formulagcdes da Paromomicina associada
com cloreto de metilbenetbnio, com ureia e com gentamicina ja foram testadas e
mostraram resultados positivos, entretanto sua eficacia ainda € bastante variada
dependendo da regido e das espécies tratadas (ASILIAN et al., 2003; WEINRAUCH,;
KATZ; EL ON, 1987; SOTO et al., 1998, 2002; SUNDAR; JAYA, 2008).

Entre os fatores que interferem na eficacia dos tratamentos, temos as
diferentes espécies e populagbes de Leishmania, a farmacocinética e
farmacodinamica dos medicamentos e as variagcbes na resposta imune dos
pacientes. A infeccdo por HIV representa um fator de risco para a infecgcao por
Leishmania, sendo casos de coinfecgcbes HIV-Leishmania bastante comuns,

principalmente para LV. Assim como nos pacientes com imunocomprometimento
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causados por desnutricAo ou imunossupressivos quimioterapicos, as coinfeccdes
com HIV podem resultar em complica¢cdes mais severas e manifestacfes atipicas da
doenca, o que pode retardar o diagnostico e dificultar o tratamento. Nesses casos,
independente do tratamento utilizado, a eliminacdo completa do parasito dificilmente
ocorre, resultando em relapsos ap0s periodos oligossintomaticos e assintomaticos
(PAVLI; MALTEZOU, 2010; MICHEL et al., 2011).

A vulnerabilidade e as complicacdes em pacientes imunocomprometidos sao
explicadas pela baixa contagem de linfécitos TCD4+ (KEVRIC; CAPPEL; KEELING,
2015). Os linfocitos auxiliares Thl sdo os principais responsaveis pelo controle
parasitario e a protecdo imune relacionado a Leishmania. Essas células produzem
citocinas pro inflamatérias (TNF-a, Interleucina 12 e IFN-y) e ativam os macréfagos,
tornando-os capazes de eliminar os parasitos (REITHINGER et al., 2007). Portanto,
vacinas e imunoterapias que induzam respostas fortes e de longa duracdo das
células Thl sdo vistas como o método ideal de combate preventivo e
imunoterapéutico as leishmanioses (DUTHIE et al., 2012).

Modelos desenvolvidos para avaliar o custo/beneficio da aplicacdo de
vacinas indicam que mesmo vacinas com tempo de protecéo relativamente curto e
de baixa eficicia poderiam ser mais custo-efetivas que os tratamentos atuais, tanto
para LC quanto para LV, além de evitar a morbidade e mortalidade da populagéo
(LEE et al., 2012; BACON et al., 2013). Apesar disso, o desenvolvimento de vacinas
gue tem como alvo a resposta imune T-dependente tem se mostrado mais
desafiador quando comparado as vacinas que induzem resposta imune por
anticorpos. Os testes com vacinas de primeira geracdo tiveram resultados
insatisfatorios, enquanto as vacinas de segunda geracdo, feitas com proteinas
recombinantes, foram mais promissoras e continuam em desenvolvimento com
seguidos avancgos tanto em suas composi¢cées quanto n