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RESUMO

A leishmaniose cutdnea ou tegumentar ¢ uma doenca tropical negligenciada causada por
protozoarios de dois subgéneros (Leishmania ¢ Viannia). Normalmente produz ulceras em
diferentes partes do corpo como face, pernas, bragos, ¢ em grande niimero, causando sérios
problemas psicologicos e sociais. Leishmania (Viannia) braziliensis apresenta consideravel
importancia clinica e é considerada a principal espécie causadora da leishmaniose cutanea
Americana (LCA) no Brasil. No Estado de Sao Paulo, LCA é uma doenca reemergente
provocando lesdes tegumentares, que sdo associadas a metdstases mucosas. Neste artigo de
revisdo discute-se a complexa interacdo entre a diversidade de espécies de Leishmania, vetores,
reservatorios silvestres e urbanos em variados ambientes geograficos. Todos esses fatores aliados
as formas de resposta do hospedeiro originam as distintas formas clinicas. Aborda-se também
a complexidade de elementos que envolvem a transmissao da LCA, as diversas formas clinicas
que a doenca apresenta, bem como, as dificuldades em se estabelecer o diagnostico preciso, a
diversidade de perfis epidemioldgicos, a distribuicao dos vetores, dados ecopidemioldgicos da
doenga, e os mecanismos de adaptacdo de L. (V.) braziliensis. Diferentes estudos que envolvem a
epidemiologia molecular contribuiram para o entendimento da constante adaptagao desse parasita
a seus diversos hospedeiros. Este artigo de revisao foi elaborado com base em artigos cientificos,
livros e portais eletronicos apontando ampla distribuicao associada a tipos heterogéneos de
transmissdo. Diferentes estudos atribuem a variabilidade genética exibida por L. (V) braziliensis
como fendmeno responsavel pela adaptagdo em infectar multiplos hospedeiros e vetores, assim

como habitar em diferentes regides geograficas.

PALAVRAS-CHAVE: Leishmaniose Cutanea. Leishmania braziliensis. Polimorfismo
genético. Epidemiologia molecular.
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ABSTRACT

Cutaneous or tegumentary leishmaniasis is a neglected tropical disease caused by parasite protozoa
belong to two subgenera (Leishmania and Viannia). Cutaneous leishmaniasis normally produces
ulcers in different parts of the body such as face, legs and arms. Normally the ulcers are in large
numbers and they cause serious psychological and social problems in affected populations.
Leishmania (V.) braziliensis presents considerable clinical importance, since is considered the main
species that causes American cutaneous leishmaniasis (ACL) in Brazil. In Sdo Paulo State, ACL is
a re-emerging disease causing cutaneous lesions that has been associated with mucosal metastasis.
This review discussed the complex interaction between the diversity of Leishmania species, vectors,
wild and domestic reservoirs in different geographical environments. All these factors combined to
the different host response originated the different clinical forms. Other important cited topics were
the complexity of elements involving ACL transmission; the different clinical forms of the disease,
as well as the difficulties in to establish the accurate diagnosis. Also, the article discussed the
epidemiological diversity with the vector distribution, the ecopidemiological data of the disease, and
the mechanisms L. (V.) braziliensis adaptation Different studies involving molecular epidemiology
contributed for the knowledge of the constant parasite adaptation in different hosts. This review
was based on scientific articles, books, and electronic portals. These data point a wide distribution
associated with heterogeneous types of transmission. Different studies justify the genetic variability
exhibited by L. (V.) braziliensis as phenomenon for adaptation to infect multiple hosts and vectors
as well as living on different geographic regions.

KEYWORDS: Cutaneous leishmaniasis. Leishmania braziliensis. Genetic polymorphism.
Molecular epidemiology.

INTRODUCAO

A leishmaniose cutdnea ou tegumentar ¢
uma doenca tropical negligenciada causada por
protozodrios de dois subgéneros. Um deles ¢ o
subgénero Leishmania, que ¢ encontrado tanto
no Velho Mundo quanto no Novo Mundo; e o
outro ¢ Viannia, que se restringe ao Novo Mundo.
Normalmente produz tlceras em diferentes partes
do corpo como face, pernas, bragos, e em grande
numero, causando sérios problemas psicologicos

e sociais.!

Nas Américas, a leishmaniose cutinea
Americana (LCA) ¢é amplamente distribuida,

estendendo-se do sul dos Estados Unidos ao norte

da Argentina. Nessas regides a LCA ¢ causada
por 11 espécies, incluindo Leishmania (Viannia)
braziliensis, L. (V.) peruviana, L. (V.) guyanensis,
L. (V) panamensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi,
L. (V) shawi, L. (Leishmania) mexicana, L. (L.)
amazonensis, L. (L.) venezuelensis ¢ L. (L.)
pifanoi.?

O curso da doenca pode variar de uma ulcera
com cura espontanea a uma grave destrui¢do
muco cutanea.** De acordo com a diversidade
clinica, a forma cutdnea ¢ caracterizada pela
producdo de lesdes cutaneas limitadas ulcerosas

e a forma muco-cutanea, quando aparecem
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lesdes destrutivas e desfigurantes nas mucosas
do nariz, boca e faringe. Ambas as formas
clinicas geram impactos sociais, psicologicos e

econOmicos dos individuos afetados.>”’

MATERIAIS E METODOS

Este trabalho de revisdo foi elaborado reali-
zando-se uma andlise documental e pesquisa
bibliografica com base em livros, manuais,
teses de doutorado, artigos cientificos, utili-
zando-se portais eletronicos. Consultaram-se
as seguintes bases de dados: Medline, Lilacs,
SciELO, PubMed, Biblioteca Virtual de Saude,
Sinan-DataSUS e Google Académico, nos
quais foram pesquisadas informacgdes recentes
sobre Leishmania e leishmaniose cutanea. Os
unitermos pesquisados foram: Leishmania,
Leishmania (Viannia) brasiliensis, subgénero
Leishmania, subgénero Viannia, epidemiolo-
gia, diagndstico e manifestagdes clinicas.

Aspectos gerais e ciclos de vida

Os parasitas da familia Trypanosomatidae

sdo protozoarios flagelados, cuja caracteris-

A

tica é a de apresentar flagelos compostos por
nove microtubulos, dispostos em circulo e aos
pares. Pertencem a Classe Kinetoplastida cujas
formas evolutivas apresentam o cinetoplasto.
Esta organela ¢ composta de moléculas de DNA
circulares (kDNA) e se apresenta em formas
diferentes dependendo do estagio evolutivo do
parasita. No género Leishmania, os amastigo-
tas, que vivem em hospedeiros vertebrados sdo
estruturas pequenas (2 a 6 um de comprimento
por 1,5 a 3 um de largura), achatadas, imoveis,
com nucleos grandes e redondos ocupando
grande parte do corpo celular. Sdo formas intra-
celulares com cinetoplastos visiveis e flagelos
reduzidos (Figura 1A). Os promastigotas sao
alongados (14 a 20 pym de comprimento e 1,5 a
4 um de largura), achatados e com cinetoplastos
localizados na posicdo anterior dos parasitas,

proximo aos flagelos (Figura 1B).*¢

Todas as espécies de Leishmania sao
transmitidas pela picada de fémeas de dipteros
infectados da sub-familia Phlebotominae,
pertencentes aos géneros Lutzomyia (Novo

Mundo) e Phlebotomus (Velho Mundo).

B

Figura reproduzida com permissdo de Maria de Fatima Lereno (confecgéio das laminas) e Sansdo da Rocha Westphalen (confecgdo das fotos). Ambos do Centro

de Parasitologia e Micologia do Instituto Adolfo Lutz.

Figura 1. Formas evolutivas de Leishmania. Esfregaco de biopsia de lesdo de um paciente com LCA contendo
formas amastigotas (A). Promastigotas provenientes cultivo em meio bifasico BAB/BHI (Blood Agar Base/Brain
Heart Infusion) (B). As flechas indicam os cinetoplastos em ambas as formas evolutoras. Coloracdo Giemsa,

aumento 1000 X.
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Os flebotomineos como vetores, quando
infectados, ao se alimentar diretamente do
sangue de hospedeiros vertebrados (repasto
sanguineo) inoculam promastigotas neles.
Tais formas sdo fagocitadas por macrofagos e
neutrofilos e, no interior dos fagolisossomos,
transformam-se em amastigotas, replicam-se e
infectam macrofagos adjacentes. Por meio de
um novo repasto sanguineo os vetores ingerem
os amastigotas. No intestino do vetor os
amastigotas transformam-se em promastigotas
prociclicos flagelados, que se replicam
intensamente. Rapidamente essas formas se
direcionam para a cavidade bucal, onde serdo
introduzidas em novo hospedeiro durante o

repasto sanguineo.®%¢

Formas clinicas e diagnéstico

A complexa interacao entre a diversidade de
espécies de Leishmania, vetores, reservatorios
silvestres e urbanos em variados ambientes
geograficos, aliada as formas de resposta
do hospedeiro, originam as distintas formas
clinicas da LCA.%7

As infecgdes causadas pelas espécies de
Leishmania apresentam manifestacdes clinicas
similares, mas com diversos prognésticos
durante o curso da infec¢do. As ulceras causadas
por parasitas do subgénero Viannia sdo mais
agressivas e podem recidivar apds o tratamento
especifico. Por outro lado, as causadas por
parasitas do subgénero Leishmania sdo menos
severas, mais susceptiveis ao tratamento e

possiveis de serem curadas espontaneamente. %114

A leishmaniose cutanea localizada é

caracterizada por lesdes ulceradas com

fundo granuloso e borda elevada. Esta forma

geralmente ¢ acompanhada por linfadenopatia
regional e representa cerca de 95% dos casos.

As lesdes iniciam-se no ponto de inoculagdo dos
promastigotas. O periodo de incubacdo varia de
10 a 90 dias e as lesdes surgem de forma tnica
ou multipla, dependendo da quantidade de
picadas.'>"* Via de regra, os pacientes afetados
apresentam boa resposta ao tratamento ou cura
espontanea. Contudo, dependendo da resposta
imunologica a infec¢do pode evoluir para outros

tipos de lesdes.!*+1

Ja na leishmaniose cutinea disseminada,
as lesdes primarias sdo difundidas para varias
partes do corpo via hematica ou linfatica. As
multiplas lesdes (100-300) exibem aspecto
papular acneiforme e ulceroso. Cerca de 30%
dos casos de leishmaniose cutanea evoluem para
a forma mucosa. A sintomatologia inclui pirexia,
emaciacdo, dentre

indisposicao, mialgias,

outros.'®1314

A leishmaniose cutanea difusa caracteriza-se
por uma lesao inicial com posterior difusdo para
outras regides do corpo. Individuos anérgicos
sd0 os mais acometidos por apresentarem
resposta imunolédgica deficiente aos antigenos
de Leishmania. As lesdes apresentam alta carga
parasitaria, na forma de nddulos ndo ulcerados,
papulas ou tubérculos e com auséncia de
manifestacdes viscerais. Geralmente a resposta

ao tratamento ¢é ausente ou muito deficiente.'>'41

A forma recidiva cutis caracteriza-se pela
presenca de lesdes em forma de nodulos ao redor
ou dentro da cicatriz de uma infecgdo anterior
por Leishmania spp. Pode ocorrer cicatrizacdo
de maneira espontanea ou através do tratamento,
apods determinado periodo de tempo. Geralmente
a reativacdo ocorre na borda da lesdo.'>!®

A leishmaniose mucosa (ou mucocutanea) ¢ a
forma mais grave da LCA, pelo grande risco do
desenvolvimento de deformidades permanentes

no septo cartilaginoso nasal e mucosa oral.
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Existem casos de acometimento de laringe,
faringe e cordas vocais e, em estagios mais
avangados, comprometimento do ouvido médio.
Os principais sintomas incluem otite média
cronica, tosse, obstrugdo, sangramento e prurido
nasal, dificuldade de degluti¢ao e dificuldade
respiratoria.'”'>!31¢ Esta manifestacdo clinica
esta associada a resisténcia natural e a magnitude
da resposta imunoldgica do hospedeiro.'” A
forma mucosa pode, ainda, manifestar-se apos
a cura clinica ou tratamento inadequado da
forma cutanea. Cerca de 90% dos casos de
leishmaniose cutdnea evoluem num periodo
de 10 anos para a forma mucocutanea tardia.
Destes, 50% ocorrem nos primeiros dois anos

apos a cicatrizagdo das lesdes cutineas.'®

Considerando as deformidades causadas
pela doenca e a potente toxicidade exibida
pelos medicamentos disponiveis do mercado,
o diagnostico preciso torna-se indispensavel.
Porém, ndo existe um teste disponivel que possa
ser considerado padrao ouro, por ndo demonstrar
sensibilidade suficiente para a deteccdo dos

parasitas.'®"

tradicional da LCA
normalmente é baseado em dados clinicos,

O  diagnostico

epidemiologicos e laboratoriais. Dentre as
dificuldades do diagnostico incluem-se aqueles
pacientes que apresentam poucos parasitas
nas ulceras. Outro problema ¢ o de distinguir
a verdadeira infeccdo com outras doencas de
pele em regides endémicas para LCA, onde
uma lesdo cutanea e um Unico resultado do teste
intradérmico de Montenegro submete pacientes

ao tratamento especifico da LCA.2%2!

Dentre as metodologias laboratoriais
utilizadas incluem o exame microscopico
direto, cultura in vitro, exames histopatologicos,

imunologicos ¢ moleculares.*!!1¢

Os exames parasitologicos contemplam as
técnicas de esfregaco, que permite a observagao
direta do parasita, cultivo do material
proveniente de lesdes e a inoculacdo em
animais.?? As diferentes espécies de Leishmania
apresentam diversidade em meios de cultura,
sendo que algumas s3o bem dificeis de serem
mantidas em cultivo. Outro problema sdo as
comuns contaminagdes, considerando que as
biopsias de lesdes normalmente apresentam

também bactérias e fungos.?

Os amastigotas provenientes de bidpsias,
raspagem ou pun¢do das lesdes s3o corados
com Giemsa ou Leishman e evidenciados em
microscopio Optico. A porcentagem de sucesso
na identificacdo microscopica de amastigotas
varia com o numero de parasitas presentes na
amostra analisada. Via de regra, o exame direto
apresenta baixa sensibilidade, variando de 50%
a 70%. Por outro lado, os exames que detectam
a resposta imunologica geralmente apresentam

boa sensibilidade, mas baixa especificidade.’

Dentre os exames que detectam a resposta
imunologica, destaca-se o teste intradérmico
de Montenegro, que consiste numa reagdo
intradérmica com antigeno preparado de
promastigotas mantidos em meio de cultura. Esse
teste detecta a presenca de hipersensibilidade
tardia, uma vez que a LCA pode causar intensa
resposta celular. O teste consiste no inoculo
do antigeno de promastigotas no antebrago
do paciente. A reacdo ¢ considerada positiva
quando, na leitura de 48 ou 72 horas detecta-
se enduracdo igual ou superior a 5 mm.'>!® As
reagcdes soroldgicas sdao pouco utilizadas na
LCA, pois pacientes infectados desenvolvem
baixos niveis de resposta humoral. Como
tais anticorpos sdo fracamente detectados, as
reacdes soroldgicas sdo pouco sensiveis. Em

adicado, elas sdo também pouco especificas pela
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ocorréncia de reagdes cruzadas com doenga de

Chagas e leishmaniose visceral.!>!>16

Outro fator que corrobora para interferir
na especificidade dos métodos laboratoriais
tradicionalmente empregados ¢ a diversidade
endémica encontrada nas regides brasileiras.
A identificacdo de espécies de Leishmania
¢ imprescindivel para estudos clinicos e
epidemiologicos, uma vez que a leishmaniose
cutanea e a visceral podem ser prevalentes
numa mesma regido.” Dentro desta perspectiva,
os testes moleculares sdo excelentes para o
diagndstico da LCA, pois além de determinar
a espécie do agente infectante apresenta
alta especificidade e sensibilidade. A reacdo
em cadeia da polimerase (PCR), tanto a
convencional como a em tempo real, por ser
relativamente simples e rapida, quando bem
padronizada, ¢ a que tem sido mais utilizada.
Contudo, ainda hoje a sua utilizagao restringe-se

aos centros especializados.?*!%2

A PCR permite a rapida deteccdo de
Leishmania em flebotomineos e reservatorios.
Pode ser aplicada em uma diversidade de
amostras bioldgicas como vetores, sangue
periférico, aspirado de medula 6ssea, linfonodos
e baco, biopsia de lesdes, amostras fixadas em

formol em blocos de parafina.?28

Diversidade epidemiologica — Distribuicio

mundial

A leishmaniose cutanea esta largamente
distribuida preferencialmente em populagdes
com baixo poder aquisitivo. Atualmente mais
de 98 paises e territorios sdo endémicos para as
leishmanioses. Estima-se que aproximadamente
0,7 a 1,2 milhdes de novos casos de leishmaniose
cutanea ocorrem por ano mundialmente. Cerca

de um tergo dos casos ocorrem preferencialmente

em regides da América Latina, Mediterraneo,
Asia e Africa. Os 10 paises com maior niimero
de casos sdo Afeganistdo, Argélia, Brasil,
Colombia, Costa Rica, Etiopia, Ira, Peru, Sudao
e Siria. A prevaléncia global da leishmaniose
cutanea ¢ de 70 a 75% e est4 associada a ma
nutricdo, problemas de moradia e falhas do
sistema imune do hospedeiro.! A Figura 2
mostra a distribuicdo da leishmaniose cutinea

no mundo em 2013.

r

Fora das Américas ¢é caracterizada por
grandes surtos em cidades com alta densidade
demografica, especialmente em guerras, zonas
de conflito, campos de refugiados e locais de

alta concentrag@o de populagdes imigrantes.' '

Nas Américas, a LCA ¢ endémica e apresenta
variagOes intra e interespecificas como: (i). ciclos
de transmissao; (ii). hospedeiros e vetores; (iii).
manifestagdes clinicas; (iv). respostas a terapia;
e (v). concomitancia de espécies de Leishmania
circulando numa mesma 4rea geografica. Cerca
de 90% dos casos de leishmaniose mucocutanea
ocorrem na Bolivia, Brasil e Peru. Entre 2001 e
2011 foram registrados cerca de 650.000 casos.
A América do Sul concentra o maior niimero
de casos (43,81%), seguida pelos paises que
compdem a Comunidade Andina das nagdes
(40,36%). Os paises pertencentes a América
Central somam 15,73% dos casos, sendo que o

Meéxico registrou 468 casos em 2011.!

Padrées epidemiolégicos brasileiros

Os diferentes padroes epidemiologicos da
LCA no Brasil sdo caracterizados pelos modelos
de transmissao.

No padrdo silvestre a transmissdo ocorre
em regides de vegetacdo primaria envolvendo
animais silvestres. A infec¢do humana pode

ocorrer eventualmente.
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Figura reproduzida com a permissdo de World Health Organization, Geneva, 2015, WHO Leishmaniasis control programme. Annual country reports, 2013, Topic
of neglected tropical diseases. Fact sheet no. 134: http://gamapserver.who.int/mapLibrary/app/searchResults.aspx

Figura 2. Distribui¢@o da leishmaniose cutanea no mundo. Dados de 2013 (Endemicity of cutaneous leishmaniasis,

2013)

No padrdo  silvestre modificado  ou
ocupacional a transmissdo humana ocorre pela
exploracdo de florestas com a derrubada da

vegetacdo primaria.

No padrdo rural a transmissdo ocorre em
areas de colonizacdo antiga. Caracteriza-se por

ser uma zoonose de matas residuais.

No padrao periurbano a transmissao ocorre
em areas de colonizacdo antiga, mas com boa
adaptagao do vetor ao peridomicilio. Neste caso,
a participagdo de animais domesticados como

7

reservatorios € importante, caracterizando-se

por uma zoonose e antroponose. '3

As caracteristicas brasileiras

A teoria amazdnica sobre a expansdo da
LCA no Brasil foi proposta por Marzochi e
Marzochi.? Segundo essa teoria, a LCA surgiu

na regido amazonica ocidental e o processo de
sua dispersdo para outras areas do Brasil ocorreu
entre 1880 e 1912, durante o ciclo econémico
da borracha. Por volta de 1920, a expansdo
seguiu em dire¢do ao Sudeste em decorréncia
da expansdo do cultivo de café. Posteriormente
outros ciclos extrativistas com suas mobilidades
sociais, ocorrido nas décadas de 60, 70, 80 e
90 teriam contribuido para a expansdo da LCA
para varios estados das regides Centro-Oeste,
Sudeste e Sul .6

A hipotese da origem amazonica da LCA
¢ alicercada por meio de estudos moleculares
no parasita, em que foi constatada a
heterogeneidade genética de L. (V.) braziliensis
na regido amazdnica em comparagdo a sua
homogeneidade genética fora desta regido,
sugerindo sua posterior introdugdo, longe de sua

origem e propagacdo clonal.?!
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Assim, no cenario brasileiro, o aumento do
nimero de casos ¢ constante com a ampliagdo
de regides geograficas. Atualmente, a LCA ¢
prevalente em todos os Estados brasileiros, mas
com diferentes perfis epidemioldgicos e padrdes
de transmissdo.?> No periodo de 1990 a 2013,
cerca de 500 mil casos de LCA foram causados
por diferentes espécies como L. (V.) braziliensis,
L. (V) guyanensis, L. (V) lainsoni, L. (V.) naiffi,

L. (V) shawi e L. (L.) amazonenses.>

LCA no Estado de Sao Paulo

A transmissdo da LCA no Estado de Sao
Paulo ocorre desde 1884 e em dois perfis
epidemiologicos, que incluem as areas
residuais florestadas e as regides urbanizadas.
No primeiro, o homem se infecta entrando em
contato com o ciclo enzodtico silvestre. J& no
segundo, a transmissao ocorre no ciclo domiciliar
envolvendo o homem, animais sinantrdpicos e
espécies de flebotomineos que estdo se adaptando
aos ambientes rurais e periurbanos ou em areas
ambiente

com profundas modificagdes no

natural .3+3¢

Inicialmente a transmissao ocorria devido ao
contato entre os vetores e os trabalhadores que
exerciam atividades em regides de mata, como
em construcdes ferrovidrias, em areas proximas
as margens do Rio Tieté. A devastacao florestal
induziu a adaptagdo dos vetores aos diversos
ambientes geograficos, climas e areas urbanas.
Este fato foi propiciado pela co-evolugao da triade
vetor-Leishmania-reservatorio. As mudancgas
ocorridas devido a atividades de agricultura
e pecuaria influenciaram drasticamente a
composi¢do da fauna de flebotomineos no Estado

de Sao Paulo.*

Com o passar dos anos ocorreu a reducao
progressiva da cobertura vegetal do Estado de

Sdo Paulo, aliada principalmente com a expansao
das plantagdes de café no século 19, construcdes
de fazendas, abertura de estradas e ferrovias
em dire¢do ao litoral.”’ Concomitantemente, o
numero de casos da LCA aumentou drasticamente.
Apds varias décadas, o perfil de transmissdo foi
se modificando e, a partir dos anos 70, um novo
quadro epidemioldgico surgiu, com a ocorréncia
de casos esporadicos e micro surtos, comprovando
o perfil de transmissdo extra florestal da LCA.3#
A partir da década de 1980 houve aumento
significativo no numero de casos autdctones, com
ampliacdo da transmissdo de cardter endémico
para novas regides, acometendo individuos
de ambos os sexos, de todas as faixas etarias,
na periferia de centros urbanos. Atualmente,
a transmissdo da LCA tem se manifestado em
todas as faixas etarias e indistintamente entre
os sexos masculino, feminino ou profissao.**-2%36
No periodo de 1998 a 2014 foram notificados
no estado 9.235 casos, sendo 9.084 em pessoas
residentes e, dentre esses, 6.746 casos (74,3%)
com local provavel de infec¢do em um dos
340/645 municipios paulistas.*’

LCA e a urbanizacao

Nas Américas, o ciclo de transmissdo ¢
predominantemente zoonoético, dotado de grande
complexidade devido a uma grande variedade
de espécies de vetores (cerca de 50 espécies de
flebotomineos potencialmente transmissoras).
Estas espécies de vetores sdao adaptadas aos
diversos tipos de clima, padrdes geograficos,
reservatorios

(domésticos e selvagens) e

parasitas. #1230

Dentre as espécies prevalentes nas Américas,
L. (V) braziliensis destaca-se por exibir ampla
distribuicdo com implicagdes importantes na
satde publica. Assim, ocorreu a propagacdo do

parasita do ambiente silvestre para o ciclo urbano
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em espécies de flebotomineos peridomésticas,
refletindo a capacidade de adaptagdo as

mudangas de seus habitats florestais originais.*

O fendmeno da urbanizagdo é considerado
o principal fator de risco para a dissemina-
¢do das leishmanioses.! Tal fendmeno viabili-
zou o processo de colonizacdo de seus vetores
em ambientes onde ocorre a presenga da
fauna sinantropica na periferia das cidades e
em areas com vegetacdo densa. O mecanis-
mo de translocagdo cromossOmica de
L. (V) braziliensis (rearranjo de partes entre
cromossomos nao-homologos) no ambiente
peridoméstico ofereceu maior risco para a ocor-
réncia de zoonoses emergentes.*** Estimativas
sugerem que dentro de 50 anos cerca de cinco
bilhdes de pessoas viverdo nos centros urbanos,
constituindo uma adaptagdo dos vetores com
a evolucao do ambiente urbano. Dentro desse
contexto, ha necessidade dos paises em apri-
morar o servico de vigilancia epidemioldgica
das leishmanioses a fim de desenvolver ac¢des
relevantes de prevencao e controle da doenca,
para que os individuos infectados com LCA
tenham diagndstico, acompanhamento médico e

tratamento adequados.*!

No Estado de Sdo Paulo, o taxon Lutzomyia

intermedia é a espécie mais importante
na transmissdo da LCA e estd presente
preferencialmente em ambientes modificados com
constante presenca no intra ¢ peridomicilio.*#¢-38
Nyssomyia neivai, N. whitmani, N. mingonei ¢
Pintomyia pessoai também foram identificadas

como vetoras.’’

Genoma de Leishmania

O genoma de Leishmania spp esta organiza-
do em dois compartimentos distintos: o nucleo,
que contém o DNA cromossdmico ¢ o cineto-

plasto, que contétm do DNA mitocondrial.?’

O conhecimento do genoma de Leishmania
permitiu um maior entendimento da dindmica
do processo evolutivo, viruléncia e patogénese
do agente.*® A analise molecular no cariotipo de
Leishmania spp apontou polimorfismos ao longo
dos cromossomos e um alto grau de plasticidade
em seu genoma.* Um estudo comparativo entre
os genomas de L. (L.) major, L. (L.) infantum e
L.(V.) braziliensis apontaram grande semelhanga
em conteudo e organizacdo, porém em L. (V)
braziliensis a presenca de retrotransposons ¢
componentes de RNAi permitem maior diversi-
dade nestaespécie.”® L. (V.) braziliensis possui um
genoma de 32 Mb, com 35 cromossomos (unido
entre os cromossomos 20 e 34), com 60,4% de
Guanina-Citocina. Possui 8.314 genes, sendo 49
espécie-especificos, 161 pseudogenes e 33 genes
compartilhados com L. (L.) infantum e 5 com
L. (L.) major.® A formagdo do pseudogene e
a perda de genes sdo os principais fatores que
determinam a diferenciacdo entre os genomas
dessas trés espécies de Leishmania. Apesar de
Leishmania ser consideradaum organismo diploi-
de, pesquisas apontam a ocorréncia de formas
triploides, em consequéncia da troca genética
entre formas promastigotas e o inseto vetor, além
do aumento do niimero de copias de determina-
dos genes, como por exemplo, de alguns genes
envolvidos na resisténcia a drogas.’*” Leishma-
nia pode demonstrar drésticas alteracdes em sua
expressao génica ocasionada por diferentes esti-
mulos externos, permitindo a adaptagdo a novas
situagdes, como, por exemplo, as mudancgas
ocorridas nas diversas fases de seu ciclo biologi-
co ou a migragdo para diversos compartimentos
em diferentes hospedeiros. Apesar da auséncia
de fatores de transcricdo especificos, podem
ocorrer mudangas na expressao génica devido a
fatores como “trans-splicing” alternativo, alte-

racdes no transcriptoma, eventos diferenciais de
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fosforilagdo, mudangas estruturais na cromatina,

dentre outros.”!

A contribuicdo da epidemiologia molecular

Diferentes metodologias moleculares foram
inseridas em estudos epidemioldgicos investi-
gativos sobre as leishmanioses.”> Marcadores
moleculares especificos foram utilizados para
demonstrar diferencas genéticas entre espécies
de Leishmania.* As técnicas de genotipagem
sdo ferramentas que possibilitam a identifica-
¢do de espécies simpatricas ou importadas em
determinada regido, de espécies associadas com
a falha do tratamento, de novos reservatorios e
vetores, de combinagdes génicas entre parasita e

o vetor e de espécies de Leishmania hibridas.

Ahibridizagdo que ocorre em Leishmania pode
ter origem em seu modo de reprodugdo. Além da
propagacdo clonal, estudos relatam reproducao
sexuada de formas promastigotas, com ocasionais
recombinag¢des génicas, anteriormente a fase
de metaciclogénese, no trato gastrointestinal do
inseto vetor.> Portanto, a reprodugdo sexuada em
Leishmania pode contribuir para a diversidade
fenotipica em populac¢des naturais, promovendo,
desta forma, a adaptagdo do parasita a diversas
localizagdes geograficas, vetores e hospedeiros,

incluindo humanos e animais domésticos.>¢>+%

Em relagdo a tipagem de cepas, esses métodos
moleculares podem identificar as fontes do
parasita estabelecendo relagdo ao seu gendtipo,
diferenciar os ciclos de transmissdo, identificar
genoétipos associado com recidivas ao tratamento
e identificar e comparar cepas oriundas de
diferentes hospedeiros.”’*3¢  Patogenos que
produzem diferentes variantes genéticas sdo mais

propensos a infectar multiplos hospedeiros.’>%

Nas ultimas décadas, os estudos evidenciando
o polimorfismo genético de isolados de L. (V)

braziliensis provenientes do vetor e de amostras
clinicas proporcionaram maior entendimento da
epidemiologia molecular da doenga em diversas

regides brasileiras. %3427

O polimorfismo genético de L. (V) braziliensis
foi identificado em isolados provenientes de
pacientes antes e apOs o tratamento, em casos
de reativacdo da doenca e fracasso terapéutico
com antimonial, dentre outros. Este conjunto de
resultados sugere a adaptacao destes parasitas as
mudancas observadas nas condi¢des ambientais
como em mecanismos de resisténcia a tratamento,
a reativagao de lesdes ¢ a diferentes pacientes ¢

regiées'64-68,42,58,61,63

Amostras de L. (V.) braziliensis provenientes
de caes e pacientes infectados e moradores de
diferentes localidades do Estado de Sao Paulo
também apresentam variantes genéticas. O
estudo® foi realizado com auxilio do método
PCR-RFLP
Length Polymorphism”).

molecular de (“Restriction

Fragment Como

ilustracdo, Figura 3 mostra os padroes
genotipicos de L. (V.) braziliensis e como
distribuido no Estado de Sao Paulo. Todos estes
dados analisados em conjunto sugerem que oS
parasitas sofrem modificagdes no repertorio
de minicirculos, provavelmente para que
possam se adaptar a diferentes reservatorios,
ou hospedeiros acidentais, que compdem o
ciclo de transmissdo. Especificamente, diante
do quadro epidemiologico da transmissdo da
LCA no Estado de Sao Paulo, as variagdes
genotipicas exibidas por L. (V.) braziliensis
podem ser justificadas pela necessidade dos
parasitas em adaptar-se as mudancgas no quadro
de transmissdo que originalmente pertencia aos
ambientes florestados. A partir da progressiva
retirada da cobertura vegetal esses parasitas

ampliaram sua capacidade de infectar maior
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diversidade de flebotomineos e reservatorios.
A estreita ligacdo entre areas selvagens com
areas povoadas e urbanas mantém um ciclo
heterogénico de circulacdo de Leishmania.®

Consideracoes finais

No Estado de Sao Paulo, L. (V.) braziliensis
¢ a espécie que apresenta maior diversidade
genética, grande importancia epidemiologica,
predominante nas infec¢des humanas, com
diferentes manifestagdes de formas clinicas.
E transmitida por uma diversidade de espécies
de flebotomineos adaptados ao peridomicilio,
que infectam também animais domésticos
e selvagens nos diferentes ambientes de
transmissao. Devido a urbanizagao de diversas
regides do Estado de Sdo Paulo, bem como
a continua exploracdo do meio ambiente,
os vetores da LCA encontram-se em franca
expansdo, ocasionando sequelas fisicas no
homem. 14,40,42
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Estudos apontam que o material genético de L.
(V.) braziliensis de portadores da LCA apresenta

consideravel plasticidade, demonstrando

polimorfismo nuclear e no cinetoplasto. Tais
mudancas facilitariam a adaptagdo dos parasitas
as alteracdes ambientais e aos modos de
transmissdo, que originalmente pertenciam a
ambientes florestados. A partir da progressiva
retirada da cobertura vegetal, os parasitas
ampliaram sua capacidade de infectar maior
diversidade de flebotomineos e reservatorios.
Assim, no Estado de Sdo Paulo e outras regioes
brasileiras, o ciclo heterogénico de circulagdo de
Leishmania compde uma estreita ligacdo entre

areas selvagens com areas povoadas e urbanas.
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Figura 3. (A): Produtos (de 1-1.2
9 kilo-base) amplificados (por PCR),
“\ de uma regiao do genoma de L. (V)
= braziliensis (denominada de internal
e transcribed spacers), obtidos de
T amostras clinicas (pacientes e caes)
foram digeridos com a enzima de
restricdo Hhal gerando os padrdes de
RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism). Das 52 amostras
clinicas analisadas foram gerados
9 padrdes de restrigdo. Os produtos
digeridos foram analisados em géis
de poliacrilamida a 8% corados pelo
brometo de etidio. MM, Marcador
molecular de 50-pb (pares de base).
(B): Mapa do Estado de Sao Paulo
indicando os municipios estudados
e a distribuicdo geografica dos 9
padroes de L. (V) braziliensis. 1
(vermelho), 2 (amarelo), 3 (verde), 4
(azul), 5 (lilas), 6 (laranja), 7 (rosa),
8 (azul claro) ¢ 9 (cinza).
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