PIRES, A. S.; BASTOS, R. P.; LIMA, G. M. A. C. Isolamento in vivo e in vitro de Leishmanias a partir de biopsia de
pacientes da regido Centro-Oeste. In: CONGRESSO DE PESQUISA, ENSINO E EXTENSAO DA UFG - CONPEEX,
2., 2006, Goiania. Anais eletronicos do XIV Seminério de Iniciagcdo Cientifica [CD-ROM], Goiania: UFG, 2006.

n.p.

ISOLAMENTO IN VIVO E IN VITRO DE LEISHMANIAS A PARTIR DA BIOPSIA
DE PACIENTES DA REGIAO CENTRO-OESTE.

PIRES, Alause Silva'; BASTOS, Rosidete Pereira®;, Lima, Gloria Maria Araujo
Collet®.
Palavras-chave: Leishmania, Caracterizacé@o Biologica e Molecular.

1. INTRODUCAO

As leishmanioses sao causadas por protozoarios flagelados do género
Leishmania. Apresentam manifestacées que vao desde lesdes cutaneas de
cura espontanea (leishmaniose cutanea localizada) a severa doenca sistémica
(leishmaniose visceral). A elevada incidéncia do numero de casos da doenca
na regidao Centro-Oeste, entre 0os anos de 1997 a 1999, classificou a regiado
como sendo a segunda maior em coeficiente de deteccdo da doenca no pais.
Dentre as espécies encontradas no Brasil a espécie L. (V.) braziliensis é a que
possui maior distribuicdo geografica no pais, incluindo a regido Centro-Oeste
(BARBOSA et al., 1976; GRIMALDI et al., 1987). Nosso trabalho consistiu em
isolar leishmanias a partir de biopsias de pacientes atendidos no Hospital de
Doencas Tropicais de Goiania (HDT), com o intuito de quantificar melhor a
incidéncia da doenca, identificar os isolados quanto a espécie do parasito e
estoca-los para estudo, utilizando camundongos C57BI/6 deficientes para o
IFN-y ou isolamento in vitro. Obtivemos 5 isolados de Leishmania que foram
caracterizados como L. (V.) braziliensis.

2. METODOLOGA

2.1- Pacientes, Camundongos e Parasitos

Os isolados de Leishmania foram obtidos de pacientes da regido Centro-Oeste
atendidos HDT, Goids e inoculados no coxim plantar de camundongos
isogénicos das linhagens C57BIl/6 geneticamente deficientes de Interferon-
gama (IFN-y KO) e BALB/c. Foram isolados parasitos de 5 pacientes aqui
representados pelas suas iniciais e ano de isolamento, sdo eles: UAF5, WSS5,
EFSF6, PLR6 e HPV6.

2.4 - Curva de crescimento in vitro e in vivo

Iniciou-se uma cultura de parasitos em meio Grace Completo com 5 x 10°
parasitos/mL e realizou-se a contagem diaria do numero de parasitos por mL
durante 15 dias. In vivo a concentracéo do inoculo foi de 5 x 10° parasitos em
fase estacionaria por pata (50uL) e, apdés o indculo, acompanhou-se
semanalmente o tamanho das patas desses animais.

2.5 Reacdo em cadeia da polimerase (Polimerase Chain Reaction, PCR) para
identificacdo do subgénero e da espécie.

Foi realizado a extracdo do DNA gendmico e posterior amplificacdo por PCR
em que foram usados iniciadores que amplificam regides conservadas dos
minicirculos do kDNA de Leishmania, produzindo fragmentos de 120 pb para
subgénero Viannia e 116 pb para o subgénero Leishmania.

2.4.4-Infeccdo de células peritoniais de camundongos das linhagens BALB/c e
C57BI/6 IEN-y KO.
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Células peritoniais foram obtidas e plagueadas sobre laminulas de vidro na
concentracdo de 2 x 10° células/ mL e apés 2 h a 35°C e & 5% de CO2 as
células ndo aderentes foram retiradas e adicionou-se 0s parasitos na
concentracdo de 2 x 10° parasitos/mL Ap6s 6h os parasitos extracelulares
foram retirados, o0 meio reposto e as placas re-incubadas por mais 24 h.
Retirou-se as laminulas para a avaliacdo do indice de infeccdo e do
crescimento intracelular das leishmanias apdés a infecgao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtencéo de isolados de Leishmania a partir da bidépsias de pacientes

Dos 12 pacientes atendidos com suspeita de leishmaniose, 4 apresentaram
exames clinicos e laboratoriais negativos, 4 ndo voltaram com 0s exames,
sendo que 3 desses foram positivos para isolamento do parasito in vivo e in
vitro e 0s outros 4 pacientes apresentaram positividade pelos exames clinicos e
laboratoriais, mas apenas 2 desses foram isolados em cultura. Assim das 12
bidpsias processada 5 resultaram em isolados, in vivo e in vitro.

3.2 -Caracterizacao bioldgica das espécies das Leishmanias isoladas

3.2.1- Morfologia das culturas dos isolados

Houve diferencas no tempo de adaptacdo ao meio de cultura que nao
alteraram o aspecto morfolégico das culturas. Todas apresentaram grumos
sélidos e grandes. E possivel que em nosso meio falte algum nutriente e por
iSSO 0s parasitos se mantém grumados ou que esta € a caracteristica das
leishmanias da espécie L. (V) braziliensis. Observamos ainda que a maioria
dos parasitos apresentava uma forma ovalada; formavam grandes rosetas com
um centro denso, dificil de ser desfeita apés forcada e repetida agitacao.

3.2.2 Curva de crescimento in vitro

A fase estacionaria foi alcancada no 4° dia de cultura para os isolados UAF5,
PLR6 e WSS5, no 5° dia para o EFSF6 e no 6° dia para o HPV6, sendo sua
duracdo semelhante para os todos isolados, terminando no 11° dia.

3.2.3 Curva de crescimento in vivo

A infeccdo nos camundongos BALB/c, na maioria dos isolados, evoluiu até a
5% — 6% semanas, regredindo apds esse periodo; exceto para o isolado PLR6
que foi até a 3° semana. Os camundongos C57BI/6 IFNy KO inoculados foram
sacrificados quando a lesdo abriu, sendo na 52 semana de infeccdo para os
isolados PLR6, na 62 semana para UAF5 HPV6 e EFSF6; e na 102 semana
para WSS5. A infeccdo com Leishmania mostrou ser mais agressiva em
camundongos C57BI/6 deficientes em IFNy do que em camundongos BALB/c
selvagens, sendo que nos ultimos a citocina interferon-gama faz parte dos
mecanismos de defesa contra a infeccdo por L. (V.) braziliensis (Titus et al.
1998).

3.2.4 Avaliacdo Histopatoldgica

A avaliacao histopatoldgica da pata infectada e do linfondo popliteo drenante
de camundongos C57BI/6 IFN-y KO infectados com um dos isolados mostrou a
regido da derme com muitas formas amastigotas de leishmania no intersticio e
com intenso infiltrado inflamatorio difuso composto de macréfagos com essas
formas amastigotas no seu interior. No corte histologico do linfonodo observou-
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se a auséncia de foliculos que se deve a hiperplasia do 6érgdo que ocorreu em
funcé@o de um processo inflamatorio.

3.2.5 Células peritoniais de camundongos das linhagens C57BI/6 IFN-y KO e
BALB/c sédo infectados pelos diferentes isolados.

Houve uma maior aderénica de células peritoniais de camundongos C57BI/6
IFN-y KO que as de camundongos BALB/c as laminulas, sendo que nos dois
casos houve alta infectividade das células, o que levou a um grande numero de
células rompidas.

3.3 Caracterizacdo Molecular das espécies das Leishmanias isoladas

No PCR dos 5 isolados observou-se os produtos amplificados com cerca de
120 pares de bases que caracterizam os subgéneros Viannia e Leishmania. Na
restricdo, foram visualizados os fragmentos de DNA tratados com a enzima
Hae Il identificando todos os isolados pertenciam ao subgénero Viannia. Para
confirmar a espécie foram utilizados iniciadores especificos para a espécie de
L. (V.) braziliensis. Todos os isolados do subgénero Viannia obtidos pertencem
a espécie L. (V.) braziliensis).

4. CONCLUSOES

e E possivel isolar e cultivar L. (V.) braziliensis a partir de biopsia de
pacientes tanto in vivo quanto in vitro, sendo a espécie L. (V.)
braziliensis a mais comum dentre os pacientes com LTA na regiao
Centro-Oeste.

e A citocina IFNy € importante no controle da infecgéo por L. (V.)
braziliensis.
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