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RESUMO

Descrevemos o isolamento ocasional de uma Leishmania do sangue periférico de um pacien-
te chagdsico cronico em Goids, durante a tentativa de isolamento do T. cruzi em meio LIT.
O estudo taxondémico dela sugere tratar-se de uma nova espécie, ou no minimo uma sub-

espécie do grupo da Leishmania Gasparvianai.

INTRODUCAO

Das Leishmanias ocorrentes no No-
vo Mundo résponséveis por Leishmaniose
tegumentar: cutanea ou cutineo-mucosa,
presumia-se que em Goids ocorresse a L.
brasiliensis brasiliensis em fungdo dos
numerosos casos de espindia observa-
dos(1) e também a L. b. guayanensis ou
até a L. panamensis em virtude de aspec-
tos clinicos com tlceras miultiplas ou
“pean-bois” verificados em razodvel nu-
mero de pacientes. A partir de 1975 se ve-
rificou, inicialmente, em doentes do Cen-
tro-Oeste e logo depois da Regido Norte,

individuos com formas clinicas sui-gene-
ris, que nos induziu ao estudo mais siste-
matizado do ponto de vista taxondmico,
o que nos levou, durante a ocorréncia de
um surto epidémico na Fazenda Santo
Antonio-MT (12) a suspeitar da existén-
cia de uma provivel nova espécie de
Leishmania (7), o que veio a se confirmar
mais recentemente, pelo isolamento de
mais 9 amostras desta mesma espécie, que
foram estudadas sob os diversos aspectos
da sistemdtica (8, 10) e que se encontra
em fase de publicagdo com o nome de L.
Gasparvianai. Por outro lado, a consta-
tagdo em um dos casos de espuindia do
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isolamento de Leishmania identificada
sob aspecto bioldgico — infecgdo experi-
mental em animais, cultura, métodos en-
zimdtico (Zimodema) e anticorpos mo-
noclonais como Leishmania mexicana a-
mazonensis (9) tornou-se evidente tam-
bém a existéncia desta espécie entre nds
0 que encontra respaldo no recente acha-
do de Lutzomya flaviscutellatus no Mu-
nicipio de Cavalcante (11).

Esses aspectos da epidemiologia da
leishmaniose em Goids deveu-se i execu-
¢30 de um estudo sistematizado das
Leishmanias isoladas, o que vem se inten-
sificando de 1980 para ci.

Este programa de trabalho, visando
o conhecimento das espécies, de leish-
manias ocorrentes em Goids vem se reali-
zando, tentando-se o isolamento e iden-
tificagdo das leishmanias através de seus
caracteres biologicos: como curvas de
crescimento em diversos meios, infectivi-
dade para animais de laboratério (hamster
e camundongos), comportamento clinico
em hamster, exigéncias culturais — como
facilidade do isolamento e velocidace do

crescimento em meios ‘‘estandartizados”
como NNN e RQ (2, 6) sensibilidade ‘‘in
vitro” a drogas (4, 5), aspectos imuno-
l6gicos relacionados as cepas ou espicies
conhecidas; aspecto de seu estudo bio-
quimico como andlise do zimodema com
6 enzimas e algumas vezes do esquizode-
ma com 3 enzimas, estudo KDNA e anti-
corpos monoclonais, bem como localiza-
¢do no tubo digestivo do vetor e prnci-
palmente aspecto clinico da doenga nos
pacientes em que sdo isolados os pa-asi-
tos, bem como comportamento frente aos
macrofagos peritoneais de camundon;os.
Aspectos todos estes que sdo, em pate,
estudados com ajuda e intercimbio devi-
rios Centros de Pesquisa, no Brasil e Ex-

terior, sem o que se tornaria impossivel
este trabalho.

“Pari passu” ao desenvolvimento
deste trabalho acima referido, ocorria em
nosso laboratdrio a tentativa também do
isolamento de 7. cruzi em pacientes cha-
gasicos de formas clinicas conhecidas, na
fase cronica da doenga, apds tratamento
da doenga com quimioterdpicos, como
controle de cura, ou em pacientes sorolo-
gicamente positivos, de fase aguda desco-
nhecida.

Ocorreu que em uma série consecu-
tiva de 250 pacientes chagdsicos, de um
deles, isolamos tripanosomatideo do san-
gue periférico que identificamos pelos
parametros acima descritos como uma
possivel nova espécie de leishmania en-
contrada em Goids, este o motivo desta
comunicagdo.

MATERIAL E METODOS

Consta a casuistica de uma Leish-
mania sp isolada no 209 dia, do sangue
periférico de um paciente chagasico, de
forma cardiaca, na sua fase cronica, oli-
gossintomdtica compensada, em que se
buscava isolar o 7. cruzi em meio LIT,
usando dezesseis tubos com Sml de meio,
inoculados com sangue venoso colhidos
com EDTA e que foram incubados a
280C (3). Apods o isolamento, em qua-
tro, dos dezesseis tubos, a leishmania foi
mantida em dois tubos de LIT e os pro-
mastigotas foram semeados em meio RQ
— novo meio desenvolvido em nosso labo-
ratério (2, 6) e no meio 199 mais SFB a
30%, a partir de 2 meses do isolamento,
tdo logo se estabilizou. Foi também ino-
culada em dois hamsters e dois camms-
dongos “Swiss star”, por vias subcutanea
e intraperitoneal, 2 e 1 més respectiva-
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mente, apdés o isolamento, e posterior-
mente em varias oportunidades, em seis
hamsters e dez camundongos da mesma
linhagem.

Também realizamos curvas de cres-
cimento em meios RQ e 199 mais SFB a
30%, durante a fase de adaptagdo da leish-
mania e ap6s a adaptagao em meios LIT e

RQ.

Do seu estudo bioldgico constou a
verificagdo da transformagdo de promas-
tigota em amastigota, em meios de cul-
tura acelular RPMI a 320C e 350C bem
como no meio 199 mais SFB a 30% as
mesmas temperaturas, bem como meio
RQ mais soro de galinha, a 350C e RQ
mais soro de pato, bem como RPMI mais
soro de galinha a 20%.

As formas amastigotas de 6 dias,
mantidas em RPMI foram postas a tem-
peratura de 260C apds esse tempo em trés
meios RPMI, RQ e 199 mais SFB a 30%.

Também foi tentado a infec¢do do
macréfago do sangue periférico de um ho-
mem sadio e um leishmaniético e de ma-
créfagos de peritoneo de camundongos,
em culturas de 2 dias, tanto em tubo ca-
pilar, livres, como fixados em laminu-
las, que foi a usada.

As culturas de macréfagos de peri-
téneo de camundongos foram infectados
com inéculos conhecidos, da ordem 7 a 8
x 10°¢ parasitas por ml, das leishmanias
L. Gasparvianai — Spp. nev. (amostras

Heleno e Isaac), L. mexicana amazonen-
sis, cultura recente de paciente com
forma de leishmaniose cutanea difusa —e
provavelmente de L. brasiliensis brasilien-
sis (amostra Hildeu), visando observar o
comportamento dessas leishmanias nes-
sas culturas a partir de 24 horas até 72
horas, (o miximo que conseguimos man-
ter os macr6fagos em boas condigdes com
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a técnica usada em dissecador e produgdo
de Co2 por chama). Verificamos a fagoci-
tose, qualitativamente, a reprodugdo in-
tracelular e sua velocidade; apds experi-
mento preliminar que demonstrou boa re-
produtibilidade do método.

Submetemos esta leishmania *“in vi-
tro” a agdo de derivados imidazolicos,
glucantime e anfotericina B, tanto os pro-
mastigotas quanto as “‘amastigoides” para
testar sua susceptibilidade as drogas e
também a submetemos a a¢do de antifin-
gicos, normalmente, usados para puuificar
nossas culturas de leishmanias — o tiaben-
dazol e o bicromato de potissio, visando
verificar sua tolerancia e comprometi-
mento através de curvas de crescimento ¢
pelo uso do parasita como elemento fi-
gurado nas reagdes de 1F1 (imunofluores-
céncia indireta).

O estudo imunolégico constou ini-
cialmente em se verificar a comunidade
antigénica com outras leishmanias conhe-
cidas através de reagdes de imunodifusdo
em gel e pela imunofluorescéncia indireta.

RESULTADOS:
De nossa observagdo pessoal verifi-
camos que dos animais inicialmente infec-

tados em nosso laboratério — um hamster
e um camundongo, morreram sem serem

examinados microscopicamente, ao 70.
e 80. més de inoculados, respectiva-
mente, macroscopicamente apresentavam

estarem sadios. Dos dois animais res-
tantes sacrificados apés um ano de inocu-

lagdo, aproximadamente, 10.02.83, o ca-
mundongo apresentava sinais de doenga
— pélo arrepiado, protusfo abdominal,
inapeténcia e palidez; ao ser aberto apre-
sentava liquido na cavidade peritoneal es-
casso, um tumor cistico de “‘sangue’ sub-
diafragmdtico e um tumor sélido esbran-
quicado, tinha questiondvel aumento de
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bago e figado. Foram colhidos para exa-
me direto e histoldgico, o figado, bago,
pulmdes, rins, intestinos e as massas tu-
morais.

Das impressdes, em laminas, do tu-
mor hemitico, coradas pelo Giemsa veri-
ficou-se elementos “tripanosomicos”,
trés ou quatro, em uma das impressoes
em lamina, identificados como promas-
tigotas —FIG. 1, cortes histolégicos co-
rados pelo HE dos tumores e de todas as
visceras exaustivamente examinados fo-
ram negativos para parasitos — os teci-
dos dos tumores ndo foram identificados

w
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e ndo houve sinais importantes inflamaté-
rios ou de qualquer natureza ao nivel das
visceras, sendo discretos infiltrados infla-
matérios inespecificos e hiperplasia do
SRE no figado e bago.

Os subinéculos das visceras — fy.
gado e bago, contudo, em meios NNN,
LIT, 199 mais SFB e RQ, foram positivos
no 119 dia no LIT e RQ. (Fig. 2)

Todas as tentativas de infecgdo com
promastigotas provindos da cepa “‘pri-
ceps”, quanto do reisolado do tumor he-
matico e figado do camundongo foram
sempre negativos.

FIG. 1 — Formas de
promastigotas
encontradas em
cisto
intraperitoneal
de camundongo
— 1 ano apés a
infecgdo de
Leishmania M.

-

FIG. 2 — Formas grosseiras de promastigotas em cultivo de Leishmania M.
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O crescimento da leishmania foi a-
bundante em LIT desde o isolamento, te-
ve um bom crescimento no RQ e cresci-
mento abundante, O6timo também, no
meio 199 mais SFB (10 a 30%); quando
na fase de adapta¢fo obtivemos seu cres-
cimento maximo — 62 x 10* no RQ e
102 x 10* no meio 199 mais SFB a 30%
no 159 dia; e quando adaptada no 219 re-
pique teve seu crescimento maximo 2 x
10¢ em ambos os meios no 59 dia. Pos-
teriormente, apGs sucessivos repiques, no
699, obtivemos 0 maximo crescimento no
89 dia, 9 x 107 nomeio LIT e 5 x 10" no
meio RQ.

Obtivemos transformagdo de forma
promastigota de Leishmania M(misterio-
sa) para amastigota em meios RPMI mais
SFB e 199 mais SFB de ordem de 90 a
100% no 49 e 59 dias respectivamente; a
320C e a 350C. Obtivemos transformagao
de 92 e 98% de promastigota para amasti-
gota no meio RQ e RPMI mais soro de ga-
linha ou de pato a 20% no 59 dia de in-

cubaggo. (Fig. 3)

As culturas de amastigotas de 6 dias
em RPMI a 320C colocadas a temperatu-
ra, mais baixa: 260C, em trés meios RPMI
— com 3 dias apresentavam promastigo-
tas lentos, com 6 dias poucos e lentos;
RQ — com 3 dias viam-se promastigotas
ativos, com 6 dias muito abundantes e
ativos, o mesmo ocorrendo no meio 199
mais SFB a 30% que também apresenta-
vam promastigotas ativos e abundantes.

A tentativa de infec¢do de macré-
fagos humanos de dois pacientes: um sa-
dio e um leishmaniético falharam.

Ao contrdrio, culturas de macro-
fagos de peritoneo de camundongos ade-
ridos em laminulas observados até 72 ho-
ras infectaram-se. Culturas de macréfagos
expostos a Leishmania M (misteriosa) ob-
servados de 24 a 72 horas, mostraram-se
suscetiveis de infec¢do, mas apresentaram
no maximo dois amastigotas no seu inte-
rior — de cada 100 macr6fagos contados,
80% estavam infectados e houve um indi-
ce de 95 amastigotas para 100 macrofa-
gos (Fig. 4). Esses dados quando compa-

FIG. 3 — Formas amastigotas e esferomastigota de cultivo em RQ + Soro de Galinha no 4o. dia
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rados com Leishmanias de outras espé-
cies, por exemplo, 4 cepa Hildzu, tido
como L. brasiliensis (ainda ndo tipifica-
da), mostrava no mesmo pericdo 364
amastigotas para 100 macréfagos; a cepa
de L. mexicana amazonensis demonstra-
va intensa capacidade de fagocitose e mul-
tiplicagdo intracelular, enquanto que as
cepas Heleno e Isaac, da L. Gaspervianai,
s6 se observou a infecgdo de 1 =m 100
macréfagos. (Fig. 5A, Be 6).

Os testes realizados com drgas “in
vitro” visando observar sua sensibiidade a

FIG. 4 — Leishmania M em cultura de
macréfagos de camundongos. Observar
o tamanho de amastigota

diversos firmacos, demonstrou o seguin-
te: observou-se resisténcia aparente ‘‘in
vitro” para o Glucantimé nas concentra-
¢Oes de 5 p: g/ml para a forma promastigo-
ta e até 0,6251 g/ml para amastigotas;
respostas discretas ao ketoconazol sim-
ples e melhor para o ketoconazol hidroli-
zado, enquanto a Anfotericina B foi ativa
para ambas as formas até 0,001u g/ml (4,
5).

) Respostas ao estudo imunol6gico
realizados em soro de 11 pacientes de
leishmaniose tegumentar usando como
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FIG. SA — Leishmania de espécie ndo determinada Hildeu, supostamente brasiliensis, nos
macrofagos de camundongos

FIG. 5B — Leishmania da cepa “Heleno-Isac” — L. gasparvianai spp nov. Observar a presenga de
grandes vacuolos, como os descritos na Leishmania mexicana amazonensis.

FIG. 6 — Macréfago de Leishmania mexicana. Comparar
com os macréfagos 5B e com L. M Fig. 4
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elemento figurado a Leishmania M (mis-
teriosa), crescidos em dois meios diferen-
tes o LIT, no qual a Leishmania M (mis-
teriosa) foi isolada e o meio RQ — mos-
trou reagdes praticamente idénticas que
variaram de 1/20 e 1/320; com o antige-
no da Leishmania Gasparvianai spp. nov
(8) os titulos foram ligeiramente maiores
em uma dilui¢do, variando de 1/80 a
1/640); com antigeno de L. donovani os
titulos foram iguais ao da Leishmania M
(misteriosa) crescidos respectivamente em
LIT ou RQ.

A andlise de 10 soros de calazar
contra antigenos de Leishmania donova-
ni, Leishmania M (misteriosa e Leishma-
nia Gasparvianai (nova espécie) crescidos
em LIT ou RQ, demonstrou titulos mais
elevados em uma diluigdo com o antige-

no homélogo.
O estudo de 8 soros de pacientes

com leishmaniose tegumentar e de 8 soros
de pacientes com calazar contra antigeno
solavel de Leishmania M (misteriosa) —
foram negativos com os soros de leishma-
niose tegumentar na imunoprecipitagio
em gel de agarose a 1%; dos 8, de calazar,
4 foram positivos neste teste inclusive 2
que haviam sido negativos na reagdo ie
imunoflucrescéncia.

Das amostras de leishmania encami-
nhadas para outros pesquisadores sé rece-
bemos ressosta por escrito da UnB — (U-
niversidade de Brasilia), do Dr. Air Co-
lombo, que nos informou: a) ser a Leisa-
mania classificada como suprapylaria pe o
teste realizado com Lutzomya longipalgis
(flebotomos alimentados através de men-
brana); b) ndo ter infectado hamster e :)
pela caracteriza¢do com anticorpos mon -
clonais sex negativo para Leishmania bre-
siliensis brasiliensis, Leishmania brasiliea-
sis e Leisimania mexicana amazonens#:;

Dr. Zilton Andrade em comunicagdo pes-
soal relatou que o protozodrio ndo infec-
tou animal e que crescia abundantemente
em meios de cultura; Dr. Gabriel Grimaldi
confirmou os dados do Dr. Air Colombo
quanto aos anticorpos monoclonais em
relagdo ds leishmanias conhecidas, mas
supde que se trate de Leishmania Gas-
parvianai, pelo exame de anticorpos mo-
noclonais; os Drs. Laison e Dr. Shaw men-
cionaram o estranho desenvolvimento do
parasita em meios de cultura, crescendo
rapidamente e confirmaram os dados re-
lativos a diferengas com as leishmanias co-
nhecidas em relagdo aos antigenos mono-
clonais e estudo enzimdtico, sugeriram até
a hipétese de se tratar de outro género.
Nio conseguiram também infec¢do de
animais de laboratério.

Ainda quanto ao aspecto puramen-
te morfolégico todos foram unanimes em
achar a leishmania muito grande tanto na
sua forma promastigota quanto a forma
amastigota. O Professor Leonidas Deane,
visitando nosso laboratério teve oportu-
nidade de vé-la e teve a impressdo de que
a mesma lhe pareceu “maior mesmo do
que a L. Euriettii”.

DISCUSSAO

Por tudo que foi feito e dito a
Leishmania M (misteriosa) (HOM-BR-82-
M) ndo me pareceu ser idéntica A Leish-
mania Gasparvianai, pois ela foi isolada
do sangue, em um homem sem nenhum
sinal clinico de Leishmaniose, cujo o uni-
co dado epidemioldgico relacionado a
leishmaniose foi a coincidéncia de ter um
cao doente em sua Fazenda a €poca do
isolamento, enquanto a Leishmania Gas-
parvianai, ocorreu em paciente de lesao
cutdnea ou cutdneo-mucosa, com isola-
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mento da lesdo. A Leishmania Gasparvia-
nai, nunca infectou animal de laboraté-
110 em varios experimentos realizados por
nds mesmos, Prof. Zilton Andrade e seu
grupo na Bahia; Prof. Air Colombo e seu
grupo em Brasilia; Prof. Laison e cols. em
Manaus, enquanto que a Leishmania M
(misteriosa) apresentou uma infec¢do
criptica (sem formas de amastigotas nos
tecidos) em camundongos na la. inocula-
¢do, embora, aparentemente apresentasse
perda da sua infectividade jd na 2a. pas-
sagem. Além do mais, morfologicamente
« diferencia da Leishmania Gasparvianai,

por apresentar uma forma amastigota
bem maior, penetrar com muito maior
avidez os macrofagos de camundongos,
crescer exuberantemente nos meios de
cultura. A andlise de anticorpos monoclo-
nais e estudo enzimdtico segundo Laison,
comunica¢do pessoal, mostrou ndo haver
identidade com nenhuma leishmania co-
nhecida, enquanto que a informagdo obti-
da de Gabriel Grimaldi sugere que a mes-
ma seja provavelmente idéntica a Leish-
mania Gasparvianai. Voltando ao aspecto
morfoldgico, Laison de inicio aventou até
a possibilidade de se tratar de tripanoso-

QUADRO 1
QUADRO SINOPTICO RELATIVO AOS DADOS TAXONOMICOS DA
LEISHMANIA M

A — Isolada de sangue periférico de paciente sem leishmaniose (chagdsico cronico da

forma cardiaca compensada).

B — Ocorrente em zona endémica de chagas com casos ocasionais de Leishmaniose te-

gumentar.

C — Isolado em meio LIT — 209 dia — Cresce bem, praticamente, em todos os meios

usados.

D — Em fungdo da temperatura 320 a 350 C e fatores existentes no SFB — soro de ga-
linha e soro de pato, apresenta forma amastigota precocemente (2 a 5 dias)em
alta percentagem até 100%, nos meios LIT, RQ, RPMI e 199.

E — Retorna facilmente a forma flagelada quando colocada a 260C em meio liquido,

LIT fresco.

F — E fagocitada por macréfago do peritoneo de camundongos em proporgdo de 95/
100, ndo se replicando com facilidade, apenas 2 parasitas, no maximo, por ma-

créfago.

G — Demonstra certa identidade antigénica para com as leishmanias patogénicas para o
homem, mais préxima do complexo Donovani.

H — Nao infecta hamster — infectou camundongo Balb/c produzindo lesdo tardia (1
ano) em que ndo se encontrou amastigota no tecido, raros promastigotas em um
cisto — mas foi capaz de ser recuperada no 110. dia em cultivo. Cultivos no pa-

togénicos a partir do 1o. sub-inéculo.

I — Anticorpos monoclonais incompativeis com os de todas as leishmanias do Velho e
Novo Mundo. as préximos a Leishmania Gasparvianai.

J — Zimodema caracteristico.

K — Ao teste com o vetor Lutzomya longipalpis agrupa-se no grupo Suprapilaria.
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matideo de género diferente da Leishma-
nia, com o que alids ndo concordamos.
Iistudos relativos aos antigenos policlo-
nais revelou que os mesmos apresentam
fragoes comuns com leishmanias induto-
ras de doenga cutaneo-mucosa, tanto
quanto de leishmanias causadoras de
doenga visceral, em ambos, muitas vezes
produzindo respostas com titulos maiores
do que os obtidos com os antigenos ho-
mologos.

Como a Leishmania Gasparvianai, a
Leishmania M (misteriosa) difere por to-
dos os pardmetros taxonémicos conheci-
dos das outras leishmanias do Novo e Ve-
lho Mundo.

A Leishmania M (misteriosa) s6 foi
infectante quando recém-isolada, produ-
zindo infecgdo em camundongo, anémala,
onde se encontra promastigota no teci-
do. Mesmo na auséncia de formas amasti-
gotas ou qualquer outra nos tecidos, se
obteve cultura a partir desta primo infec-
¢do criptica.

Fato que ndo se reproduziu apos vd-
rias tentativas, parecendo que o parasita
perdeu sua patogenicidade.

No vetor, por infec¢do experimen-
tal foi colocada no grupo Suprapylara.
Quadro 1.

SUMMARY

An occasional isolation of a Leish-
mania is described from peripheral bloed
of chronic chagasic patient of Goiaz, du-
ring a tentative of isolation of 7. cruzi in
LIT medium. Its taxonomic study sig-
gests to treat of a new species, or at lea:t,
a sub-species of the Leishmania Gaspcr-
vianai group.
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