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Resumo

A leishmaniose tegumentar americana, considerada negligenciada €
endémica em muitos paises, inclusive no Brasil. A doenca é caracterizada
por Ulceras e pode ser curada espontaneamente ou apresentar metastases
graves e multilantes na mucosa. As lesdes geralmente progridem para
ulceracbes na auséncia de dor, sugerindo que a infeccéo interfere com a
percepcdo de dor. Nesse projeto avaliamos o limiar de dor com doses
crescentes do parasito utilizando o anestesiémetro eletrénico e o edema de
pata nas lesdes induzidas pela inoculacdo do parasito medido
semanalmente com ajuda de um pletismémetro e com um paquimetro. Os
resultados mostraram aumento na formacdo de edema que foi proporcional
ao aumento da concentracdo do parasito, como também aumento na
intensidade da dor. Avaliamos também a producdo de Oxido nitrico nas
lesbes da pata dos animais inoculadas com o parasito, porém os resultados
preliminares se mostraram negativos. Como conclusdo avaliamos que a
formacdo de edema € acompanhada pelo aumento de dor, porém a
producédo de 6xido nitrico ndo estaria relacionada com a dor e o edema.

FUNDACAO N :
T Gl
A

Secretaria da Ciéncia, Tecnologia
e Ensino Superior




1314 de outubro it g e il
de 2016

Introducao

As leishmanioses sé@o doencas de vasta distribuicdo, porém negligenciadas.
Os protozoarios Leishmania podem produzir diversas formas clinicas, como
a leishmaniose tegumentar americana (LTA). Esta é caracterizada por
Ulceras de fundo granuloso e bordas salientes com possiblidade de
autocicatrizacdo e cura espontdnea ou apresentar metastases graves e
multilantes da mucosa. As lesdes geralmente progridem para ulceracdes na
auséncia de dor, porém a hiperalgesia também foi relatada em humanos e
camundongos. Embora existam publicacbes que relatam a infeccdo de
camundongos com L. amazonensis e L. major (espécies que causam
leishmaniose cutanea), pouco é conhecido sobre a infeccdo com L.
amazonensis e sua relacdo com a nocicepcao. A importancia do 6xido nitrico
(NO) esta bem descrita no controle de leishmaniose, desse modo, este
trabalho objetivou estudar os mecanismos de nocicepcdo induzida pela
Leishmania amazonensis em camundongos BALB/c pela analise do limiar de
dor, formacéo de edema na pata e papel do NO nestes animais.

Materiais e métodos

Os experimentos foram realizados utilizando-se camundongos isogénicos da
linhagem BALB/c machos de 25 a 30 g. Foram utilizados cinco animais por
grupo experimental com ambiente controlado. A Leishmania (L.)
amazonensis (MHOM/BR/73/M2269) utilizada foi isolada de hamsters
infectados experimentalmente e cultivados em meio 199 contendo L-
glutamina, soro bovino fetal, 1% de urina humana e antibi6ticos a 25°C.
Foram usados parasitos na fase estacionaria de crescimento.

Foram inoculados subcutaneamente com 10% a 10° promastigotas de
L. (L.) amazonensis em 40 uL de PBS, na pata direita traseira (coxim plantar
ou dorsal) dos camundongos. Na pata esquerda, contralateral, foi inoculado
0 mesmo volume de PBS. Apo0s a inoculacdo do parasito no dorso das patas
dos camundongos, foi medido o edema. Esta medida foi feita utilizando
pletismdmetro e paguimetro.

Os parasitos foram inoculados subcutaneamente no coxim plantar da
pata direita do camundongo. Um grupo controle, sem inoculacdo do parasito,
foi utilizado. A avaliacgdo da resposta hipernociceptiva foi feita na
Universidade Estadual de Londrina. A técnica consiste em induzir um reflexo
da pata através de uma pressédo exercida por uma ponteira de polipropileno
acoplada a um transdutor de forca que mede a pressao exercida. Os animais

FUNDA ‘o W7 ’
T Gl
A

Secretaria da Ciéncia, Tecnologia
e Ensino Superior




13a 14 de outubro
e

foram testados antes e depois da formacao da lesdo. Os camundongos
foram sacrificados apés os tempos determinados da inoculacdo do parasito.
Os tecidos das patas foram removidos para quantificacdo do NO pelo
método colorimétrico baseado na reacédo de Griess e a absorbéancia lida em
540 nm.

O protocolo dos experimentos foi aprovado junto & Comisséo de Etica
no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringa (Parecer 004/2015-
CEUA) e da Universidade Estadual de Londrina (Parecer 140/2015).

Os resultados foram expressos como média, mais ou menos o desvio
padrdo da média (SEM). Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) seguidos pelo teste de Tukey's. Valores de P <0,05 foram
considerados estatisticamente significante.

Resultados e Discussao

Na figura 1 esta o resultado da medida do aumento no volume da pata
infectada com o parasito subtraido do volume da pata contralateral. Na figura
2 esta demonstrado o resultado da espessura da pata com a ajuda de um
paquimetro.

E possivel observar nos resultados do pletismémetro e do paquimetro
que durante as primeiras semanas ndo houve um aumento no tamanho das
patas infectadas, representando que ainda nao havia sido formado o edema.
J& nas patas infectadas com uma concentragcdo maior do parasito, formam
edema mais rapido e maiores, comparados com as concentracfes menores.

Na figura 3 mostra que na primeira semana da infeccdo a medida da
hiperalgesia foi baixa. O tamanho da lesao foi proporcional a dor medida. O
grupo controle n&o teve aumento de dor, a partir do grupo 10 verificou-se
um aumento na intensidade da dor, mostrando que quanto maior 0 nimero
de parasito inoculado, maior a intensidade da dor ao longo das semanas.
Em concentragcdes maiores, nas 82 e 92 semanas houve diminuicdo da
sensibilidade a dor, o que poderia ser explicado pela destruicdo de
terminacdes nervosas no local.

Os resultados obtidos em um primeiro experimento nao nos
permitiram concluir pela necessaria presenca do NO para a formacao do
edema e da hipernocicepc¢ao, devido ndo se mostrarem presentes durante
0S experimentos.
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Figura 1- Avaliacdo semanal do edema, utilizando
pletismdmetro apods a infecgédo de Leishmania
amazonensis nas diferentes concentragées.

Figura 2- Avaliacdo semanal do edema, utilizando
paquimetro apos a infec¢éo de Leishmania
amazonensis em diferentes concentracoes.
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Figura 3- Hiperalgesia mecanica induzida por L. (L.) amazonensis com concentragdes entre 10° e 10° /mL.

Conclusotes

Concluiu-se que guanto maior a concentracao do parasito, maior o tamanho
da lesdo e do edema e também pelo aumento da sensacao de dor. Porém, a
producdo de oxido nitrico ndo estaria relacionada com a dor e o edema,
necessitando-se repetir o experimento.
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