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Resumo

No Brasil, a Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é causada por Leishmania infantum e os
cdes tem sido considerados como os principais responsaveis pela dispersdo da doenca. A
LVC pode se manifestar com diferentes formas clinicas, variando desde uma infeccdo de
carater assintomatico até uma forma sintomatica grave, a qual na maioria das vezes culmina
com a morte dos animais. O presente estudo empregou ferramentas biotecnoldgicas para
avaliar caracteristicas bioldgicas, bioguimicas e genéticas em dez cepas de Leishmania spp.
isoladas de cdes naturalmente infectados, portadores de diferentes formas clinicas
(assintomatica ou sintomatica) da LVC, buscando identificar fenétipos de viruléncia e
patogenicidade. Todos os isolados obtidos foram submetidos as seguintes avaliagdes: (i)
comportamento em meio de cultivo (LIT); (ii) infectividade e patogenicidade mediante
infeccdo experimental no modelo hamster (Mesocricetus auratus); (iii) analise bioquimica
por meio de perfil de isoenzimas; (iv) identificacdo da espécie de Leishmania por PCR-
RFLP; (v) RAPD-PCR para identificacdo de possiveis polimorfismos genéticos. Os
resultados demonstram que os isolados de Leishmania obtidos de cdes com ambas formas
clinicas, apresentam fenotipos de crescimento diferenciados. Apesar da baixa taxa de
infectividade obtida pela infeccdo experimental em hamster, foi possivel selecionar dois
isolados (I-3 e 1-8), com diferentes potencias de infectividade quando comparados aos
demais isolados e a cepa de referéncia L. infantum (MHOM/BR/74/PP75). As analises dos
perfis enziméticos (G6PD, IDH, GDH, MDH, ME e 6PGD), demonstraram que 0s isolados
obtidos tanto de cédes sintomaticos como assintomaticos apresentam padrdes similares em
relacdo ao nimero e migracdo das bandas eletroforética quando comparados com a cepa de
referéncia de L. infantum. A PCR-RFLP demonstrou que nove isolados apresentaram perfil
idéntico ao observado para cepa de referéncia de L. infantum, enquanto um isolado
apresentou perfil semelhante ao da espécie L. amazonensis. Com o intuito de identificar
caracteristicas genéticas entre os isolados, que pudessem ser associadas com as formas
clinicas da LVC foi empregada a técnica de PCR-RAPD. Os resultados obtidos permitiram a
construcdo de um fenograma consenso gerado pelos iniciadores (M13-40F, QG1, L15995,
K7, P53-1), demonstraram que maioria dos isolados apresentavam perfil genético
semelhante ao da cepa de referéncia de L. infantum, sem diferengas significativas entre
isolados obtidos de cdes sintomaticos e assintomaticos. O conjunto de resultados obtidos no
presente estudo vem contribuindo para um melhor entendimento das caracteristicas
bioldgicas, bioguimicas e genéticas de cepas de L. infantum oriundas de cdes naturalmente

infectados, portadores de diferentes formas clinicas da LVC.
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Abstract

In Brazil, Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) is caused by Leishmania infantum
parasites and infected dogs have been the ones responsible for the spread of the
disease in large Brazilian cities. CVL manifests itself as a broad clinical spectrum
ranging from asymptomatic infection to patent severe disease, which mostly
culminates on death. The main goal of this work was the employment of
biotechnological tools to evaluate biochemical and genetic profiles of ten Leishmania
spp. strains, isolated from naturally-infected dogs presenting the asymptomatic and
symptomatic clinical forms of the disease. Our major focus was the identification of
phenotypes associated to virulence and pathogenicity. To accomplish this goal all
isolates underwent the following assessments: (i) evaluation of parasite growth in
culture medium (LIT); (ii) measurement of parasite infectivity and pathogenicity in
the hamster model; (iii) determination of the iso-enzymatic profile; (iv) PCR-RFLP
for species identification, and (v) RAPD-PCR for identification of possible genetic
polymorphisms. Our results revealed that all isolates from both asymptomatic and
symptomatic groups exhibited different in vitro growth curves. Despite the low rate
of infectivity in the experimental hamster model of infection, we have selected two
strains (I-3 and 1-8) with differing potential for infection when compared to the
reference L. infantum (MHOM/BR/74/PP75) and to other isolates. Analyses of the
enzymatic systems (G6PD, IDH, GDH, MDH, ME and 6PGD) employed herein
demonstrated that the isolates from symptomatic and asymptomatic dogs presented
similar patterns in respect to the number of bands and electrophoretic profile when
compared to the L. infantum reference strain. The PCR- RFLP technique revealed
that nine out of ten isolates presented a RFLP profile identical to the L. infantum
reference strain. For the remaining isolate, a RFLP profile similar to the L.
amazonensis species was obtained. At last, RAPD-PCR analyses of the isolates
enabled the construction of a consensus phenetic tree generated using five primers
(M13-40F, QG1, L15995, K7, P53-1). In this experiment we demonstrated that most
isolates displayed genetic profiles similar to the L. infantum reference strain, with no
meaningful distinction between the isolates from symptomatic and asymptomatic
dogs. The data obtained in this study have contributed to a better understanding of
the biological, biochemical and genetic profiles of L. infantum strains isolated from
naturally-infected dogs with different clinical forms of CVL.
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As leishmanioses constituem um grupo de doengas causadas por parasitos
protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, pertencentes ao
género Leishmania (Ross, 1903; Lainson & Shaw, 1987). Neste sentido, s&o
consideradas um conjunto de sindromes complexas e multifacetada, que apresentam um
amplo espectro de formas clinicas que podem se manifestar através de lesbes ulceradas
na pele, inflamacéo destrutiva na mucosa ou infec¢do visceral disseminada para 6rgaos
linfoides (Nylen & Sacks, 2007).

As leishmanioses sdo endémicas nos continentes africano, asiaticos, europeu e
americano, com ocorréncia em areas de clima temperado e tropical. A estimativa anual
de incidéncia da doenca, no mundo, € de aproximadamente 1,5 a 2 milhGes de casos,
com mais de 350 milhdes de pessoas expostas ao risco de infecgdo (Croft et al., 2001,

Desjeux, 2004). A leishmaniose visceral (LV) forma mais grave da doenga, ocorre
mais especificamente em 65 paises, sendo que 90% dos casos afetam populacdes
pobres que residem em &reas rurais ou suburbanas de paises como: Bangladesh, india,
Nepal, Suddo e Brasil (Desjeux, 2004).

Os fatores que influenciam a prevaléncia e a forma da doenca incluem a espécie do
parasito, 0 inseto vetor, reservatérios e hospedeiros bem como a elevada diversidade de
ecossistemas (Lainson & Shaw, 1987). As leishmanioses sdo transmitidas pela picada
vetores pertencente a ordem Diptera, familia Psychodidae (Martins et al., 1978),
pertencentes aos géneros Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo
(World Heallth Organization — WHO, 2003). Os agentes etioldgicos sdo representados
por aproximadamente 20 espécies de parasitos do género Leishmania. No novo mundo,
a leishmaniose pode se manifestar na forma cuténea causada pelas espécies dos Sub-
Géneros Viannia e Leishmania. A forma visceral da doenga é causada principalmente
pela espécie Leishmania (Leishmania) infantum considerada por muitos pesquisadores
sinonimia de Leishmania (Leishmania) chagasi, devido as semelhancas bioquimicas e
genéticas (Mauricio et al., 2000, Lukes et al., 2007). Esses autores sugeriram que estas
espécies possam ser apenas uma, que foi provavelmente introduzida em nosso
continente por colonizadores europeus. Atualmente o Organizacdo Mundial de Saude
ja considera apenas duas espécies neste subgénero (L. (L.) donovani e
L. (L.) infantum) (WHO, 2010a; 2010b).

Ao analisar o conjunto de 20 espécies de parasitos do género Leishmania, que

podem ser consideradas agentes etiologicos de diversas manifestacGes clinicas das
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leishmanioses, é possivel identificar uma série de reservatorios primarios dentre
mamiferos silvestres, como roedores, raposas, gambés, canideos, edentados, primatas
(Ashford, 1996; Gramiccia & Gradoni, 2005). Contudo, devido ao crescente processo
de domiciliacdo do ciclo zoondtico, animais sinantropicos e domésticos tem assumido
importante papel como reservatorios do parasito, dentre os quais se destaca o cdo
(Canis familiaris) no contexto da LV (Palatinik-de-Souza et al., 2001; Solano-Gallego
et al., 2001; Dantas-Torres & Brandao-Filho, 2006; Quinnell et al., 2009).

Muitas espécies de Leishmania isoladas de hospedeiros vertebrados e invertebrados
tém sido descritas e caracterizadas na literatura por meio de estudos que abordam
aspectos clinicos, epidemioldgicos e relacionados as caracteristicas e comportamento
biolégicos do parasito (Lainson & Shaw, 1987, 1988). Recentemente, 0s métodos
bioquimicos, moleculares e imunoldgicos tém sido amplamente utilizados como
ferramentas adicionais aos estudos filogenéticos; e contribuiram de forma significativa
na confirmacdo de muitas espécies, inclusdo e/exclusdo de outras (Grimaldi et al.,
1991; Thomaz-Sccol et al., 1993; Cupolillo et al., 1994, 1995; Botilde et al., 2006;
Routureau et al., 2006; Da Silva et al., 2010; Schonian et al., 2010).

A caracterizacdo das espécies causadoras das leishmanioses é um fator de suma
importancia para realizacdo de um diagnéstico e um progndstico correto da doenca.
Além disto, a filogenia moderna calcada em pilares da biologia molecular, bioquimica
e genética de populacdo de parasitos tem influenciado em diversas decisdes que
abrangem aspectos relacionados a epidemiologia, tratamento e medidas de controle da
doenca (susceptibilidade e resisténcia a drogas); além de contribuir para um melhor
entendimento da relagdo parasito-hospedeiro (Tibayrenc & Ayala, 2002; Oliviera et al.,
2005; Silva et al., 2005; Andrade et al., 2006; Schonian et al., 2010).

Considerando que (i) o ciclo epidemiolégico rural e urbano da leishmaniose visceral
no Brasil apresenta carater zoonotico; e que (ii) o cdo como principal reservatorio
domeéstico do parasito, principalmente para a espécie responsavel pela forma visceral
da doenga (L. infantum); este trabalho teve como objetivo caracterizar isolados de
Leishmania spp oriundos de cdes portadores de diferentes formas clinicas da
leishmaniose visceral canina (LVC). Para alcancar este objetivo foram usados métodos
bioldgicos como a avaliacdo de curvas de crescimento do parasito em meio de cultura e
capacidade de infeccdo e multiplicacdo do parasito in vivo; além de técnicas
isoenzimatica e moleculares para identificar cepas com diferentes padrdes genéticos

(de viruléncia e patogenicidade), tentando associa-las com a evolucdo clinica na LVC.
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No presente estudo, serd utilizada a denominagdo de L. infantum para o agente
etiologico da LV, considerando que nenhum encontro oficial de taxonomistas foi ainda
realizado com intuito de oficializar novas propostas de nomenclatura desta espécie e
seguindo as diretrizes do ultimo manual da Organizagdo Mundial de Saude (OMS)

(Shaw, 2006; WHO, 2010b).
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2.1 - As Leishmanioses

As leishmanioses séo consideradas umas das principais doencas negligenciadas no
mundo e constituem um complexo de doencas parasitarias que afeta cerca de 12
milhdes de pessoas em todo o planeta (Desjeux, 2004). As diferentes manifestacdes
clinicas da doenca sdo devidas principalmente as diferentes espécies do parasito e 0
estado imunoldgico do hospedeiro.

De acordo com a OMS as leishmanioses podem ser organizadas em quatro grupos
clinicos: leishmaniose cutanea (LC), cutéanea difusa (LCD), mucocutanea (LMC) e
visceral (LV). A LC é considerada de baixa gravidade, sendo caracterizada pela
formacdo de dlceras unicas ou mdaltiplas que freqientemente apresentam cura
espontanea. A LCD é caracterizada por lesdes difusas ndo ulceradas por toda a pele,
sendo mais frequente em individuos com comprometimento da resposta imune celular.
A gravidade desta forma deve-se a lesGes disseminadas e dificuldade no tratamento. A
LMC pode causar extensiva destruicdo da cavidade nasal-oral e faringiana com lesdes
desfigurantes. A forma mais grave é a LV, caracterizada por febre alta, perda de peso,
hepatoesplenomegalia, linfoadenopatia e anemia (Alencar & Neves, 1982; Desjeux,
2004; WHO, 2010b).

Atualmente, a coinfeccdo Leishmania e HIV (Human Imunodeficiency Virus) tem
sido descrita como um grande problema de salde publica que requer uma atencao
imediata, pois pacientes coinfectados, principalmente os acometidos pela forma
visceral, apresentam recidivas que culminam geralmente com o O6bito (Alvar et al.,
2008; Ezra et al., 2010).

Nos ultimos anos, o tratamento das leishmanioses vem sendo realizado com
antimoniais pentavalentes: antimoniato de N-metil glucamina-Glucantime® e
stibogluconato de sddio-Pentostan®, que sdo os medicamentos de primeira escolha
para 0 tratamento. Como tratamentos alternativos no Brasil, sdo utilizadas a
anfotericina B e suas formulagcfes lipossomais (anfotericina B - lipossomal e
anfotericina B - dispersdo coloidal), as pentamidinas (sulafto e mesilato) e
imunomoduladores (Gontijo & Melo 2004; Moore & Lockwood, 2010; Murray, 2010).
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2.2 - Leishmaniose Visceral (LV)

Dentre as diversas manifestacGes clinicas das leishmanioses, grande destaque é
dado para a forma visceral. A LV é uma doenca cronica grave, potencialmente fatal
para 0 homem, cuja letalidade pode alcancar 10% quando ndo se institui o tratamento
adequado (Gontijo & Melo 2004). Trabalho realizado por Desjeux (2004) relata que
59.000 pessoas morrem anualmente de LV sendo, 35.000 homens e 24.000 mulheres.

No Brasil, entre os anos de 1980 e 2005 foram registrados cerca de 59 mil casos de
leishmaniose visceral (Maia-Elkhoury et al., 2008). Inicialmente, no Brasil, a LV era
concentrada em areas rurais pobres da regido nordeste do pais. Entretanto, desde 1980
os padrdes epidemiolégicos da doenca tém sido modificados e a LV passou a ocorrer
em grandes centros urbanos como Belo Horizonte, Campo Grande, Natal entre outras
(Jeronimo et al., 1994; Profeta-da-luz et al., 2001; Oliveira et al., 2006). Inumeros
fatores contribuem para 0 aumento da LV em grandes centros urbanos, dentre o0s quais
se destacam o desmatamento, a migracdo populacional de &reas rurais endémicas para
0s centros urbanos, as precarias condi¢es socioeconémicas em areas de vilas e
favelas, com articulacdo dessas areas com o ambiente rural, adaptacdo do vetor ao
ambiente doméstico, mudancas climaticas, selecdo de cepas resistentes aos farmacos
de escolha para o tratamento e a subnutricdo (Reithinger & Davies, 2002; Desjeux,
2004; Cardenas et al., 2008).

Estudos recentes tém demonstrado que o aumento da LV nos grandes centros tem
forte relacdo com a participacdo de animais do peridomicilio no ciclo de transmisséo
da doenca, pois 0 inseto vetor passou a utilizar estes animais como recurso para
obtencédo de alimento. Desta maneira, animais como o cdo, vém assumindo importante

papel no ciclo epidemioldgico da LV (Baneth et al., 2008).

2.3 - Leishmaniose Visceral Canina (LVC)

Vérias espécies de mamiferos naturalmente infectados por parasitos do género
Leishmania foram descritos na literatura, contudo, em &reas endémicas, 0s cdes sdo
considerados 0s principais reservatorios para a leishmaniose visceral humana (LVH)
(Palatinik-de-Souza et al., 2001; Werneck et al., 2006; Maia-Elkhoury et al., 2008). Na

literatura cientifica, diversos estudos tém demonstrado que cdes podem ser naturalmente
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infectados por diferentes espécies de Leishmania, tais como L. (L.) major (Elbihari et
al.,, 1987), Leishmania (Leishmania) amazonensis (Tolezano et al.,, 2007),
L. (L.) infatum (Palatinik-de-Souza et al., 2001; Solano-Gallego et al., 2001; Dantas-
Torres & Branddo Filho, 2006; Quinell et al., 2009), L. (V.) braziliensis (Aguilar et al.,
1989; Madeira et al., 2006; Castro et al., 2007).

No Brasil, a prevaléncia da forma visceral da doenca em cdes, conhecida por LVC,
em areas endémicas, varia de aproximadamente de 9% a 18% (Franca-Silva et al., 2003;
Malaquias et al., 2006).

Durante o desenvolvimento da histéria natural da LVC é observado o aparecimento
de diversos sinais clinicos que incluem: lesbes de pele (dermatites exfoliativas e
ulceracgdes), opacificacdo do pélo, linfoadenopatia local ou generalizada, perda de peso,
anorexia, anemia, conjuntivites, diarréia, onicogrifose, apatia, caquexia, paresia dos
membros posteriores e falhas renais, que na maioria das vezes culminam com a morte
do cdo (Mancianti et al.,1988; Pumarola et al.,1991; Solano-Gallego et al., 2001;
Giunchetti et al., 2006; Reis et al., 2006; Baneth et al., 2008; Reis et al., 2009). Os
sinais clinicos associados LVVC podem aparecer de forma progressiva, onde animais que
apresentam de 1 a 3 sinais clinicos (e.x. linfoadenopatia, perda de peso moderada,
opacificacdo do pélo) sdo considerados como oligossintomaticos, animais que
apresentam mais de 3 sinais clinicos (e.x. anorexia, onicogrifose, ceratoconjuntivite,
paresia dos membros posteriores) sdo ditos como sintomaticos e em alguns casos, 0s
animais que ndo apresentam sinais clinicos evidentes, sdo denominados de
assintométicos (Mancianti et al.,1988). Alguns destes sinais clinicos da leishmaniose

visceral canina podem ser visualizados na Figura 1.
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TRENDS in Parasitology

Figura 1: Manifestac@es clinicas de cdes sintomaticos para leishmaniose: (a) ceratoconjuntivite com
dermatite periocular, (b) lesdo facial da pele com dermatite exfoliativa multifocal, (c) epistasia, (d)
onicogrifose, (e) lesdo de ponta de orelha (Baneth et al., 2008).

Um ponto importante a ser considerado € que, tanto animais sintomaticos quanto
assintomaticos pode ser fonte de infeccdo para o inseto vetor, permitindo a transmissao
do parasito para 0 homem e para outros vertebrados (Molina et al., 1994). A maioria
dos focos de LVH no Brasil estd intimamente relacionada as areas onde se encontram
altos indices de soroprevaléncia canina. Desse modo, esses animais sdo considerados o
principal reservatorio urbano do parasito, apresentando uma posi¢do de destaque na
cadeia epidemioldgica devido a sua proximidade com o homem, seja no ambiente
domeéstico ou peridoméstico (Moreno & Alvar, 2002; Dantas-Torres & Branddo-Filho,
2006; Giunchetti et al., 2006; Dantas-Torres, 2007; Baneth et al., 2008).
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2.4 - Agente etiologico

O protozoario causador das leishmanioses apresenta um ciclo de vida heteroxénico,
alternado sua forma evolutiva entre o hospedeiro vertebrado e invertebrado. O
hospedeiro invertebrado € representado por insetos vetores pertencente a ordem
Diptera, familia Psychodidae (Martins et al., 1978), pertencentes aos géneros
Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo. No seu ciclo evolutivo
sdo observadas duas formas principais (Figura 2): as promastigotas (1-A), células
flageladas alongadas encontradas no intestino médio do vetor e; amastigotas (1-B),
constituindo-se de células imdveis, ovoéides, com flagelo rudimentar encontradas no
interior de fagdcitos mononucleados de mamiferos, sendo responsaveis pela patologia
da doenca (Bates, 1994).

http://www.susanamendez.com/LeishmaniaFacts/WhatIsLeishmaniasis.html ~ http://www.cambri icine.org/i plain/2011-03#pollfield-102-0

Figura 2: Formas Leishmania spp. : promastigotas (1-A) e amastigotas (1-B).

Os hospedeiros vertebrados sdo representados por mamiferos de diferentes espécies,
abrangendo diversas espécies de roedores, edentados (tatu, tamandua e preguica),
marsupiais (gambas), canideos e primatas (Lainson & Shaw, 1988). A infec¢do do
hospedeiro vertebrado ocorre apos a picada das fémeas de flebotomineos que inoculam
as formas promastigotas metaciclicas (Killick-Kendrick, 1990). Estas sdo fagocitadas
por células do sistema monuclear fagocitario, representadas principalmente pelos
macrofagos e diferenciam-se em formas amastigotas no fagolisossomo (Peters & Sacks,
2006). As amastigotas interiorizadas realizam divisdo binaria e rompem a célula,
podendo reinvadir outros macréfagos, células dendriticas e até mesmo fibroblastos
(Nader & Mcconville, 2008).

Durante novo repasto sanguineo, macrofagos infectados com as formas amastigotas
séo ingeridos pelo vetor. Uma vez transformadas em promastigotas, estas exibem uma
distribuicéo preferencial dentro do trato digestorio do vetor, formando “micro-habitats”

(Lainson & Shaw, 1987). Cerca de 2-5 dias depois, as formas promastigotas prociclicas
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diferenciam-se em metaciclicas, que se desligam do epitélio intestinal. Em seguida,
estas migram em diregdo a porcdo anterior do intestino de onde serdo transmitidas ao
hospedeiro vertebrado durante um novo repasto sanguineo (Descoteaux & Turco, 1999).

Dentro do contexto do ciclo de vida do parasito, 0 mecanismo de reproducao e
geracgdo de diversidade genética do género tem causado nos ultimos vinte anos, amplas
pesquisas e discussdes. Duas hipoOteses tém sido debatidas, onde a primeira tem
colocado que os parasitos apresentam uma reproducéo clonal (teoria clonal) (Tibayrenc
et al., 1993); e a segunda que defende a reproducdo sexual destes parasitos (Akopyants
et al.,, 2009; Rougeron et al., 2010). Apesar das divergéncias e discussdes, 0
entendimento da geracdo de diversidade genética nas populagdes de Leishmania € vital
para a compreensdo dos mecanismos relacionados com epidemiologia, viruléncia,
tropismo tecidual e resisténcia a farmacos.

Desde a primeira descricdo do género Leishmania realizada por Ross em 1903, o
namero de espécies do parasito tem sido variado. Acredita-se que das 30 espécies
conhecidas, cerca de 20 sdo capazes de infectar os seres humanos e diferentes espécies
de animais silvestres e domésticos (Ashford, 2000). Os primeiros estudos que
permitiram a classificacdo e distincdo das espécies pertencentes ao género Leishmania
eram baseados em parametros clinicos, bioldgicos, geograficos e epidemioldgicos, e
posteriormente através de critérios imunoldgicos, isoenzimaticos e moleculares
(Lainson et al., 1987; Schonian et al., 2010).

2.5 — Caracterizacdo do género Leishmania

Atualmente, a classificagdo taxindOmica de Leishmania é feita pela técnica de
Eletroforese de Multilocus Enzimaticos (MLEE) conhecida como isoenzimas, descrita
por Rioux et al. (1990) e considerada padrdo-ouro para a classificacdo. Na década
passada, com desenvolvimento e evolugdo das técnicas do DNA-recombinante,
inimeras sequiéncias de DNA tornaram-se potenciais alvos para estudos de taxonomia e
filogenia. Considerando o género Leishmania, a Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), possibilitou um grande avanco na elaboracdo de testes de diagndsticos ma s
sensiveis, rapidos e eficazes (Lachaud et al., 2002; Gomes et al., 2007). Além disto, as
variagcOes da técnica de PCR, tais como o Polimorfismo dos Fragmentos de Restricdo

(RFLP) e a Amplificagdo Randémica do DNA (RAPD), permitiram distingdo entre as
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diferentes espécies e cepas do parasito (Martinez et al., 2003; Volpini et al., 2004;
Andrade et al., 2006; Botilde et al., 2006; Carvalho et al., 2006; Montalvo et al., 2008;
Quaresma et al., 2009; Hamad et al., 2009; Alimohammadian et al., 2010).

2.5.1 - Caracterizacéo Bioldgica género Leishmania

As primeiras metodologias empregadas na classificacao e identificacdo dos parasitos
do género Leishmania eram baseadas em caracteristicas como manifesta¢des clinicas e
aspectos biolégicos como: o ritmo de crescimento em diferentes meio de cultura, o local
de desenvolvimento do parasito no intestino do inseto vetor, entre outras (Grimaldi &
Tesh, 1993).

Um importante marco para a classificagdo dos parasitos do género Leishmania foi
avaliacdo do desenvolvimento destes no trato digestério do inseto vetor. Lainson &
Shaw nas décadas de 70 e 80 realizaram importantes estudos com base no ciclo
intravetorial que levaram a um rearranjo sistematico na classificacdo. Foram descritas as
regides hipopilaria, peripilaria e suprapilaria onde se dava a reproducdo do parasito no
tubo digestdrio do inseto vetor; e proposta, desta forma, uma nomenclatura trinomial e o
rearranjo das espécies em complexos (Lainson & Shaw, 1972, 1979). Para os parasitos
que se desenvolviam na regido peripilaria foi criado o subgénero Viannia (Lainson &
Shaw, 1977) e posteriormente foi criado o subgénero Leishmania para os parasitas que
se desenvolviam na suprapilaria (Safyanova, 1982). Na regido hipopilaria é encontrado
um género independente, Sauroleishmania, representando os parasitos dos répteis
(Killick-Kendrick et al., 1986).

Trabalhos envolvendo o cultivo in vitro do parasito em variados meios de cultura
bem como a infecgdo in vivo em diferentes modelos experimentais (ex: camundongos,
hamsters e cdo), contribuiram significativamente para entendimento da historia natural
da doenca (Nolan & Herman,1985; Limoncu et al., 1997; Mendez et al., 2001; Garg et
al., 2006; Nogueira et al., 2006). Tendo a LV como a forma mais devastadora das
leishmanioses, inumeros grupos de pesquisas tém buscado cada vez mais por modelos
experimentais que mimetizam a patogénese encontrada nos seres humanos e que
possibilitem a elaboracdo de melhores estratégias de tratamento e prevengdo da doenca.
Entre estes modelos experimentais, camundongos, hamsters e o cdo tém sido
empregados de maneira satisfatoria para compreenséo das leishmanisoes no @mbito da

imunologia, patologia, tratamento e desenvolvimento de vacinas (Garg et al., 2006).
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Modelos murinos para o estudo experimental das leishmanioses tém sido bem
estabelecidos na comunidade cientifica. A dicotomia das respostas imunolégicas Thl e
Th2 foi amplamente estudada em modelos murinos da linhagem C57BL/6 e BALBI/c,
através da infeccdo experimental por diferentes cepas e espécies de Leishmania
(Howard et al., 1980; Murray et al., 1987).

O modelo hamster tem sido empregado como modelo experimental para LV dado a
sua susceptibilidade a infeccdo por L. donovani. A infeccdo experimental neste modelo
leva a0 aumento da carga parasitaria tecidual, principalmente em 6rgdos como o baco e
o figado; caquexia; hepatoesplenomegalia; pancitopenia e hipergamaglobulinemia. Esta
infeccdo reproduziu, de maneira semelhante, as alteracBes clinicas patoldgicas
encontradas no homem (Pearson et al., 1996).

Outro modelo experimental amplamente estudado é o cdo, considerado por alguns
pesquisadores um dos melhores modelos para o estudo da LV no ambito da imunologia
e desenvolvimento de vacinas (Moreno & Alvar, 2002; Molano et al., 2003; Reis et al.,
2009, 2010).

2.5.2 - Analise de Isoenzimas

O termo isoenzima refere-se a um grupo de multiplas formas moleculares de uma
mesma enzima como resultado da existéncia de mais de um gene codificando cada uma
das formas, este termo foi empregado primeiramente em trabalhos publicados por
Hunter & Marketer (1957). A premissa basica adotada ao se utilizar dados enziméticos e
que diferencas na mobilidade de isoenzimas em um campo elétrico sdo resultantes de
diferengas ao nivel de sequéncias de DNA que codificam tais enzimas. Assim, se 0s
padrbes de bandas de dois individuos diferem, assume-se que estas diferencas possuam
base genética (Murphy et al., 1990).

O primeiro estudo, empregando a andlise de isoenzimas em Leishmania, foi realizado
por Gardener et al. (1974). Estes autores analisaram o perfil de mobilidade da enzima
Malato desidrogenase (MDH). Atualmente, a técnica de isoenzimas é considerada o
padrdo-ouro de classificacdo, pois permite a discriminacdo entre cepas e espécies do
género Leishmania. Contudo essa técnica apresenta algumas desvantagens, visto que a
mesma € muito laboriosa e que é necessario obter um elevado nimero de parasitos para

sua realizagéo (Rioux et al., 1990).
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Segundo Godfrey et al. (1976) as cepas de microorganismos que apresentam um
mesmo perfil de isoenzimas formam um zimodema. As classificagfes e distin¢do entre
os diferentes tipos de zimodemas em Leishmania, sdo feitas pelo laboratorio de
referéncia da OMS representado pelo Laboratoire d'Ecologie Médicale et Pathologie
Parasitaire, Montpellier, France, que utilizam cerca de 15 sistemas enziméticos para
classificacdo do género. Esses sistemas sdo: DIA (diaforase), (NADH diaphorase), FH
(fumarato hidratase), G6PD (glicose-6-fostafo desidrogenase), GLUD (glutamato
desidrogenase), GOT1 e GOT2 (glutamato-oxaloacetato transaminase), GPI (glicose-
fosfato-isomerase), IDH (isocitrato desidrogenase), MDH (malato desidrogenase),
ME (enzima malica), MPI (manose-fosfato isomerase), NHI e NHD (nucleoside
hidrolase), 6PGD (6-fosfogluconato desidrogenase) e PGM (fosfoglicomutase) (Lanotte
etal., 1981; Rioux et al., 1990).

O emprego da tecnica de isoenzimas na taxonomia de Leishmania possibilitou a
descoberta de um estimavel grau de diversidade enzimética entre as diferentes espécies
do parasito e uma variabilidade expressivamente menor, ou mesmo ndo detectavel, entre
membros de um mesmo complexo (Kreutzer & Christensen, 1980; Grimaldi et al.,
1991; Tibayrenc, 2009). Segundo a classificacdo dada pelo Laboratoire d'Ecologie
Médicale et Pathologie Parasitaire, a espécie L. infantum, estd inserida dentro do
zimodema denominado de MON-1, que é o principal zimodema que abriga cepas do
parasito que causam leishmaniose visceral tanto o homem como no cdo (Martin-
Sanchez et al., 2004).

Uma das dificuldades do emprego da isoenzimas estda no elevado nimero de
parasitos necessarios para obtencdo do extrato enzimatico. Além disso, varios estudos
tém demonstrando uma baixa eficiéncia dessa técnica em discriminar as cepas dessa
espécie, quando comparadas a outros marcadores genéticos, dificultando muitas vezes o
entendimento de aspectos relacionados a essa doenca. Dentro deste contexto novas
técnicas isoenzimaticas e moleculares para caracterizacdo de Leishmania tém sido
descritas e comparadas de forma sistematica com intuito de se obter um melhor

entendimento deste complexo grupo de organismos (Botilde et al., 2006; Schonian et
al., 2010).
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2.5.3 - Marcadores baseados na reagdo em cadeia pela polimerase
(PCR)

O desenvolvimento da técnica de PCR, descrito por Kary Banks Mullis em 1983,
representou um importante marco para estudos de biologia molecular, pois possibilitou
a sintese in vitro, de grande quantidade de um determinado fragmento de DNA. A PCR
possibilitou enorme progresso nas areas como o diagndstico de doencas, medicina
forense, estudos genéticos entre muitas outras areas da Biologia (Mullis et al., 1986;
1987; 1990).

Nos estudos das leishmanioses, a PCR foi empregada incialmente como um método
rapido e sensivel para diagnostico, sendo empregado para deteccdo do DNA do parasito
em amostras bioldgicas de sangue, baco, pele, linfonodo e medula (Lachaud et al.,
2002; Strauss-Ayali et al., 2004; Gomes et al., 2007).

Em Leishmania muitas sequiéncias de DNA tém sido empregadas como potenciais
alvos para realizacdo do diagnostico, sendo DNA do cinetoplasto ou kDNA, um dos
mais utilizados (Rodgers et al., 1990). De acordo com Rodgers (1990), o kDNA é
constituido por duas moléculas distintas: os minicirculos de cerca de 1 Kb e o0s
maxicirculos com cerca de 36 Kb. Os minicirculos de kDNA sdo 6timos alvos para
técnicas de replicacdo molecular, pois apresentam regifes com grande homologia de
nucleotideos entre as espécies de Leishmania, conhecidas como regido conservada do
minicirculo de kKDNA, que possui aproximadamente 120 pb. Utilizando-se iniciadores
complementares as seqiiéncias conservadas dos minicirculos, é possivel a deteccéo pela
PCR de até 1% do kDNA de 1 parasito do subgénero L. Leishmania sp. (Rodgers et al.,
1990; Degrave et al., 1994; Noyes et al., 1998; Gomes et al., 2008).

Além de ser empregada como um poderoso teste de diagndstico, a PCR possui
variacoes que tem sido amplamente utilizadas para estudos de taxonomia e filogenia de
Leishmania, dentre as quais, grande destaque é dado para Amplificacdo Randémica do
DNA, conhecida como RAPD (Williams et al., 1990), e para as analise de
Polimorfismo dos Fragmentos de Restricdo, denominados de RFLP (Botstein et al.,
1980). O uso de alvo como o0s microssatélites na PCR, tém sido uma poderosa
ferramenta em anélises de genotipagem e distin¢do de cepas de Leishmania que afetam

diferentes hospedeiros em uma mesma area endémica (Montoya et al., 2007).
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2.5.4 - Amplificacdo aleatdria de DNA polimérfico (RAPD)

Uma das técnicas que derivaram da PCR foi a técnica da Amplificagdo Randdémica
do DNA, conhecida como RAPD, foi descrita quase que simultaneamente pelos
pesquisaores Welsh & McClelland e Williams et al, durante a década de 90. Estes
pesquisadores estudaram o emprego desta técnica como um importante marcador
molecular para identificar polimorfismos em uma ampla variedade de organismos.
Segundo Williams a técnica apresenta inimeras vantagens quando comparada a outras,
como por exemplo, a RFLP, pois a mesma permite empregar iniciadores universais que
podem ser utilizados por um amplo grupo de organismos. E um método de baixo custo,
sensivel, rapido, relativamente simples e que revela varios locos dispersos pelo genoma
sem exigir conhecimento prévio da informacao genética de seqliéncias-alvo.

O polimorfismo dos marcadores RAPD ¢é revelado pela amplificacdo de locos
cromossdmicos usando-se iniciadores compostos de sequéncias curtas de
oligonucleotideos (aproximadamente 10). Na reacdo de amplificacdo, estes iniciadores
quando submetidos a condi¢cdes de baixa temperatura de anelamento (37 a 42°C)
produzindo reacdo de baixa especificidade, estes iniciadores hibridizam com sequéncias
genbmicas que Ihes sdo complementares. Essas caracteristicas permitem que o iniciador
se anele em diversos locos, gerando maltiplas bandas no gel (Williams et al., 1990;
Welsh & Mcclelland , 1990). O polimorfismo genético detectado por marcadores RAPD
tem natureza binaria, isto €, o segmento amplificado (banda no gel) estd presente ou
ausente. A técnica de RAPD permite gerar uma grande quantidade de polimorfismos de
segmentos de DNA distribuidos por todo o genoma do organismo sem O prévio
conhecimento das sequéncias alvos (Ferreira & Grattapalia, 1995; Perreira et al., 2008).

Em Leishmania, a PCR-RAPD tem sido empregada como uma técnica valida para
identificar polimorfismos genéticos dentro e entre as diferentes espécies de Leishmania,
servindo como um poderoso marcador molecular nos estudos de taxonomia e filogenia
(Hide et al., 2001; Martinez et al., 2003; Zemanova et al., 2004; Hamad et al., 2009;
Alimohammadian et al., 2010). Trabalho publicado por Carvalho et al. (2006)
demonstrou que a RAPD é uma técnica quer permitiu distinguir diferencas genéticas
entre cepas de Leishmania (Viannia) braziliensis oriundas de diferentes estados do

Brasil, demonstrando que fatores ambientais e geograficos tambem afetam a diversidade
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do parasito e que estes influenciam diretamente os aspectos clinicos e epidemiolégicos
da doenga.

Contudo, a RAPD, apresenta algumas desvantagens em relacdo a outros marcadores
moleculares, entre as quais se destaca a baixa reprodutibilidade e auséncia de
dominéncia, uma vez que 0 mesmo comporta-se como marcador dominante, o que
impossibilita a distingdo entre gendtipos heterozigotos (Clark & Lanigan, 1993;
Hallden et al., 1996; Lopes et al., 2002).

2.5.5 - Polimorfismo por tamanho de fragmento de restricdo (RFLP)

A técnica de RFLP é eficiente na identificacdo de diferentes espécies de Leishmania
(Volpini et al., 2004; Andrade et al., 2006; Quaresma et al., 2009; Ben Abda et al.,
2011). A aplicacdo da PCR-RFLP requer uma pequena quantidade de DNA e permite a
diferenciacdo entre as espécies de Leishmania do Novo Mundo Leishmania
(Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania
(Leishmania) infantum (Andrade et al., 2006).

Na PCR-RFLP, apo6s a amplificacdo de um locus, o amplicon é tratado com uma
endonuclease de restricdo. Se o local de reconhecimento para essa enzima esta presente
no amplicon, dois ou mais fragmentos de restricdo sdo gerados. Assim, a varia¢do da
seqliéncia entre os individuos no local de reconhecimento(s) pode ser detectada por
eletroforese.

Volpini et al. (2004) ao realizar a amplificacdo da regido conservada do minicirculo
do cinetoplasto (MKDNA) que possui 120 pares de base (bp) em diferentes amostra
bioldgicas de Leishmania spp. (obtidas de cultura ou de biopsias de lesdo) e posterior
digestdo pela endonuclease Hae Il1, verificaram diferentes padrbes de restricdo para
cada espécie do parasito. As amostras que ndo apresentavam restri¢do, isto €, matinha
no gel os 120 pb apds a digestdo por Hae Il pertenciam a espécie L. amazonensis. Por
outro lado, as amostras que apresentavam perfil de restricdo de tamanhos de 80 e 40 pb
pertenciam a espécie L. braziliensis e por fim as amostras que possuiam fragmentos de
120, 80, 60 e 40 pb pertenciam a espécie L. infantum. Esses resultados demonstram que
a PCR-RFLP pode ser usado como uma técnica rapida, pratica e segura para
identificacdo de espécies de Leishmania em diferentes amostras bioldgicas.
Hajjaran et al. (2011) avaliando amostras obtidas de pacientes com leishmaniose

cutanea, demonstraram que a PCR-RFLP pode ser utilizada como uma poderosa técnica
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de diagndstico e progndstico uma vez que permiti a identificacdo da espécie do parasito,
possibilitando a prescri¢do do tratamento mais apropriado.

Além de ser uma técnica para identificacdo de espécies de Leishmania, a PCR-RFLP
permite a realizacdo de estudos que visam avaliar a diversidade genética do parasito
isolado em diferentes hospedeiros (homem, céo e flebotomineos) oriundos de diferentes
regides geogréficas (Cortes et al., 2006). Entretanto, a principal desvantagem da
PCR- RFLP estd relacionada a existéncia de mutacdes para o sitio de restricdo
enzimatica. Estas mutacdes podem levar a obtencdo de falsos resultados devido ao

ganho ou perda nos fragmentos de restricdo (Perreira et al., 2008).

18



3 - Justificativa



Braga, S.L. Justificativa

A LVC no Brasil destaca-se como um importante problema de salude publica,
principalmente pelo crescente processo de urbanizagéo da doenga. Considerando o cao
como principal reservatorio e mantenedor do parasito, torna-se fundamental a busca
por novas estratégias, que permitam (i) caracterizar os isolados de Leishmania spp
oriundos de cées naturalmente infectados, bem como (ii) identificar biomarcadores por
meio de parametros moleculares e isoenziméaticos que possam estar correlacionados
com fatores de viruléncia e patogenicidade. Neste trabalho foram utilizadas técnicas
bioldgicas, isoenzimaticas e moleculares com intuito de caracterizar isolados de
Leishmania spp. obtidos de cées naturalmente infectados, em diferentes regides do
estado de Minas Gerais - Brasil. Além disso, estas cepas foram estudadas em relagdo
aos seus comportamentos in vitro e in vivo, pois estes sdo fundamentais na
identificacdo de cepas com diferentes padrbes de viruléncia, o que possibilitara a
associacao destas com a evolugdo clinica na LVC. A identificacdo de marcadores
bioldgicos (Biodema) do parasito, como infectividade, tropismo e viruléncia (carga
parasitaria) sdo ferramentas complementares neste processo. Desta forma, a realizacdo
deste trabalho de caracterizacdo bioldgica, isoenzimatica e molecular destes isolados
representa a etapa inicial na selecdo de cepas a serem utilizadas em diferentes
processos biotecnoldgicos tais como: ensaios de testes de resisténcia ou
susceptibilidade a diferentes drogas empregadas no tratamento da LV. Além disto, este
trabalho pretende selecionar cepas que possam ser empregadas em ensaios de

bioprospecc¢do de novos farmacos e de potenciais candidatos vacinais.
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4 - Objetivos

4.1 - Objetivo Geral

Empregar ferramentas biotecnoldgicas para avaliar caracteristicas biologicas,
isoenziméticas e genéticas em isolados de Leishmania spp. obtidos de cées

naturalmente infectados, buscando identificar fenotipos de viruléncia e patogenicidade.

4.2 - Objetivos Especificos

4.2.1 - Selecionar cées portadores de diferentes formas clinicas da Leishmaniose

Visceral Canina (Assintomaticos e Sintomaticos).

4.2.2 - Isolar os parasitos do género Leishmania spp. dos cdes previamente
selecionados.

4.2.3 — Caracterizar molecularmente os isolados por meio de PCR, PCR-RFLP,
PCR-RAPD e isoenzimas.

4.2.4 - Avaliar o comportamento da curva de crescimento das promastigotas dos

isolados em relacdo a cepa padrdo de L. infantum da OMS ;

4.2.5 - Avaliar a infectividade e patogenicidade dos isolados in vivo em hamster

Mesocricetus auratus.
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5.1 - Amostras de referéncia

Como padrdes de espécies de Leishmania, foram utilizadas no presente estudo, trés
amostras de referéncia da OMS que sdo mantidas no criobanco de cepas do
Laboratorio de Imunopatologia (LIMP) do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias
Biologicas - Universidade Federal de Ouro Preto. Na Tabela 1 estdo listadas as

espécies de Leishmania utilizadas no presente estudo.

Tabela 1: Amostras de referéncia de Leishmania spp. utilizadas no presente estudo

Amostras de referéncia Cadigo internacional
Leishmania (Leishmania) amazonensis MHOM/BR/73/M2269
Leishmania (Viannia) braziliensis MHOM/BR/1975/M2903
Leishmania (Leishmania) infantum MHOM/BR/1974/PP75

5.2 - Selecdo dos cdes naturalmente infectados por Leishmania spp.

Para realizacdo deste estudo, foram utilizados 44 cées naturalmente infectados por
Leishmania spp, sendo que 39 animais oriundos no Centro de Controle de Zoonoses
(CC2Z) da cidade de Governador Valadares - MG e os demais procedentes pelo CCZ da
cidade de Itabirito - MG. Todos 0s animais apresentavam resultado positivo para o teste
de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Os cdes foram avaliados clinicamente por um
veterinario responsavel e agrupados pela forma clinica (sintomatica ou assintomatica)

seguindo os parametros descritos por Mancianti et al. (1988).

5.3 - Caracteristicas das areas de onde foram obtidos os cées portadores de
LVvC

A cidade de Governador Valadares, esta localizada na regido do Vale do Rio Doce
(18°51'01" S, 41°56'18" W), com cerca de 263.000 habitantes. E uma regio de clima
quente e umido, pertencente ao bioma de Mata Atlantica, com poucas variacdes de
temperatura durante o ano (média de 25,6°C). O periodo de chuvas concentra-se nos
meses de Dezembro a Maio, e 0 periodo seca ocorre entre 0s meses de Junho a

Novembro. Nos ultimos anos, a cidade vem registrando aumentos nos casos de
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leishmaniose, tanto em humanos como em animais domesticos. Neste contexto,
Governador Valadares vem assumindo status de uma area endémica para leishmaniose,
principalmente para a LVC (Malaquias et al., 2006).

Situada no quadrilatero ferrifero de Minas Gerais (20° 15' 12" S, 43° 48' 05" W) , a
cidade de Itabirito, possui cerca de 45.000 habitantes, e esta localizada a 45 Km da
cidade de Belo Horizonte (area endémica para leishmaniose visceral). A cidade esta
inserida no bioma de Mata Atlantica, possuindo clima tropical de altitude com invernos
secos e verdes brandos. Sua temperatura média maxima é de 26°C e a minima de 16°C,
sendo a média compensada de 21,0°C. Em relacdo as leishmanioses, segundo dados
publicados no Observatorio de Saude de Minas Gerais, em Itabirito, do ano de 2001 a
2006 foram confirmados 48 casos de leishmaniose em humanos, sendo 29 casos de
LTA e 19 casos de LV.

5.4 - Isolamento dos parasitos

ApOs o0s cdes passarem por uma rigorosa avaliacdo clinica, realizada pelo
veterinario responsavel, foram agrupados em dois grupos clinicos: (a) cées
assintomaticos animais que ndo apresentavam sinais clinicos associados a LVC e (B)
cdes sintomaticos que apresentavam mais de 3 sinais clinicos associados a LVC.

Para realizar o isolamento dos parasitos foi realizada a puncdo de medula conforme
metodologia descrita por Penny et al. (1970). Antes de iniciar os procedimentos de
anestesia para a puncdo foi administrado 0,044 mg/Kg de atropina (Fagra®,
Farmagricola S A., Brasil), por via subcutanea, com o objetivo de minimizar os efeitos
colaterais relacionados a depressdo cardiorrespiratéria do sedativo. Ap6s 10 minutos,
os animais foram tranquilizados com Cloridrato de Xilasina 2%, (Anasedan®,
Vetbrands, Brasil), na dosagem de 0,1 mL/Kg de peso por via intravenosa. Apos cerca
de 2 minutos, foi administrado o anestésico geral Tiopental Sodico diluido a 2,5%
(Thiopentax®, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Brasil) em solucdo
salina estéril (NaCl 0,85%), e aplicado na dose de 0,3 mL/Kg de peso por via
intravenosa. Constatado o estado de anestesia geral, o cdo foi posicionado sentado para
a coleta no esterno ou em decubito lateral para a coleta na crista da tibia e ap6s a
tricotomina e anti-sepsia local (Polivinil Pirrolidona lodo 10% -PVPI Topico).
Posteriormente, com auxilio de agulha 18G 40x12 acoplada em uma seringa
descartavel (BD Plastipak®, Becton Dickinson Ltda, Brasil) de 20 mL, foi posicionada

verticalmente na extremidade inferior do esterno ou na crista da tibia e, por meio de
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movimentos rotatorios, foi exercida uma pressdo até atingir a cavidade medular e
posteriormente, procedeu-se a aspiracdo do material medular. Um volume méaximo de
0,5 mL de medula 6ssea foi aspirado por coleta. Imediatamente, apos a retirada da
agulha, uma a duas gotas do aspirado de sangue medular foi transferido para tubos de
vidro contendo 3 mL do meio de cultura NNN/LIT proximo ao bico de Busen para
evitar contaminagédo. Para cada animal foram feitos 3 tubos previamente identificados.

Os tubos foram armazenados em estufa bioldgica refrigerada BOD (FANEM®
modelo 347), a temperatura de 23°C + 1°C e ap0s 7 dias. Apos este periodo as culturas
foram avaliadas através da confecgdo de duas laminas por em microscopia Optica a fim
de se identificar a presenca de formas promastigotas do parasito. Apos analise das
laminas, foi retirado 1 mL do meio de cada tubo e repassado para um novo tubo
contendo 3 mL do meio de cultura NNN/LIT e ap6s 7 dias foi feita uma nova avaliacao
no microscopio. Esse procedimento foi repetido mais duas vezes sendo que ao final de
trés “repiques”, sem o achado dos parasitos, as culturas eram descartadas e considerado
isolamento negativo.

Para aumentar as chances de isolamento de parasitos, apos a pungdo de medula
Ossea, também foi realizada a coleta de amostras de figado e baco dos animais.
Imediatamente apds a puncdo de medula, os animais foram anestesiados com Tiopental
Sodico diluido a 2,5% (Thiopentax®, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos
Ltda, Brasil) sendo administrado 25 mg/Kg por via endovenosa. Apds inducdo de
anestesia geral, foi realizada a eutandsia através da administracdo por via endovenosa
de 15 mL de cloreto de potassio 15% (KCI). Atestado o 6bito, foram iniciados entdo 0s
procedimentos de necropsia para retirada de fragmentos de figado e bago para tentativa
de isolamento em meio NNN/LIT.

As amostras de figado e baco foram coletadas utilizando l&minas de bisturi
descartaveis individuais para cada tecido. A partir de cada amostra de tecido coletado,
fragmentos de figado e baco em pedacos de aproximadamente 1 cm? foram colocados
em tubo de vidro contendo 3 mL do meio de cultura NNN/LIT, préximo ao bico de
Busen para evitar contaminagdo. Para cada animal foram feitos 3 tubos de cada tecido
previamente identificado. O procedimento para avaliacdo do isolamento nestes dois
tecidos foi semelhante ao descrito para a tentativa de isolamento por aspirado de

medula.
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5.5 - Preparacao das massas para ensaios isoenzimaticos e moleculares

As cepas isoladas de cdes naturalmente infectados e as cepas de referéncia foram
expandidas em meio LIT em estufa bioldgica refrigerada BOD (FANEM® modelo
347), a temperatura de 23°C + 1°C. Os parasitos foram cultivados por 7 dias, sendo
homogeneizados diariamente, para obtencdo de massa Umida com aproximadamente
1 x 10" parasitos que foram empregados na analise de isoenzimas e de biologia
molecular.

O numero de parasitos foi expandido por meio de repiques sucessivos em tubos de
vidro de 3 mL e posteriormente em Erlenmeyers de 25 mL, 50 mL e 500 mL,
respectivamente, para a obtencao final de 1 x 10%° células/cepa. Apés o sétimo dia do
ultimo repique uma aliquota de 20 pL de cada cepa foi removida em capela de fluxo
laminar para realizacdo da contagem em Camara de Neubauer. Apos a contagem e
verificacdo do niimero de parasitos desejados (1 x 10 %), as culturas foram transferidas
para tubos de 50 mL (Falcon®, Becton Dickinson, EUA), que foram submetidos a
centrifugacdo em 3.800g, durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o
sedimento suspenso em solucdo PBS estéril pH 7,2. As células foram lavadas e
centrifugados por 3 vezes (3.800g, durante 10 minutos a 4°C) em solugédo de PBS. A
massa Umida obtida foi estocada em freezer sob temperatura -70°C, até 0 momento do
uso. Todas as massas imidas armazenadas se encontravam na quarta “passagem” apds

o isolamento.

5.6 - Comportamento em meio de cultura - curvas de crescimento

As curvas de crescimento in vitro foram realizadas a partir de um inoculo padréo de
1 x 10" parasitos/mL dos isolados oriundos de cées naturalmente infectados, bem como
da cepa de referéncia de Leishmania infantum (MHOM/BR/1974/PP75) em meio LIT
acrescido de 10% de soro bovino fetal. As curvas de crescimento foram realizadas
através de contagem automéatica no Auto Hematology Analyzer (BC-2800Vet,
MINDRAY), diariamente (0-20 dias). A contagem foi realizada em triplicata e os

resultados expressos na contagem diéria média.
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5.7 - Infeccdo experimental em hamster Mesocricetus auratus

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
UFOP, OFICIO CEP N° 009/2009 e os procedimentos utilizados neste estudo estdo de
acordo com os principios éticos estabelecidos pelo codigo Brasileiro de Experimentagédo
Animal (COBEA).

No estudo de infecgdo in vivo foi utilizada formas promastigotas de L. infantum, da
cepa de referéncia da OMS (MHOM/BR/1974/PP75). As cepas isoladas de cées
naturalmente infectados em meio NNN/LIT foram utilizadas para infeccdo experimental
em hamster Mesocricetus auratus, com intuito de se avaliar o perfil de viruléncia e
patogenicidade pelo pardmetro carga parasitaria, em dois 6rgdos alvos da infeccéo (baco
e figado).

Para a obtencdo das formas promastigotas em fase estacionaria de crescimento as
culturas foram expandidas a partir de um inoculo inicial de 10 mL de meio LIT
contendo entre 10” a 10® promastigotas/mL de L. infantum em crescimento logaritmico,
adicionadas a 40 mL de meio de cultura NNN/LIT, distribuidos sob condicdes estéreis
em capela de fluxo laminar (Veco, Campinas, Sdo Paulo, Brasil), sendo mantidas a
temperatura de 23°C + 1°C. Ap0s sete dias do inoculo inicial, foram realizados o
primeiro repique com os isolados, com a anélise da viabilidade e auséncia de agentes
contaminantes com auxilio do microscépio éptico, e distribuidos os 50 mL de cultura
em cinco novos Erlenmeyers nas mesmas condi¢cdes do inoculo inicial (10 mL de
cultura em 40 mL de meio LIT). Ao término dos sete dias, foram obtidos 250 mL da
cultura na concentracdo de 10" a 10° promastigotas/mL. A cultura foi removida em
capela de fluxo laminar e transferida para tubos estéreis de polipropileno de 50 mL
(Falcon®, Becton Dickinson, EUA), que foram submetidos a centrifugagdo a 900 x g
durante 15 minutos em temperatura ambiente. Apds descartar o sobrenadante, o
sedimento de promastigotas foi homogeneizado em solucdo salina estéril (NaCl 0,85%),
e, em seguida, foi realizada a centrifugacdo na mesma condicdo. Este procedimento de
lavagem foi repetido por mais uma vez. Apos as etapas de lavagem, realizou-se a
contagem do nimero de promastigotas, as quais se encontravam em quinta passagem.

Para os inoculos com a cepa MHOM/BR/1974/PP75 e com as obtidas de cées
naturalmente infectados foi utilizada a concentracdo de 1 x 10’ promastigotas de

L. infantum em fase estacionaria de cultura que foram concentradas em volume final de
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500 pL para inoculo via intraperitoneal (IP) em hamster Mesocricetus auratus
(machos).

5.8 — Animais

Os animais utilizados possuiam idade de 12 semanas e peso corporal de
aproximadamente 100g. Os animais foram mantidos no setor de experimentacdo em
hamster do Centro de Ciéncia Animal da Universidade Federal de Ouro Preto
(CCA/UFOP), em temperatura entre 21 a 25° C e alojados em gaiolas apropriadas para a
espécie, forradas com serragem sendo oferecidos diariamente agua e racdo comercial ad
libitum.

Os animais forma divididos em 4 grupos, um grupo de 5 animais representando o
grupo controle ndo infectado, inoculado via IP com solucdo salina estéril (NaCl 0,85%),
outro de 5 animais representando o grupo controle infectado, inoculado via IP com 1 X
10" promastigotas da cepa de referéncia MHOM/BR/1974/PP75. Os outros dois grupos
foram divididos em animais inoculados via IP com 1 x 10" promastigotas L. infantum
obtidas de cdes naturalmente infectados portadores da forma sintomatica da LVC e o
segundo por isolados obtidos de cdes naturalmente infectados portadores da forma

assintomatica da doenca.

5.8.1- Necropsia dos hamsters Mesocricetus auratus e obtencédo do material
bioldgico para avaliacao de carga parasitaria
Apos trés meses da infecgdo experimental foi realizada a necropsia dos animais para
obtencdo de material bioldgico para avaliacdo da viruléncia e patogenicidade das cepas.
Para os procedimentos de eutandsia e necropsia dos hamsters iniciaram ap0s
administracdo de anestésico Tiopental Sodico diluido a 2,5% (Thiopentax®, Cristalia
Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Brasil) na dose de 30 mg/Kg via
intraperitoneal. Depois de atingido o plano anestésico adequado foi administrado uma
dose letal (120 mg/Kg) do mesmo anestesico e constatado a eutandsia iniciados os
procedimentos de necropsia e obtencdo do material biologico. Os animais foram
colocados em decubito dorsal e a cavidade abdominal aberta com auxilio de uma
tesoura cirurgica. Fragmentos de baco e figado foram coletados de forma asséptica e

analisados macroscopicamente levando-se em consideracdes critérios como tamanho e
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presenca de lesdes. Bago e figado foram subdivididos em pequenos fragmentos sendo
estes destinados a confeccdo de esfregacos por aposicdo para avaliagdo da carga

parasitaria.

5.8.2 - Diagnostico Parasitoldgico e avaliacdo da carga parasitaria

Para avaliacdo da carga parasitaria foram realizados esfregacos por aposicdo em
lamina com fragmentos de baco e figado que foram secos em temperatura ambiente e,
em seguida, corados pelo corante panético (Panoético Rapido®, Larboclin, Brasil) e
avaliados por microscopia Optica para identificacdo diagndstica de formas amastigotas.
Nas laminas positivas foram determinadas as cargas parasitarias conforme Reis (2001)
adaptado de Stauber et al. (1958). Os resultados dos indices de parasitismo
correspondem ao nimero de amastigotas/1.000 células nucleadas ou LDU — Leishmania

Donoan Units.

5.9 - Analise do perfil isoenzimatico dos isolados de Leishmania spp.

5.9.1 - Preparo das amostras utilizadas

As massas Umidas de parasito (cepa de referéncia da WHO e dos isolados
analisados no presente estudo) foi descongelada em banho de gelo e submetida a lise
osmotica em estabilizador enzimaético (Ditiotreitol 2,0mM, &cido -aminocaproico
2mM, ditiotreitol 2mM, &cido etilenodiamino tetracético de sédio — EDTA 2mM, pH
7,0 a 4°C), numa relacdo 1;1 (p/v). O lisado permaneceu por 20min no gelo e em
sequida foi centrifugado a 4000rpm durante 15mim a 4°C. O sobrenadante (extrato
enzimatico) foi armazenado em nitrogénio liquido, a -196°C. As isoenzimas foram
separadas por eletroforese horizontal, sob refrigeracdo, em membrana de acetato-
celulose segundo a metodologia de Ben Abderrazk et al (1993). Apo6s a corrida
enzimatica, foi aplicado sobre a membrana o revelador especifico para cada enzima
estuda. Os perfis eletroforéticos obtidos foram fotografados para posterior analise. Os

sistemas enzimaticos utilizados no presente estudo encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2: Sistemas enzimaticos utilizados na anélise de isoenzimas

Enzima Nomenclatura Cédigo da EC*
GPI Glicose-fosfato-isomerase 5.3.19
6 PGD 6-fosfogluconato desidrogenase 1.1.1.44
IDH Isocitrato desidrogenase 1.1.1.42
MDH Malato desidrogenase 1.1.1.37
ME Enzima malica 1.1.1.40
G6PD Glicose-6-fostafo desidrogenase 1.1.1.49
GDH Glutamato desidrogenase 1412

EC* = Comissdo Internacional de Nomenclatura de Enzimas

5.9.2 - Extracdes de DNA das formas promastigotas

A extracdo do DNA para realizacdo das técnicas de PCR foi realizada a partir de
massas Umidas de parasitos obtidos na fase log de crescimento preparadas segundo o

d™ Genomic

item 4.3. Para obtencdo do DNA das amostras o kit de extracdo Wizar
DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA) foi utilizado seguindo as
recomendag0es do fabricante, conforme brevemente descrito a seguir.

As massas de parasitos armazenadas em -80°C foram descongeladas para a retirada
de uma aliquota de 200 pL, a este volume foi adicionado 700 pL de solucdo de lise
celular. Em seguida a amostra foi homogeneizada por 10 minutos e centrifugada a
15.000g por um minuto em microcentrifuga (Eppendorf®- Modelo 5418, NY, USA).
Posteriormente foi descartado o sobrenadante e o precipitado agitado com o auxilio de
vortex (Vision Scientific®, Korea) por 15 segundos. Em seguida foi adicionado 200 pL
de solucdo de lise nuclear e 75uL de solugdo de precipitacdo protéica. Novamente, com
0 auxilio do vortex, a amostra foi homogeneizada por 30 segundos e centrifugada a
15.000g por trés minutos. O sobrenadante foi transferido para outro tubo, onde se
adicionou 200 pL de isopropanol (Merck® Darmstad, Alemanha), em seguida a
amostra foi homogeneizada por aproximadamente 30 segundos. ApOs este
procedimento a amostra foi centrifugada a 15.000g por um minuto, o sobrenadante
descartado e o precipitado novamente levado ao vortex por 15 segundos. Posteriormente
foi acrescentado 200 pL de etanol a 70% (Merck®, Darmstad, Alemanha) sendo a
amostra homogeneizada e centrifugada a 15.000g por um minuto. Em seguida foi
desprezado o sobrenadante e a amostra deixada por 35 a 45 minutos em temperatura
ambiente até total evaporacdo do etanol. Finalmente, foi adicionado 100uL de solugéo
de hidratacdo e as amostras foram mantidas por 24 horas a temperatura ambiente, sendo

periodicamente homogeneizadas. Apos este prazo foram armazenadas em geladeira a
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4°C até 0 momento da andlise da qualidade do DNA extraido e inicio da reacdo de PCR.
5.9.3 - Controles para PCR, PCR-RFLP e RAPD-PCR

Foram usados como controles positivos amostras de DNAs padrdes obtidos de cepas
referéncia de L. (L.) infantum (MHOM/BR/1974/PP75), L. (V.) braziliensis
(MHOM/BR/1975/M2903), L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/73/M2269). Estas cepas
sdo provenientes do criobanco do Laboratorio de Imunopatologia (Instituto de Ciéncias
Exatas e Bioldgicas - Universidade Federal de Ouro Preto). Como controle negativo da
reacao foi usado um tubo que continha todos os componentes, exceto DNA.

5.9.4 - Andlise do DNA

Para averiguar a qualidade da extracdo foram realizadas eletroforeses em gel de
agarose 1% corados pelo brometo de etidio. A cuba para eletroforese utilizada foi a
GNAZ100 (Pharmacia Biotech®) ligada ao alimentador de forca Live Tecnologies Model
250 (Gibco BRL®) na voltagem de 66V e corrente de 40A por 45 minutos. A
visualizacdo foi realizada com auxilio de um transiluminador de U.V. (UVP-
Transilluminator; Modelo TM-36, USA).

5.9.5 - Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Foi empregado o par de inciadores (150) 5’-GGG (G/T)AG GGG CGT TCT
(G/IC)CG AA-3’ e (152) 5’-(GIC)(G/C)(GIC) (A/IT)CT AT(A/T) TTA CAC CAA CCC
C-3’, direcionados para amplificacdo da regido conservada dos minicirculos de KDNA
de Leishmania (Degrave et al., 1994). A reacdo constituiu de: tampéo 1x (Invitrogen®,
SP, Brazil), 1,5 mM de MgCl,, 2,0 uM de dNTPs, 1,0 pmol de cada iniciador (150 e
152), 0,76 U Tagq DNA polimerase (Fermentas - Sinapse®), 2,5 uL. DNA e H,O Milli Q
totalizando 12,5 pL por pogo da placa (MicroAmp® Fast Optical 96-Well, Applied
Biosystems). As condigdes utilizadas na reacdo de PCR foram: desnaturagéo inicial a
94°C por um minuto, seguida por 40 ciclos a 93°C por 30 segundos, 64°C por 1minuto,
72°C por um minuto e uma extensdo final a 72°C por sete minutos. O equipamento
utilizado foi o termociclador Verit Termal Cycler 96well (Applied Biosystems®,
Califérnia, USA).
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5.9.6 - Andlise dos produtos da PCR

Apbs amplificacdo 5uL do produto obtido foram ressuspendidos em um volume
equivalente de tampé&o da amostra 2X (azul de bromofenol 0,25%, xilenocianol 0,25% e
15% de ficol) e aplicados em gel de poliacrilamida. A corrida eletroforética foi realizada
em gel de poliacrilamida a 8%, a 40mA em TBE (Tris-base a 89mM pH 8,0; acido
borico a 89mM, EDTA a 2mM) em um sistema de cubas preparadas para 20 amostras.
Foi utilizado o marcador de peso molecular de 25 pb (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
Em seguida, os géis foram corados pelo nitrato de prata 0,2% (Santos et al., 1993).

5.9.7 - PCR-RFLP mkDNA

Apbs a realizacdo da PCR, foi realizada a RFLP mkDNA conforme (Volpini et al.,
2004). Resumidamente, 5uL do produto da PCR foi digerido, apds incubacdo por 3
horas a 37°C, por 1 U da enzima Hae IlIl em seu tamp&do de uso 1x (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) e H,O Milli Q totalizando 15 L por poco da placa (MicroAmp®
Fast Optical 96-Well, Applied Biosystems). Os fragmentos de restricdo foram separados
em gel de poliacrilamida a 10%, onde foi aplicado 4 pL do produto restringido em um
volume equivalente de tampdo da amostra 2X (azul de bromofenol 0,25%, xilenocianol
0,25% e 15% de ficol). A corrida eletroforética foi realizada a 40mA em TBE (Tris-base
a 89 mM pH 8,0; acido borico a 89 mM, EDTA a 2 mM). Foi utilizado o marcador de
peso molecular de 25 pb (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Em seguida, os géis foram
corados pelo nitrato de prata 0,2% (Santos et al., 1993). Os fragmentos gerados foram

comparados com cepas padrdes presentes em nosso criobanco.

5.9.8 - RAPD (Amplificacéo aleatoria de DNAs polimorficos)

Para as reacfes de RAPD foi utilizado o DNA extraido da massa Umida de
promastigotas conforme o item 4.3. Na reacdo de amplificacdo foi utilizado o Kit
GOTag® Green Master Mix (Promega, Madison, WI, USA). As reagdes foram
realizadas para um volume final de 10 uml, contendo 5 uml de GOTag® Green Master
Mix, 1 ul de cada primer na concentragdo de 6,4 pmol/uml, 3 uml H,O Milli Q e 1

uml de DNA molde na concentracdo de 3ng/uml. As condi¢Oes utilizadas na reagéo de
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PCR foram: desnaturacdo a 95°C por 5 minutos, dois ciclos de anelamento & 30°C por
2 minutos, a extenséo foi a 72°C por 1 minuto e 30 segundos e 95°C para desnaturacao,
seguido de 33 ciclos com temperatura entre 33°C e 40°C, as reagdes de amplificacdo
foram feitas no termociclador PTC-100 (MJ, Research, Inc). No final do ciclo o passo
de extensdo foi mantido por mais 5 minutos. Os produtos amplificados foram
analisados em gel de poliacrilamida 5%, sendo submetidos a eletroforese por
aproximadamente 4 horas a 80V/cm. O peso molecular utilizado foi de 1kb Plus
(Invitrogen). Apos a eletroforese, a revelacdo dos produtos amplificados foi feita por
coloragéo de prata de acordo com Santos et al., (1993). Os iniciadores utilizados estéo

listados na Tabela 3.

Tabela 3: Iniciadores aleatorios utilizados nas rea¢des de RAPD-PCR.

Iniciador Sequéncia NT %G+C Referéncia
M13-40F (5-GTT TTC CCA GTC ACG AC-3) 17 52 Carvalho et al,.2006
(5-CCA TTA GCA CCC AAA GCA GAC CTC
QG1 ACC CTG TGFG AGC-3) 38 58 Carvalho et al,.2006
L15995  (5-CTC CAC CATTAGCAC CCA AAG C-3°) 22 59 Carvalho et al,.2006
k-7 (5-TTGACACCAGACCAACTGGTAATG-3) 24 46 Carvalho et al,.2006
P53-1  (5-ACGACAGGGCTGGTTGCCCA-3) 20 55 Carvalho et al,.2006

NT= ndmero de nucleotideos

5.9.9 - Anélise dos resultados RAPD e construcédo do fenograma

Para analisar o padrédo de bandas obtido em cada amostra, fotografias (24 x28cm)
foram analisadas visualmente e os padrdes de bandas (presenca ou auséncia) foram
registrados no programa bloco de notas para serem analisados pelo software Treecon.

O programa de computador Treecon (Van-der-Peer, 1994) foi utilizado para a
construcdo dos fenogramas. Foi usado o pardmetro GDxy = 1 (2Nxy/ Nx +Ny) como
medida de distancia genética (Nei & Li, 1979), onde Nxy é o nimero de fragmentos
(bandas) compartilhados entre as amostras x e y, Nx é o nimero de fragmentos na linha
x e Ny € o numero de fragmentos na linha y. As arvores foram construidas pelo Método
da Média Aritmética ndo Ponderada - UPGMA (Unweighted Pair Group Method using
Arithmetic Averages) (Sneath & Sokal, 1973). Os dados obtidos foram submetidos ao
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teste de Bootstrap com 100 reamostragens. O Bootstrap envolve substituicdo aleatoria
de dados, de forma a criar uma série de conjuntos de dados diferentes, mas mantendo o
mesmo tamanho do conjunto de dados original. O padrdo de bandas € representado no
programa por uma matriz onde o namero zero (0) representa auséncia € 0 nimero um
(1) presenga. O programa substitui aleatoriamente O por 1 (e vice-versa), em qualquer
ponto da matriz, de forma a obter 100 matrizes diferentes. A partir de cada uma destas
matrizes, automaticamente é construida uma arvore fenética. As arvores obtidas séo,
entdo, comparadas entre si. A significancia estatistica de um determinado agrupamento
é dada pela porcentagem de arvores, baseadas nos dados reamostrados, contendo aquele
agrupamento (Felsenstein, 1985). Apenas os valores de Bootstrap acima de 70% foram

considerados significativos (Armitage & Berry, 1994).

6 - Analise estatistica dos resultados

Os testes estatisticos utilizados na analise da curvas de crescimento foram feitos
empregando-se o software GraphPad Prism 5.0 (Prism Software, Irvine, CA, USA).
Com objetivo de comparar o crescimento médio dos isolados obtidos com a cepa de
referéncia de L infantum empregou-se ANOVA e como poés-teste foi empregada a
analise de Bonferroni. Para verificar potenciais diferencas entre o crescimento entre
isolados de cées sintométicos e assintomaticos foi utiliado o teste T. Os dados obtidos
foram considerados estaticamente significativos quando o valor de P foi <0,05.
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7 - Resultados



7.1 - Isolados de Leishmania spp. obtidos de caes naturalmente infectados

Um total de 44 animais de duas diferentes areas endémicas de Minas Gerais
(Itabirito e Governador Valadares) apresentando sorologia positiva para leishmaniose
foi avaliado neste estudo. Destes, 28 cédes (63,6%) foram, apds minucioso exame
clinico, classificados como cées assintomaticos (CA) e 16 (36,4%) como sintomaticos
(CS) para LVC. Com a metodologia de isolamento de Leishmania spp. em meio
NNN/LIT foram obtidos 10 isolados dos 44 cdes, ou seja, um indice de eficiéncia de
22,7%. Dentre os 10 isolados obtidos, cinco foram oriundos de cées sintométicos (I-1,
I-2, 1-3, 1-4 e 1-5) e cinco de assintomaticos (I-6, 1-7, 1-8, 1-9 e 1-10). A Tabela 4
apresenta os isolados obtidos ap0s os trés repiques realizados com o material obtido de
10 caes; além da positividade nos diferentes tecidos (baco, figado e medula 6ssea). A
melhor taxa de isolamento (positividade) em meio NNN/LIT foi verificada em animais
sintométicos, pois a maioria deles apresentou positividade na cultura de tecidos
provenientes de mais de um O6rgdo (Tabela 4). Comparando as tentativas de
isolamento conforme o 6rgdo observou-se que o material obtido da medula, seguido

do bago foram os que apresentaram melhor positividade.

Tabela 4: Numero de isolados de Leishmania spp. obtidos de cdes naturalmente infectados
Tentativas de isolamento

o .
N de Forma c~l|n|ca NNN/LIT Origem do céo
isolados do cao -
Medula Baco Figado
1 Sintomatico + + + Governador Valadares — MG
2 Sintomatico + - - Governador Valadares — MG
3 Sintomatico + + + Itabirito- MG
4 Sintomatico + + Itabirito- MG
5 Sintomatico + + - Itabirito- MG
6 Assintomatico + - Governador Valadares - MG
7 Assintomatico + Governador Valadares - MG
8 Assintomatico + + Governador Valadares — MG
9 Assintomatico + - Itabirito- MG
10 Assintomatico + - Itabirito- MG

7.2 - Anélise dos produtos da PCR pelos iniciadores 150 e 152

A Figura 3 mostra produtos de amplificacdo da PCR para a regido conservada do
minicirculo do KDNA de Leishmania spp.; com a utilizacdo dos iniciadores 150 e 152
e com a obtencdo do fragmento de 120 pb. Na analise dos produtos de amplificacéo

pela PCR, foi possivel observar que todas as amostras de DNA amplificaram de

36



maneira satisfatdria, tanto para as cepas de referéncia quanto para os isolados obtidos
de cdes naturalmente infectados, confirmando que todos os isolados pertencem ao

género Leishmania.

La Lb Li 1-1 1-2 1-3 1-4 1-5 1-6 1-7 18 -9 1-10 CN

HHH----HHH--H 120pb

)
)

CCCC(e

Figura 3: Produtos de amplificacdo pela PCR para a regido conservada do minicirculo do kDNA de
Leishmania utilizando os iniciadores 150 e 152, em gel de poliacrilamida 10%. MM, Marcador
molecular de 25 pb (Invitrogen); cepas de referéncia de Leishmania: La, L.(L.) amazonensis
(MHOM/BR/1973/M2269); Lb, L(V). braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903); Li, L.(L.) infantum
(MHOM/BR/74/PP75); 1 -1;1-2;1-3; 1 -4; 1 -5 (Isolados obtidos de cées sintométicos); | -6; | -7;
I -8;1-9; 1-10 (Isolados obtidos de cées assintomatico); CN (controle negativo).

7.3- Andlise dos produtos da PCR-RFLP para diferentes espécies do género
Leishmania

O gel representado pela Figura 4 mostra os resultados referente a PCR-RFLP para
aos produtos de amplificacdo de 120pb obtidos na reacdo de PCR para a regido
conservada do minicirculo do KDNA, seguida pela digestdo da enzima de restricao
Hae Ill. A adicdo de Hae Ill levou a formagédo de diferentes perfis de restricdo de
acordo com a espécie de Leishmania. Para a espécie L. (V.) braziliensis foram gerados
dois fragmentos, 80 pb e 40 pb; para a espécie L. (L.) amazonensis ndo houve restricao
da regido de 120 pb; e para a espécie L (L.) infantum foi possivel observar fragmentos
de tamanhos de 120, 80, 60 e 40 bp. O isolado selvagem (IS) obtido de céo

naturalmente infectado apresenta perfil idéntico ao da cepa referéncia de

L (L.) infantum.
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PCR RFLP - Hae Ill

MM La Lb Li IS La Lb Li IS CN

Figura 4: Produtos de amplificacdo pela PCR para a regido conservada do minicirculo do kDNA de
Leishmania antes e apds a restricdo por Hae Il em gel de poliacrilamida 10%. MM, Marcador
molecular de 25 pb (Invitrogen); cepas de referéncia de Leishmania: La, L.(L.) amazonensis
MHOM/BR/1973/M2269); Lb, L.(V). braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903); Li, L.(L.) infantum
(MHOM/BR/74/PP75); 1S (isolado selvagem de Leishmania obtido de cdo naturalmente infectado);
CN (controle negativo).

7.4 - Analise dos produtos da PCR-RFLP para os isolados de Leishmania
spp. obtidos de cédes naturalmente infectados

Na analise do perfil de restricdo do fragmento de 120 pb obtido a partir da regido
conservada do minicirculo do kDNA dos isolados de Leishmania spp. provenientes de
caes naturalmente infectados, constatou-se que dos 10 isolados, nove apresentaram
perfil semelhante a espécie de referéncia de L (L.)infantum com fragmentos de
restricdo de 120, 80, 60 e 40 bp. Contudo, um isolado (I-10), ndo apresentou perfil de
restricdo para o fragmento de 120 pb, assumindo um perfil semelhante ao da espécie
de L (L.) amazonensis (Figura 5).
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MM  Li Li -1 12 1-3 -4 15 1-6 -7 1-8 19 110 CN

Figura 5: Produtos de amplificacdo pela PCR para a regido conservada do minicirculo do kDNA de
Leishmania apo6s a restricdo por Hae 111 em gel de poliacrilamida 10%. MM, Marcador molecular de 25
pb (Invitrogen); cepa de referéncia Li, L.(L.) infantum (MHOM/BR/74/PP75); I-1; 1-2; I-3; I-4; 1-5
(Isolados obtidos de cées sintomaticos); 1-6; 1-7; 1-8; I -9; 1-10 (Isolados obtidos de cdes assintomatico);
CN (controle negativo).
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7.5 - Amplificacdo Randémica do DNA (RAPD)

Na Figura 6 é apresentado um painel de géis de poliacrilamida com os perfis de
RAPD-PCR dos isolados obtidos de cdes sintomaticos (1-1, 1-2, 1-3, 1-4 e I-5) e de
caes assintomaticos (I-6, 1-7, 1-8, 1-9 e 1-10), incluindo as trés cepas de referéncia da
OMS. Os resultados de RAPD obtidos com o uso dos iniciadores (A) M13-40F, (B)
QG1, (C) L15995, (D) K7 e (E) P53-1 geraram perfis polimorficos com varias bandas
(Figura 6). Torna-se importante ressaltar que durante a realizacdo da técnica duas
amostras, L.(L.) amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269) e o isolado I-1 ndo
amplificaram com os iniciadores M13-40F, QG1 e L15995, respectivamente e, por
este motivo, estas amostras ndo aparecem nos géis (A, B e C) da Figura 6, bem como
na anélise do fenograma consenso (Figura 7).

Para o céalculo dos coeficientes de similaridade e distancia genética foram
utilizados os fragmentos de RAPD-PCR entre 230 e 3000 bp. Esse intervalo foi
escolhido baseado na melhor visualizagdo e qualidade de definicdo das bandas.
Através da analise dos perfis de bandas, foi possivel identificar diferencas pela
presenca ou auséncia de um ou varios fragmentos amplificados entre os cinco
isolados de cdes sintomaticos (I-1, 1-2, 1-3, 1-4 e 1-5) e os cinco isolados de cdes
assintomaticos (I-6, 1-7, 1-8, 1-9 e 1-10).
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Figura

6: Perfis de RAPD-PCR obtidos pela analise do DNA genémico de amostras cepas de referéncia de
Leishmania: La, L.(L.) amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269); Lb, L.(V). braziliensis
(MHOM/BR/1975/M2903); Li, L.(L.) infantum (MHOM/BR/74/PP75) e de isolados obtidos de cées
sintomaticos (I-1, 1-2, 1-3, 1-4, 1-5) e de cdes assintomaticos (I-6, 1-7, 1-8, 1-9, 1-10), com o iniciador
M13-40F (A), QG1 (B) , L15995 (C) , K7 (F) e P53-1 (E) em gel de poliacrilamida a 5%, corado
com nitrato de prata. M= marcador de peso molecular (Invitrogen 1Kb Plus); CN (controle
negativo). Para a reacdo foi utilizado 3 ng de DNA template para cada amostra. O intervalo de entre
230 pb e 3000 pb foram considerados para analise de auséncia e presenca de bandas.
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A Figura 7 apresenta o fenograma consenso produzido pela andlise dos perfis de
RAPD-PCR obtidos para as amostras que amplificaram com os iniciadores M13-40 F,
QG1, L15995, K7, P53-1. Na elaboracdo deste fenograma utilizou-se 0 método da
média aritmética ndo ponderada (UPGMA). No fenograma consenso € possivel
observar a escala de distancia genética entre as amostras analisadas e os valores de
Bootstrap (variacbes aleatérias dos dados realizados pelo programa de anélise
filogenética Treeconw).

A principio, os resultados apresentados no fenograma consenso indicam que apesar
da proximidade genética (valor menor que 1) a técnica de RAPD foi capaz de
diferenciar de forma significativa (valor de Bootstrap acima de 70%) as cepas de
Leishmania utilizadas neste estudo formando trés grupos; o primeiro grupo (A):
constituido pelo 1-10 obtido de cdo assintomatico para LVC, o segundo grupo (B):
formado pelos isolados (1-2, 1-3, 1-4, 1-5, 1-6, 1-7, 1-8 e 1-9) e cepa de referéncia de
Leishmania infantum (MHOM/BR/74/PP75) e, o terceiro grupo (C): espécie de
Leishmania do complexo Viannia (MHOM/BR/1975/M2903). O nivel de

confiabilidade gerado pelos valores de Bootstrap foi de 100% para estes agrupamentos.
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Figura 7: Fenograma consenso das cepas de referéncia de L.(L.) infantum (MHOM/BR/74/PP75) e
L.(V). braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903) e, isolados obtidos de cdes portadores de diferentes formas
clinica da LVC construido pelo método de UPGMA do Treecon for Windows, com base nos dados gerados
pela técnica de RAPD-PCR com o iniciadores M13-40F, QG1, L15995, K7, P53-1. Isolados obtidos de cées
sintomaticos (1-2, 1-3,1-4, 1-5) e de cdes assintomaticos (I-6, I-7, 1-8,1-9, 1-10). (A) grupo constituido pelo 1-10
obtido de céo assintomético para LVC; (B) grupo formado pelos isolados (I-2, I-3, I-4, I-5, 1-6, -7, 1-8 e 1-9) e
cepa de referéncia de L.(L.) infantum (MHOM/BR/74/PP75); (C) grupo formado pela espécie de L.(V).
braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903). Os nameros nos bragos indicam as porcentagens de 100
reamostragens pelo teste de Bootstrap.

7.6 - Analise do perfil isoenzimatico dos isolados de Leishmania spp

A Figura 8 apresenta os resultados obtidos pela analise das eletroforeses de
isoenzimas empregando sete sistemas enzimaticos que para determinacdo do perfil
fendtipo de isoenzimas dos isolados. Para cada enzima, as bandas com mobilidade
eletroforética idéntica foram consideradas como sendo o0 mesmo eletromorfo. A maioria
dos isolados obtidos neste estudo apresentou perfil enziméatico semelhante ao da cepa de
referéncia Leishmania (L.) infantum (MHOM/BR/74/PP75) para os sistemas G6PD,
IDH, GDH, MDH, ME e 6PGD. Adicionalmente, ndo foram observadas diferencas
entre os perfis dos isolados obtidos de cdes obtidos de cdes sintomaticos e
assintométicos, em relacdo a estes sistemas. Para a enzima GPIl foi observado
polimorfismo para os isolados 1I-3, 1-4, 1-5, 1-9 e 1-10 quando comparados a cepa de
referéncia. Foi possivel constatar que estes isolados (1-3, 1-4, I-5, 1-9 e 1-10) apresentam
dois eletromorfos com perfis de migracdo semelhantes diferindo dos demais isolados e

da cepa de referéncia, que apresentaram trés eletromorfos (perfil heterozigoto para
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enzima GPI). Os isolados (I-1, 1-2, 1-6, I-7 e 1-8) que apresentaram trés eletromorfos
para o sistema GPI sdo oriundos de cdes da cidade de Governador Valadares e o0s

isolados (1-3, 1-4, 1-5, 1-9 e 1-10) que apresentaram dois eletromorfos sdo da cidade de
Itabirito.
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Figura 8: Diagrama representativo do resultado da eletroforese das enzimas G6PD, GDH, ME, 6PGD, IDH,
MDH, GPI com a amostra de referéncia L.(L.) infantum (MHOM/BR/74/PP75); 1-1; 1-2; 1-3; 1-4; 1-5 (Isolados
obtidos de cdes sintomaticos) / 1-6; 1-7; 1-8; 1-9; 1-10 (Isolados obtidos de cdes assintomatico). Ponto de
aplicacéo da amostra ( —) / Forte intensidade == / Fraca intensidade =—

45



Braga, S.L. Resultados

7.7 - Avaliagio do comportamento das curvas de crescimento de
promastigotas de Leishmania isoladas de cées naturalmente infectados
portadores de diferentes formas clinicas da LVC

A Figura 9 apresenta os graficos do comportamento de crescimento de
promastigotas de Leishmania isoladas de cdes naturalmente infectados portadores de
diferentes formas clinicas da LVC em meio de cultivo LIT no periodo de 0-20 dias.
Apos andlise destes resultados foi possivel verificar que a maioria dos isolados,
independente da forma clinica dos cdes de origem, apresentaram comportamento
diferente do observado para a cepa de referéncia de L. infantum
(MHOM/BR/1974/PP75), para as diferentes etapas de crescimento (Fase lag, log,
estacionaria e de declinio).

Os graficos de crescimento dos isolados obtidos de cdes sintomaticos, demonstram
que I-1, 1-3 e 1-4 apresentam crescimento superior ao da cepa de referéncia. Os demais
isolados de cées sintomaticos (I-2 e 1-5) apresentaram comportamento semelhante ao
da cepa de referéncia. Em relacdo aos cdes assintomaticos, os isolados 1-6, 1-7 e 1-10
também demonstraram crescimento superior ao da cepa de referéncia. O isolado 1-8
apresentou perfil de crescimento semelhante ao da cepa de referéncia. Dos isolados de
caes assintomaticos, o 1-9, foi que apresentou menor taxa de crescimento quando
comparado a cepa de referéncia. Na analise comparativa, realizada por meio do teste T,
ndo foi verificada nenhuma diferenca significativa (valores de P > 0,05) entre o

crescimento médio dos isolados de cées sintomaticos e assintomaticos.
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Figura 9: Cinética de crescimento de promastigotas de L (L.) infantum (MHOM/BR/74/PP75) e de
isolados de cdes sintomaticos e assintomaticos em meio LIT no periodo de 0-20 dias. O eixo y
representa 0 niimero médio de parasitos x 10’/mL e o eixo x representa os dias de cultivo. Cepa de

referéncia (--- PP75); Isolados de cdes SintomaticoS (e 1; mmm 2; == 3; == 4; === 5); Isolados de
cdes assintomaticos (—— 6; e 7; == 8; =— 9; 10). A contagem foi realizado em triplicata.
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7.8 - Infeccdo experimental em hasmter Mesocricetus aurauts

Na Tabela 5 estdo representados os dados referente a avaliagdo parasitoldgica pos-
infeccdo experimental em hamster (Mesocricetus auratus). Os animais foram
necropsiados 90 dias ap6s a infeccdo via IP com 1 x 10 promastigotas de L. infantum
(cepa referéncia e isolados). A maioria dos isolados bem como a cepa de referéncia de L
infantum apresentaram resultados negativos na analise parasitologica em esfregaco por
aposicdo de fragmentos de baco e figado. Entretanto, o isolado 1-3 obtido de um céo
sintoméatico apresentou positividade no baco em um dos cinco animais
experimentalmente infectados, sendo que o mesmo apresentou valor médio de LDU de
177 amastigotas por 1000 células nucleadas. Também foi possivel constatar que o
isolado 1-8 oriundo de cdo assintomatico demonstrou positividade (bago) para trés
animais infectados, obtendo valor médio de quatro amastigotas por 1000 células
nucleadas pela andlise por LDU. A avaliacdo anatomopatoldgica de fragmentos do
figado e baco foram realizadas macroscopicamente e, na maioria dos casos, ndo foram
evidenciadas alteracdes significativas nestes 6rgaos (aumento do 6rgao ou presenca de
lesBes). Somente em um animal infectado, com o isolado -3, foi observada alteragédo
significativa no bagco, que se encontrava aumentada e com presenca de pequenos

granulomas visiveis ha macroscopia.

Tabela 5: Avaliagdo parasitoldgica em hamster Mesocricetus auratus apés infecgdo experimental

Grupo Relagdo hamster Relagdo hamster Valor Valor
Experimental do positivo/hamster analisado positivo/hamsteranalisado | Médio de | Médio de

isolado (n=5) (%) (%) LDU LDU
(Bago) (Figado) (Bago) (Figado)

PP75 0/5 (0,0) 0/5 (0,0) 0/1000 0/1000

1-1 0/5 (0,0) 0/5 (0,0) 0/1000 0/1000

1-2 0/5 (0,0) 0/5 (0,0) 0/1000 0/1000

1-3 1/5 (20,0) 0/5 (0,0) 177/1000 | 0/1000

1-4 0/5 (0,0) 0/5 (0,0) 0/1000 0/1000

1-5 0/5 (0,0) 0/5 (0,0) 0/1000 0/1000

1-6 0/5 (0,0) 0/5 (0,0) 0/1000 0/1000

1-7 0/5 (0,0) 0/5 (0,0) 0/1000 0/1000

1-8 3/5 (60,0) 0/5 (0,0) 4/1000 0/1000

1-9 0/5 (0,0) 0/5 (0,0) 0/1000 0/1000

1-10 0/5 (0,0) 0/5 (0,0) 0/1000 0/1000
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Por volta do século XIX, inumeros pesquisadores (Cunningham, Borovsky,
Leishman, Donovan, Wright, Lindenberg e Vianna) de forma quase simultéanea
identificaram o parasito agente etiologico das leishmanioses, o qual foi denominado por
Ronald Ross com o nome de Leishmania (Ross, 1903). Atualmente, as leishmanioses
continuam sendo umas das principais doencas negligenciadas no mundo, afetando as
populacbes de paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento. Estima-se que 350
milhGes de pessoas se encontram em area de risco, e que 2 milhGes de pessoas sdo
infectadas todos os anos (Desjeux, 2004; WHO, 2010a; 2010b).

A doenca pode se manifestar em diferentes formas clinicas podendo variar de
pequenas lesdes na pele que assumem aspecto de autocura até formas mais graves que
podem resultar em um comprometimento visceralizante e sisttmico do organismo.
Aparentemente as diferencas entre as formas clinicas da doenca, estdo intimamente
relacionadas com o tipo de resposta imune adaptativa do hospedeiro, especialmente no
que tange alteracdes envolvidas nas respostas celular e humoral (Sacks & Nancy, 2002).
Entretanto, outro fator crucial que contribui para a existéncia das diferentes formas da
doenca esta relacionado com a natureza do patégeno, isto €, as distintas espécies do
parasito e suas diferencas genéticas intra e interespecificas tém papel fundamental no
desenvolvimento e estabelecimento da doenca (Banuls et al., 2007). Além disso, 0s
parasitos do género Leishmania possuem um ciclo de vida complexo, e estdo presentes
em uma grande variedade de nichos, podendo infectar um grande ndmero de
hospedeiros vertebrados (Gramiccia & Gradoni, 2005).

Os estudos sobre identificacdo e classificacdo de parasitos Leishmania s&o
relevantes, pois buscam atender as prioridades estabelecidas pela Organizacdo Mundial
de Salde que encoraja estes estudos na busca de biomarcadores de resisténcia e
suscetibilidade a drogas por exemplo. Segundo este 0rgdo: “um conhecimento
taxonémico acurado é fundamental na pratica, desde que a expansdo das informagdes
concernentes ao parasito e a doenca é possivel somente, quando novos fatos podem ser
relacionados a parasitos adequadamente caracterizados e classificados” (WHO, 1984).
Além disto, estudos de caracterizacdo de parasitos do género Leishmania sdo
fundamentais na elaboracao de trabalhos de cunho biotecnoldgico nas leishmanioses tais
como: teste de resisténcia ou susceptibilidade as drogas; triagem de cepas virulentas e
avirulentas; elaboragdo de Kits de diagnostico; ensaios protedbmicos para rastreamento

de antigenos vacinais dentre outros.

50



Braga, S.L. Discussdo

Desde 1970, critérios intrinsecos do parasito (biodema) tais como: crescimento,
tropismo; a morfologia e o desenvolvimento em diferentes hospedeiros tém sido
empregados para caracterizacdo das espécies do parasito. Na década de 1990, os
avancos das técnicas imunologicas, isoenzimaticas e moleculares, levaram a WHO a
publicar uma lista que engloba cerca de 30 espécies do parasito das quais 20
representam risco patogénico para o homem (Cupolillo et al., 2000). Dentro do contexto
da caracterizacdo de Leishmania, atualmente a técnica de isoenzimas representa o
padrdo-ouro para estudos que visam identificar espécies do parasito, além de ser uma
ferramenta amplamente empregada em anéalises de diversidade genética (Rioux et al.,
1990; Tibayrenc et al., 2009). Contudo, esta técnica, tem sido gradativamente
substituida por técnicas moleculares mais sensiveis e especificas. A identificacdo de
espécies e andlise da diversidade genética do parasito tem sido amplamente explorada
pela PCR e suas variantes, entre as quais se destacam a PCR-RAPD, PCR-RFLP e
microssatélites (Ochsenreither et al., 2006; Silva et al., 2009; da Silva et al., 2010;
Hamad et al., 2010).

Com a crescente urbanizacdo do ciclo de transmissdo das leishmanioses, em especial
a LV, inimeros animais do peridomicilio passaram a ser considerados reservatérios do
parasito, dentre os quais, o cdo tem desempenhado importante papel no ciclo
epidemiolégico da doenca, servindo como importante fonte de infeccdo para
flebotomineos. Na literatura cientifica, inimeros trabalhos tém relatado que cdes podem
ser infectados por L. infantum e outras espécies de Leishmania tais como:
L. amazonensis, L. braziliensis e L. peruviana (Elbihari et al., 1987; Castro et al., 2007,
Tolezano et al., 2007; Quinnell et al.,, 2009). Entretanto, do ponto de vista
epidemioldgico, a espécie L. infantum (agente etioldgico da leishmaniose visceral), tem
sido responsavel pelo aumento da doenga em cédes (LVC) e em humanos (LVH) em
diferentes areas consideradas endémicas para a doenca, tornando-se um grande
problema de satde publica (Dantas-Torres, 2007; Baneth et al., 2008; Quinnell et al.,
2009, Reis et al., 2009).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo empregar ferramentas biotecnoldgicas
em um estudo do comportamento bioldgico, bioquimico e genético buscando
caracterizar isolados de Leishmania spp. obtidos de cdes naturalmente infectados, a fim
de identificar fenotipos de viruléncia e patogenicidade. Para tanto, foram avaliados 44

cdes que apresentavam sorologia positiva para leishmaniose, portadores de diferentes
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formas da infeccdo, dos quais foram obtidos 10 isolados de Leishmania spp, sendo
cinco oriundos de cdes sintomaticos e cinco de cdes assintomaticos.

Os dados obtidos com as tentativas de isolamento demonstraram que a medula 6ssea
foi o tecido que apresentou maior indice de positividade. Resultados similares, obtidos
por Genaro (1993), demonstram que o aspirado de medula 6ssea é uma importante fonte
para isolamento e analise parasitologica em cdes infectados por parasitos L. infantum.
Interessantemente, os resultados referentes a tentativas de isolamento do parasito
revelaram que os cdes sintomaticos apresentaram maior positividade para 6rgaos como
medula, baco e figado. Estes dados demonstram que na LVC a intensidade do
parasitismo em diferentes 6rgdos esté relacionada a evolucdo e manifestagfes clinicas
da doenca (Reis et al., 2006). Estes autores isolaram parasitos em 95% dos cdes que
apresentavam a foram sintomatica da LVC, demonstrando que quanto mais a doenca
progride, maior é o potencial reservatorio destes animais (Reis et al., 2006). O baixo
indice de eficéncia no isolamento (22,7%) pode ser explicado pela elevada taxa de
contaminacdo dos tubos com meio NNN/LIT, dado que este meio € rico em nutrientes.
Com intuito de iniciar as primeiras analises dos isolados obtidos, foi realizada a
avaliagdo da curva de crescimento em meio LIT, em intervalo de 0-20 dias, seguida da
comparagdo do perfil de crescimento destes isolados com o perfil de crescimento da
cepa de referéncia de L. infantum (MHOM/BR/74/PP75). Na andlise das curvas de
crescimento foi constatado que a maioria dos isolados apresentaram perfis de
crescimento diferente do demonstrado pela cepa de referéncia. Adicionalmente, néo foi
possivel relacionar o fen6tipo de crescimento dos isolados com a forma clinica do céo
de origem (sintomatico ou assintomatico). Diferentemente, Louassini et al. (1998),
demonstraram que cepas de L. infantum de origem viscerotrépica, quando mantidas em
meio de cultivo in vitro produzem maior nimero de parasitos quando comparadas a
cepas de origem cutédnea. Contudo, os isolados I-1, 1-3, 1-4 (cées sintomaticos) e os 1-6,
I-7, 1-10 (cées assintomaticos) apresentaram crescimento em meio de cultura superior
ao registrado pela cepa de referéncia. Neste sentido, estas cepas aparentemente
apresentam potencial para serem empregadas como potenciais candidatos para a
obtencgdo de antigenos brutos ou soluveis, que poderdo ser uteis no desenvolvimento de
kits de diagnosticos e/ou na composicéo de futuras vacinas. Considerando que a cepa de
referéncia de L. infantum (MHOM/BR/1974/PP75) e os isolados obtidos de cées
portadores das diferentes formas clinicas da LVC (i) se encontravam na quinta

“passagem” ap0s o isolamento; (ii) as condi¢des de cultivo foram as mesmas durante a
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realizacdo de todo o experimento; (iii) ndo foram observadas diferengas significativas
entre o crescimento médio entre isolados de cées sintomaticos e assintomaticos; 0s
resultados obtidos indicam que o perfil de crescimento observado em meio de cultivo é
uma caracteristica intrinseca de cada cepa de Leishmania. Trabalho publicado por
Schuster et al. (2002) relata que cepas de parasitos mantidos sob mesmas condigdes de
cultivo podem apresentar diferencas em seus perfis de crescimento. Desta forma, a
principio, a forma clinica do hospedeiro (c&o sintomatico ou assintomatico) parece nao
influenciar o comportamento de crescimento dos isolados mediante o cultivo in vitro.

Com intuito de avaliar o comportamento bioldgico dos diferentes isolados, no
contexto de uma infeccdo experimental in vivo, o presente trabalho empregou a anélise
da carga parasitaria e presenca de sinais clinicos da LV como principais parametros para
a analise de viruléncia e patogenicidade no modelo hamster (Mesocricetus auratus). Os
resultados obtidos demonstraram que a maioria dos isolados apresentavam valores
negativos apds a infeccdo experimental seguida por trés meses. Somente os isolados 1-3
(cdo sintomatico) e 1-8 (cdo assintomatico) apresentaram éxito em infectar os animais.
A infeccdo foi confirmada pela analise parasitoldgica, por microscopia Optica, que
identificou formas amastigotas do parasito no baco dos animais. Considerando o
elevado valor do inoculo (1 x 10" promastigotas) e a infeccdo por via intraperitoneal, 0s
resultados obtidos demonstram que a infeccdo permaneceu de forma assintomatica ou
subclinica para a maioria dos animais experimentalmente infectados. Nossos dados
diferem dos descritos por Gifawesen et al (1989), Pearson et al (1990) e Melby et al
(2001) que analisaram a infecgdo experimental por diferentes vias (intravenosa,
intradérmica e intraperitoneal) em Mesocricetus auratus por parasitos do complexo
“Donovani” (Leishmania donovani e Leishmania infantum). Estes autores constataram
que estes animais desenvolvem uma infeccdo sistémica com elevada carga parasitéaria
(baco e figado) com presenca de sinais clinicos tais como: a caquexia, a
hepatoesplenomegalia, a pancitopenia e a hipergamaglobulinemia, os quais sdo tipicos
da progressdo da LV, geralmente observados apds trés meses de infeccao.

A baixa taxa de infeccédo e patogenicidade observada pelos isolados e pela cepa de
referéncia de L. infantum no presente estudo pode ser explicada por: (i) a idade dos
animais no dia da infeccdo (3 meses); (ii) a infeccdo foi realizada empregando a via
intraperitoneal; (iii) o periodo de avaliacdo de 90 dias pode ter sido insuficiente para o
acompanhamento do curso da infec¢do tendo em vista a via de inoculo utilizada; (iv) o

background genético do parasito; (v) e a técnica de LDU para deteccdo do parasito
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apresenta baixa sensibilidade por empregar a microscopia Optica. A infeccdo em
hamster por parasitos do género Leishmania por via intracardiaca tem sido descrita na
literatura como umas das principais rotas para infeccao experimental de sucesso, pois a
mesma resulta em uma de infeccdo de carater crénico, com elavado grau de parasitismo
tecidual com presenca de sinais anatomopatoldgicos e clinicos da doenca (Melby et al.,
2001; Gomes et al., 2008). De fato, esta via pode conduzir a uma infec¢do de cunho
sistémico com elevada carga parasitaria em 6rgdos como o baco e o figado, além de
possibilitar a deteccdo e acompanhamento dos sintomas relacionados a progressdo da
LV em intervalos de tempo entre 50 e 90 dias apds a infeccdo (Requena et al., 2000;
Melby et al ., 2001; Dea-Ayuela et al., 2007).

Honore et al (1998) demonstraram que diferencas observadas no perfil de infeccéo
por cepas de L. infantum em linhagens de camundongos se devem principalmente as
diferengas genéticas de cada cepa do parasito. Considerando que o modelo hamster
(Mesocricetus auratus) tem sido descrito na literatura como um excelente modelo para
estudo clinicopatologicos para LV, pois mimetiza os aspectos observados na doenca
humana e canina (Hommel et al., 1995; Requena et al., 2000; Melby et al ., 2001; Dea-
Ayuela et al ., 2007; Nieto et al ., 2011), os resultados obtidos demonstram de forma
preliminar que os isolados 1-3 e 1-8 s@o potenciais candidatos a cepas com diferenciado
perfil de viruléncia/patogenicidade, pois apresentaram capacidade de infeccdo
diferenciado quando comparados a cepa de referéncia e demais isolados.

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo estudos
comparativos sobre as vias de infeccdo empregando o modelo hamster (Mesocricetus
auratus). Estes trabalhos tém apontado que a via intracardiaca e a avaliagdo da
capacidade de infeccdo entre 90 a 360 dias tem sido promissores na avaliagdo de perfis
de viruléncia e patogenicidade entre diferentes cepas de L. infantum (Das Dores-
Moreira, 2010 — comunicacéo oral). Além disso, nosso grupo de pesquisa tem utilizado
a técnica de PCR em Tempo Real com intuito de aperfeicoar os resultados obtidos na
andlise de densidade parasitaria com a infeccdo experimental em hamster, pois esta
técnica permite uma quantificacdo mais acurada da carga parasitaria em 6rgdos como o
baco e figado quando comparados a técnica de LDU ou mesmo imunohistoquimica anti-
Leishmania. De-Paiva-Cavalcanti et al. (2006) e Quaresma et al. (2009) demonstraram
que a PCR em Tempo Real é uma excelente metodologia a ser empregada na avali¢do
da densidade parasitaria tecidual causada por parasitos do género Leishmania. Os

resultados obtidos com a infeccdo experimental no presente estudo poderiam ser mais

54



Braga, S.L. Discussdo

bem compreendidos, empregando-se alteracbes no protocolo referente a infecgdo
experimental como: (i) modificagdo da via de inoculo para intracardiaca; (ii) avaliacdo
da infeccdo diferentes tempos (90, 180 e 360 dias); (iii) utilizacdo da PCR em Tempo
Real para avaliar a carga parasitaria no baco e figado; (iv) avaliagdo da resposta
imunolégica durante a infeccdo. Estas alteracGes poderiam fornecer informacoes
relevantes para o planejamento de futuros experimentos que visam compreender
mecanismos envolvidos durante o decorrer da infeccdo experimental entre diferentes
cepas de Leishmania infantum, tendo em vista o perfil de viruléncia e patogenicidade.
Por outro lado, a infec¢do experimental utilizada no presente estudo permitiu de alguma
forma “filtrar” dois isolados (I-3 e 1-8) com perfil diferenciado de viruléncia e
patogenicidade.

Além da avaliacdo de parametros bioldgicos entre os isolados de Leishmania spp.
obtidos de cdes assintomaticos e sintomaticos, foram avaliadas no presente trabalho
metodologias isoenziméaticas e moleculares para a identificacdo e caracterizacdo de
diferentes cepas e espécies de Leishmania, uma vez que estes fatores permitem um
melhor entendimento da relacdo parasito e hospedeiro no decorrer da infec¢do (Banuls
et al., 2007). A andlise do perfil isoenzimas para os sistemas (G6PD, IDH, GDH, MDH,
ME e 6PGD) demonstrou que os isolados de cdes sintomaticos e assintomaticos,
possuem perfis semelhantes tanto no numero quanto na migracdo das bandas
eletroforéticas quando comparados com a cepa de referéncia de L. infantum
(MHOM/BR/74/PP75). Entretanto, é importante comentar que, para o sistema GPI foi
constatado que a cepa de referéncia apresentou no gel eletroforese trés eletromorfos
(bandas) e este padrdo foi observado para os isolados I-1 e 1-2 (cdes sintomaticos) e 1-6,
I-7, 1-8 (cdes assintomaticos), diferindo dos demais isolados que apresentaram dois
eletromorfos. A presenca de trés eletromorofos para o sistema GPI sugere que este
sistema enzimatico é capaz de identificar a presenca de perfil de heterozigose. A
presenca de padrdes heterozigoticos para diferentes sistemas enzimatico utilizados na
caracterizacdo de parasitos do género Leishmania, tem gerado ao longo dos anos
inimeras discussdes a respeito do ciclo reprodutivo e geracdo da diversidade genética
do parasito (Maazoun et al., 1981; Tibayrenc et al., 1990). Nos ultimos 20 anos, a teoria
clonal tem sido a hipdtese mais aceita para explicar o ciclo reprodutivo do parasito
(Tibayrenc et al., 1990). Segundo a teoria clonal proposta por Tibayrenc e
colaboradores, parasitos Leishmania se reproduzem assexuadamente, e a prole gerada

possui caracteristicas genéticas idénticas a linhagem parental. Porém, nos ultimos, com
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0s avancos das técnicas de biologia molecular, surgiram novas hipoteses para explicar o
ciclo reprodutivo do parasito, bem como a variabilidade genética do género Leishmania.
Akopyants et al. (2010) conseguiram demonstrar experimentalmente que parasitos do
género Leishmania podem realizar troca de material genético, e que esta troca poderia
explicar a elevada diversidade genética e a presenga de heterozigose entre parasitos
deste género. Interessantemente, o polimorfismo apresentado para o sistema GPI
possibilitou a distin¢do dos isolados, tendo em vista a regido geogréafica de origem. Os
isolados (I-1, 1-2, 1-6, 1-7 e 1-8) que apresentaram trés eletromorfos para o sistema GPI
séo oriundos de cées da cidade de Governador Valadares e os isolados (I-3, 1-4, 1-5, 1-9
e 1-10) que apresentaram dois eletromorfos séo da cidade de Itabirito. Estes resultados
demonstram que a técnica de isoenzimas possibilitou a identificacdo de variabilidade
genética intra-especifica em isolados de L. infantum e que esta variabilidade pode ser
relacionada com fatores ambientais, neste caso, a origem geografica (nicho ambiental) a
qual pertence cada isolado. Resultados similares foram descritos por Gallego et al
(2001), Pratlong et al. (2004) e Kallel et al. (2008) que identificaram polimorfismos
enzimaticos em cepas de L. infantum oriundas de diferentes regiGes geogréaficas do
mediterraneo. De forma geral, os resultados obtidos com analise de isoenzimas no
presente estudo permitem inferir que os isolados obtidos de cdes portadores de
diferentes formas clinicas da LVC apresentam perfil homogéneo para a maioria dos
sistemas enzimaticos analisados, e que estes perfis sdo compativeis com os apresentados
para espécie L. infantum. De fato, nossos dados sdo consistentes com os descritos por
Braga et al. (1986) que descreveram a presenca de homogeneidade isoenzimatica em
cepas de L. chagasi/L. infantum isoladas de diferentes hospedeiros no estado do Par4,
Brasil. O presente estudo abordou de forma pioneira a analise de perfil isoenzimatico
em isolados obtidos de cdes portadores de diferentes formas clinicas da LVC, com
intuito de relacionar possiveis polimorfismos nestes sistemas com a progressao clinica
da doenca. Contudo, os dados obtidos demonstram que para uma melhor interpretacéo e
entendimento da relacdo entre a progressdo clinica da LVC e a presenca de
polimorfismos isoenzimaticos entre isolados de Leishmania infantum, oriundos de cées
naturalmente infectados, é necessario aumentar o numero de isolados bem como o de
sistemas enzimaticos estudados (Andrews et al., 1999).

Para ampliar as investigagfes no ambito molecular, foi padronizada no presente
estudo a técnica de PCR. A PCR foi empregada com intuito confirmar o género a qual

pertenciam todos os isolados obtidos. Os resultados obtidos com a realizacdo da PCR e
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empregando os iniciadores 150 e 152, dirigidos para a regido conservada do minicirculo
do KDNA, demonstraram que todos os isolados pertenciam ao género Leishmania. Isto
ficou evidenciado pela detec¢do de um fragmento de 120 pb nas espécies de referéncia
da OMS [L.(L.)) amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269); L.(V). braziliensis
(MHOM/BR/1975/M2903); L.(L.) infantum (MHOM/BR/74/PP75)] e nos isolados
obtidos dos cées naturalmente infectados. Os resultados obtidos no presente estudo
estdo de acordo com os encontrados por Degrave et al. (1994).

Segundo Schonian et al. (2010) a identificacdo das espécies do parasito que causam
as leishmanioses é de suma importancia para o entendimento das manifestacées clinicas
da doenca, contribuindo para um correto diagndstico e prognostico, além de
proporcionar melhores decisdes em relacdo as medidas de tratamento e controle da
doenca. Sendo assim, foi empregada técnica de PCR-RFLP, descrita por Volpini et al.
(2004), com o objetivo de identificar a(s) espécie(s) a qual pertenciam os isolados
avaliados no presente estudos. Os resultados obtidos com a realizacdo da técnica
utilizando as espécies de Leishmania referenciadas pela OMS, permitiram distinguir as
espécies do parasito por meio do perfil de restricdo dos fragmentos de 120 pb do
minicirculo do KDNA, conforme descrito por Volpini et al (2004) e Andrade et al
(2006).

Apbs a padronizacdo da técnica, os isolados de Leishmania foram submetidos a
PCR-RFLP, onde foi verificado que nove deles apresentaram perfil de restricdo
compativel com o observado para cepa de referéncia de L. infantum
(MHOM/BR/74/PP75) e um isolado (1-10), oriundo de um céo assintomético da cidade
de Itabirito, ndo apresentou restricdo para a regido de 120 pb do mkDNA.
Comparativamente, o perfil apresentado pelo 1-10 foi semelhante ao observado para a
espécie L. amazonensis. Estes resultados demonstram que: (i) o cdo é um importante
reservatorio para a espécie L. infantum no ambiente urbano; (ii) o ciclo da doenga no
Brasil tem assumido um forte carater zoonético; (iii) a PCR-RFLP é uma eficiente
ferramenta molecular que permite a identificagdo do parasito a nivel especifico,
podendo ser empregada de forma satisfatéria em areas endémicas para a LVC (Andrade
et al., 2006; Quaresma et al., 2009).

A obtencdo de um isolado (I-10) com perfil de restricdo semelhante a L.amazonensis
de certa forma, foi algo inesperado, uma vez que este isolado pela técnica de isoenzimas
apresentou perfis enzimaticos compativeis com a cepa de referéncia de L infantum.

Tolezano et al (2007) foram os primeiros a relatar a infeccdo em céo por L. amazonensis
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na regido de Aracatuba - SP (regido endémica para leishmaniose visceral),
demonstrando que a espécie pode estar presente no ambiente peridomiciliar. O
resultado apresentado pelo I-10 pela PCR-RFLP dificilmente poderia estar relacionado
com contaminagdo do  isolado  pela  espécie L.(L.) amazonensis
(MHOM/BR/1973/M2269) presente em nosso laboratério, pois o cultivo de cada
isolado e amostra de referéncia foram realizados de forma sistematica e cuidadosa.
Além disto, o0 DNA usado na PCR-RFLP para cada cepa de referéncia da OMS e
isolados analisados foram obtidos da mesma massa de promastigotas utilizada para
extracdo de isoenzimas; o que atenua ainda mais a chance de uma possivel
contaminacdo entre diferentes cepas ou espécies de Leishmania no presente estudo.
Uma possivel explicacdo para esta discordancia de resultados apresentados pela
isoenzimas e a PCR-RFLP em relacdo ao 1-10 poderia ser proveniente de uma mutacéao
genética pontual na regido de 120 pb do mkDNA neste isolado, o que impossibilitou o
reconhecimento do sitio de restricdo pela endonuclease Hae 11, levando a um resultado
compativel com a espécie L. amazonensis. Perreira et al. (2008) relata que a técnica de
PCR- RFLP é uma excelente ferramenta molecular para estudos que envolvem
identificacdo de espécies de diferentes organismos, mas apresenta como principal
desvantagem, a obtencdo de falsos resultados (ganho ou perda de fragmentos de
restricdo), que podem ser gerados devido a existéncia de mutacdes para o sitio de
restricdo enzimatica. Entretanto, esta incompatibilidade de resultados apresentados pelas
duas técnicas podera ser sanada mediante a utilizacdo de novas enzimas de restricdo e
comparacdo do sequienciamento molecular deste isolado e da amostra de referéncia
L.(L.) amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269).

Nos ultimos anos, as técnicas moleculares tém sido usadas como métodos
complementares nos estudos de variabilidade e caracterizagdo de Leishmania. Dentro
deste contexto, o presente trabalho utilizou a tecnica de amplificacdo randdmica do
DNA (RAPD) para identificar eventuais polimorfismos genéticos presentes em isolados
obtidos de cées sintométicos ou assintomaticos para a LVC. Importantes informacdes
sobre o polimorfismos genéticos em Leishmania tém sido obtidas pela técnica da
PCR-RAPD (Hide et al., 2001).

Os resultados apresentados no fenograma consenso pelo metodo de UPGMA, para o
perfil de bandas geradas pela PCR-RAPD, demonstraram que a utilizacdo dos
iniciadores M13-40 F, QG1, L15995, K7, P53-1 permitiu a diferenciacdo a nivel intra-

especifica entre as cepas e isolados de Leishmania utilizadas neste estudo. A distancia
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genética entre todas as amostras foi pequena (menor que 1), indicando elevada
similaridade entre aos isolados e as cepas de referéncia estudadas. No geral, os valores
de Bootstraps obtidos pelo fenograma consenso demonstram que os isolados obtidos de
caes naturalmente infectados e portadores de diferentes formas clinicas da LVVC formam
um grupo com elevada similaridade genetica, ndo sendo possivel evidenciar diferencas
genéticas significativas que pudessem ser associadas aos isolados e a forma clinica dos
cdes de origem. Os genomas ja anotados e descritos para Leishmania mostram que,
mesmo as diferentes espécies, se apresentam muito semelhantes (Peacock et al., 2007).

Considerando a localizacdo geografica (Governador Valadares ou Itabirito) os
resultados obtidos com o RAPD néo evidenciaram diferengas genéticas significativas
entre os isolados que pudessem ser relacionadas a regido geografica de origem. Todavia,
a técnica de RAPD tem se demonstrado valida para a caracterizacdo genética de
diferentes cepas e espécies de Leishmania (Martinez et al., 2003; Zemanova et al.,
2004; Alimohammadian et al., 2010). Utilizando os mesmos iniciadores para RAPD do
presente trabalho, Gomes et al (1995) e Carvalho et al (2006) conseguiram identificar
diferencas genéticas entre cepas de L. braziliensis isoladas de pacientes humanos em
diferentes regiGes geogréaficas do Brasil. Em um estudo com cepas de L. infantum
causadoras da forma visceral e cutanea da doenca em humanos e cées, Toledo et al
(2002) demonstraram por meio do RAPD, que estes parasitos apresentam perfil
genético semelhante, independente da forma clinica da doenca. Estes autores sugerem
que a manifestacdo das diferentes formas clinica da doenca parece estar mais
relacionada ao status imunoldgico do hospedeiro do que com o background genético do
parasito.

Os resultados obtidos com a realizagdo da PCR-RAPD foram semelhantes aos da
técnica de isoenzimas, uma vez que grande parte dos isolados estudados apresentaram
perfis bioquimicos e genéticos semelhantes ao da cepa de L. infantum
(MHOM/BR/74/PP75). Todavia, a anélise do fenograma consenso demonstrou que 0
1-10 formou um agrupamento a parte dos demais isolados de L. infantum (Bootstrap de
100%). Este dado € interessante, pois no presente estudo observamos que este mesmo
isolado apresentou pela PCR-RFLP um perfil de L. amazonensis diferentemente do
observado para os demais isolados, 0s quais apresentaram perfil de restricdo semelhante
ao da cepa de referéncia de L. infantum. Refor¢ando o que ja foi discutido anteriormente
em relacdo a técnica de isoenzimas, o 1-10 apresentou perfil isoenzimatico compativel

com cepa de referéncia de L. infantum, para todos os sistemas analisados.
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De certa forma, os resultados obtidos para o isolado 1-10, considerando a RAPD e
PCR-RFLP e suas disparidades quando confrontados com a técnica de isoenzimas, sdo
intrigantes, pois apontam para uma divergéncia entre os marcadores utilizados. Apesar
de ser uma técnica amplamente utilizada na caracterizacdo de parasitos Leishmania, as
isoenzimas, refletem diretamente a expressdo de caracteristicas fenotipicas do parasito
(Zaidi et al., 2003). Mesmo refletindo indiretamente o gendtipo, as isoenzimas podem
apresentar elevada plasticidade fenotipica, levando em alguns casos a interpretacdes
equivocadas de resultados. Grimaldi et al. (1982) relataram a presenca de variacdes
isoenzimaticas em cepa de Leishmania mantida sob diferentes condic¢bes de cultivo.
Desta forma, os dados obtidos pela RAPD, PCR-RFLP e isoenzimas para o isolado 1-10
devem ser averiguados com mais cautela, pois somente atraves de testes moleculares
mais especificos, como caracterizacdo por RFLP do gene hsp70, perfil de
microssatélites e ou seqlienciamento sera possivel esclarecer de forma satisfatoria os
resultados obtidos previamente.

No presente trabalho utilizamos diferentes metodologias bioldgicas e biotecnologicas
com intuito de caracterizar isolados de Leishmania spp. oriundos de cdes portadores de
diferentes formas clinicas da LVC. Neste sentido foram empregadas abordagens no
ambito do comportamento bioldgico dos isolados no contexto in vitro, avaliado pelo
perfil de crescimento em meio de cultivo e in vivo através da infec¢do experimental em
hamster. Além disto, foram empregadas metodologias bioquimicas e moleculares com
intuito de identificar polimorfismos genéticos entre os isolados a fim de associa-los com
as diferentes formas clinicas dos ces de origem. E consenso na comunidade cientifica
que as manifestagdes clinicas nas infeccBes por Leishmania sdo determinadas por
parametros multifatoriais, dentre os quais se destacam o background genético e status
imunoldgico do hospedeiro e as diferentes espécies e cepas do parasito (Banuls et al.,
2007).

Diferentes ferramentas moleculares tais como: isoenzimas, RAPD e RFLP tém sido
utilizados extensivamente na andlise genética de parasitos Leishmania com intuito de
relacionar os resultados obtidos com os pardmetros clinicos e epidemioldgicos da
doenca (Rioux et al .,1990; Indiani-de-Oliveira et al., 2004; Cuervo et al., 2004). Estes
trabalhos revelam que estes marcadores sdo capazes de identificar e distinguir diferentes
cepas e espécies de Leishmania. Contudo, 0s mesmos nao conseguem explicar de forma
satisfatoria os diferentes fenotipos clinicos da doenca. No trabalho publicado por

Guerbouj et al (2001); utilizando cariotipagem molecular em cepas de L. infantum e
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com énfase na analise do polimorfismos no tamanho cromossémico; foi possivel
identificar correlagbes entre o pleomorfismos clinicos causado pelos parasitos com
dados genéticos. De acordo com Banuls et al. (2007) a maiorias dos estudos que
abordam caracterizacdo genética entre diferentes cepas e espécies de Leishmania nédo
conseguem encontrar uma associagdo entre as diferentes formas clinicas da doenga e a
diversidade genética do parasito. Por este motivo, estudos recentes tém se concentrado
na analise da genética parasitaria tendo como foco 0s marcadores genéticos
relacionados a viruléncia. Neste sentido, o completo seqiienciamento genémico da
espécie Leishmania major tem contribuido com informacdes substanciais na analise de
fatores de viruléncia, enzimas fundamentais na via metabdlica e fatores parasitarios
responsaveis pelo tropismo e patogenicidade (Ivens et al., 2005).

Dentro deste contexto, os resultados obtidos no presente estudo, reforcam a
necessidade de uma melhor investigacdo tanto a nivel biolégico, bioquimico e
molecular destes e de novos isolados de Leishmania spp. obtidos de cées portadores da
forma clinica sintomaética ou assintomatica da LVC, pois desta forma poderdo ser
geradas novas informacdes que possibilitem a associacdo destes parametros com a
evolugdo clinica da leishmaniose visceral canina. Adicionalmente, esta abordagem
poderd auxiliar na selecdo de cepas a serem empregadas na elaboracdo e
desenvolvimento de novos experimentos de cunho biotecnoldgico que identifiquem

cepas de L. infantum com diferentes perfis de viruléncia/patogenicidade.
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Apos reunir o conjunto de dados obtidos neste trabalho que realizou a caracterizagéo
bioldgica, bioquimica e molecular e genética em isolados de Leishmania spp. obtidos de
cdes naturalmente infectados permitiu estabelecer as seguintes conclusdes:

As diferencas observadas no perfil de crescimento in vitro e de infectividade in vivo
parecem estar mais relacionados com o background genético de cada isolado, e estas
aparentemente ndo estdo correlacionadas com a expressdo das diferentes formas clinicas
(assintomatica e sintomatica) na LVC.

A infeccdo experimental no modelo Hamster (Mesocricetus auratus) permitiu apesar
da baixa taxa de infectividade, selecionar dois isolados (I-3 e 1-8) com potencial de
infeccdo diferenciado quando comparados aos outros isolados e a cepa de referéncia de
Leishmania infantum.

A técnica de isoenzimas ndo foi capaz de identificar diferencas genéticas
significativas entre os isolados que pudessem ser correlacionadas com as forma clinicas
(sintomaética ou assintomaética) do cdo de origem. Entretanto, pela técnica de isoenzimas
foi possivel identificar variabilidade genética entre os isolados obtidos de cées da cidade
de Governador Valadares e lItabirito, sendo desta forma, uma importante técnica ser
empregada em estudos relacionados a epidemiologia molecular de isolados da mesma
espécie oriundos de diferentes regies geograficas do Brasil.

A PCR-RFLP é uma técnica que permite a identificacdo e diferenciacdo de espécies
do género Leishmania sendo que a maioria dos isolados obtidos dos cédes naturalmente
infectados apresentaram perfil de restricdo compativel com a espécie de Leishmania
infantum.

A técnica de PCR-RAPD ndo foi capaz de identificar diferencas genéticas
significativas entre os isolados que pudessem ser associadas as diferentes formas
clinicas da LVC.
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Os resultados obtidos neste trabalho estimulam a continuidade dos estudos

relacionados a caracterizacdo dos isolados de Leishmania spp. obtidos de cées

naturalmente infectados e portadores de diferentes formas clinicas da LVC. Desta

forma, os resultados obtidos com este trabalho permitem propor as seguintes

perspectivas:

Aumentar o nimero de isolados de Leishamnia infantum obtidos de cdes
naturalmente infectados, portadores de diferentes formas clinicas e de
diferentes regides do Brasil, no sentido de buscar uma melhor compreenséo e
interpretacdo dos resultados obtidos com as analises bioldgicas, bioquimicas e
moleculares;

Avaliar o perfil de resisténcia ou susceptibilidade as drogas in vitro e in vivo
dos isolados mediante o emprego de farmacos utilizados para o tratamento da
LV;

Avaliar a infectividade dos isolados mediante a infeccéo in vitro tendo como
base a utilizacdo de macrofagos murinos (linhagem J774);

Estudar detalhadamente a infeccdo experimental no ambito imunolégio e
parasitologico em modelo hamster, empregando a via de inoculo
intracardiaca com periodos de avaliacdo entre 90 e 360 dias através dos
seguintes parametros: (i) perfil hematolégico por meio de hemograma
automatizado; (ii) resposta imune humoral por ELISA para avaliar o perfil de
imunoglobulinas 1gG, IgM e IgE bem como as o perfil das subclasses IgG1la
e 1gG2b; (iii) reposta imune celular sera avaliada no contexto ex vivo e in
vitro empregando a imunofenotipagem por citometria de fluxo e (iv) carga
parasitaria no baco e figado por meio de Leishman Donovan Units e pela
PCR em Tempo Real;

Utilizar outros marcadores moleculares tais como: o microssatélites, SSR-
PCR e LSSP-PCR para identificacdo de polimorfismos genéticos entre os

isolados que possam estar relacionados com a progressdo clinica da LVC.
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Mediante o0s recentes avangos biotecnoldgicos obtidos nos ultimos anos que
permitem a deteccdo, e diferenciacdo de espécies e cepas de parasitos do género
Leishmania e, considerando a diversidade de manifestacGes clinicas da leishmaniose
visceral em especial a LV canina, no presente estudo foram empregadas as principais
ferramentas biotecnoldgicas na identificacdo de isolados de Leishmania spp. de cdes
assintomaticos e sintomaticos. Inicialmente, o nosso objetivo foi de confirmar que a
infeccdo dos cdes era efetivamente por L. infantum e, posteriormente, identificar nestes
isolados perfis distintos de viruléncia e patogenicidade. Nossas futuras ambicgdes
cientificas nesta linha serd a caracterizacdo de cepas com padrdes distintos de
resisténcia e suscetibilidade a drogas bem definidos que permitirdo a construcdes de
modelos para ensaios terapéuticos em plataformas de testes de drogas in vitro e in vivo.
Para atingir estas perspectivas é fundamental o conhecimento do comportamento
biol6gico, bioquimico, genético destes e de outros isolados que 0 nosso grupo de
pesquisa vem obtendo nos ultimos anos a fim de fornecer um poderoso instrumento de
bioprospec¢do de farmacos no futuro a médio e longo prazo. Neste trabalho, iniciamos
o0s estudos em cepas de Leishmania isolados obtidos de cdes nos Gltimos cinco anos na
area endémica de Governador Valadares e de Itabirito ambas cidades do estado de
Minas Gerais. Além disso, este estudo se encontra em prosseguimento onde os isolados,
provenientes de outras regibes de Minas Gerais e do Brasil, ja foram obtidos e se
encontram no biodepositario do Laboratorio de Imunopatologia do NUPEB/UFOP.

Nesta primeira etapa, foram mostrados os resultados obtidos de 10 isolados (cinco de
cdes assintomaticos e cinco de cées sintomaticos) em comparacdo com a cepa padrédo da
OMS de L. infantum (MHOM/BR/74/PP75) empregando como ferramenta avaliagéo
clinica e diagndstica (diagndstico parasitolégico e molecular) dos animais de area
endémica, curva de crescimento in vitro de todos os isolados, estudo bioquimico por
isoenzimas, e molecular através da confirmacao da espécie de Leishmania pela técnica
de PCR-RFLP e o perfil genético das cepas pela RAPD. Para os estudos de
patogenicidade foi empregada a infeccdo experimental in vivo em hamster
(Mesocricetus auratus), com énfase na analise da carga parasitaria no baco e figado
apos trés meses de infeccdo. Desta forma, o presente estudo gerou uma contribuigéo
significativa ndo apenas na implantacdo e consolidacdo de técnicas moleculares no
LIMP, mas também de implementacdo de uma nova linha de pesquisa que estd sendo

amplamente fomentada em nosso grupo de pesquisa com o objetivo de contribuir em
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diversas areas do conhecimento tais como: biologia de parasitos, biologia molecular,
bioquimica, cultivo celular de macréfagos imortalizados e testes de farmacos. Com o0s
dados obtidos neste estudo preliminar esta sendo possivel planejar futuros experimentos
onde poderemos compreender melhor mecanismos imunoldgicos entre cepas com
elevado perfil de viruléncia e patogenicidade, seguido do estudo de resisténcia e
susceptibilidade a drogas.
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