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"Se fosse ensinar a uma crianca a beleza da musica
néo comecgaria com partituras, notas e pautas.
Ouviriamos juntos as melodias mais gostosas e lhe contaria
sobre os instrumentos que fazem a musica.
Ali, encantada com a beleza da musica, ela mesma me pediria
gue lhe ensinasse o mistério daquelas bolinhas pretas escritas sobre cinco linhas.
Porgue as bolinhas pretas e as cinco linhas sao apenas ferramentas
para a producao da beleza musical. A experiéncia da beleza tem de vir antes".
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Resumo

A lectina ligante de manose (MBL) é uma lectina sérica membro da familia das colectinas, sendo
uma importante constituinte da imunidade inata. Também é uma das mais de trinta moléculas do
sistema complemento. O Sistema Complemento (SC) é um sofisticado sistema de defesa do
hospedeiro que pode ser acionado tanto pelo sistema imune inato quanto pelo mecanismo de
imunidade mediada por anticorpos. A via de ativacdo do SC das Lectinas é ativada por dominios
de reconhecimento de carboidratos. O gene que codifica a MBL foi caracterizado em alguns
mamiferos, e 0 mais estudado até agora € o humano. O gene da MBL em cées ainda néao foi
localizado, contudo, sua versdo predita ja esta disponivel, a qual € similar a lectina ligante de
manose (A). Em humanos, a regido codificadora da proteina é constituida por quatro exons e trés
introns. A grande maioria da MBL produzida no figado se origina dos transcritos iniciados no exon
1. Alelos na regido promotora do exon 1 contribuem para variagdes adicionais na concentracéo
sérica da MBL. Em um estudo realizado com pacientes que apresentavam diagnéstico positivo
para leishmaniose visceral, cujo agente causador é o protozoario Leishmania chagasi, mostrou
gue esses pacientes apresentavam um nivel maior de MBL sérica do que em individuos controle
saudaveis. A Leishmaniose € uma doenca negligenciada que afeta principalmente as populacfes
de baixa renda. . E uma doenca de distribuicdo mundial, afetando 88 paises, dos quais 72 s&o
paises em desenvolvimento. Os agentes etiolégicos da doenca sdo protozodrios que apresentam
uma Unica mitocéndria, sendo que, o DNA mitocondrial aparece condensado e é chamado de
cinetoplasto (k). Na area urbana, o cdo é o principal reservatorio. Os vetores sd0 0S
flebotomineos. De uma forma geral, o diagnéstico da LVC vem se apresentando como um
problema para os servicos de saude publica, e nao existe um teste diagnostico 100% especifico e
sensivel. Novos métodos de diagnéstico, como a PCR, constituem uma nova perspectiva para o
diagnostico da leishmaniose visceral. No presente trabalho, foram avaliadas um total de 136
amostras caninas de diferentes localidades, no intuito de testar diferentes primers para a
validacdo da PCR como teste diagnostico e verificar a possibilidade de mutagdes no gene mbl(A).
Todas as amostras testadas amplificaram com os primers do kDNA. Apenas 40 amostras
amplificaram com os primers da regido ITS-1. Das 96 amostras analisadas contendo o fragmento
do intronl, oito apresentaram heterozigose. Nenhuma mutacé&o significativa foi encontrada nas 96
amostras analisadas. Mais estudos sdo necessarios para uma melhor compreensdo do
funcionamento da MBL em cées e mais testes sdo necessarios para a padronizacdo de um

diagndstico molecular confiavel.
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Abstract

Mannose binding lectin (MBL) is a member of the colectins’s family, being an important constituent
of innate immunity. Also is one of more than thirty molecules of the complement system. The
complement system (CS) is a sophisticated defense system of the host that can be triggered by
both the innate immune system as the antibody-mediated immunity. The lectin pathway of
complement activation is enabled by areas of recognition of carbohydrates. The gene that encodes
the MBL was characterized in some mammals, and the most studied so far is the human. The MBL
in dogs gene has not yet been located, however, it's predicted version is already available, which
is similar to mannose binding lectin (A). In humans, the encoder protein region consists of four
exons and three introns. The vast majority of MBL produced in the liver originates from transcripts
started in exon 1. Allele in the promoter region of exon 1 contributes to additional variations in
serum’s levels of MBL. A study conducted with patients that had positive diagnosis for visceral
leishmaniasis, whose causal agent is the protozoa Leishmania Chagasi, showed that these
patients had a higher level of MBL in serum that in healthy control subjects. Leishmaniasis is a
neglected disease that primarily affects low-income populations. The disease has a global
distribution, affecting 88 countries, which 72 are developing countries. The etiological agents of the
disease are protozoa with has a single mitochondria, and the mitochondrial DNA appears
condensed and is called kinetoplast (k). In the urban area, the dog is the main reservoir. The
vectors are insects called sandflies. General diagnosis of visceral leishmaniasis in dogs is showing
as a problem for public health services, and there is no specific diagnostic test that is 100%
sensitive. New diagnostic methods, such as PCR, constitute a new perspective for the diagnosis of
visceral leishmaniasis. In this work, there were evaluated a total of 136 canine samples from
different locations in order to test different primers for validation of PCR as a diagnostic test and
verify the possibility of mutations in the gene mbl (A). All samples tested amplified with the primers
of KDNA. Only 40 samples amplified with the primers of ITS-1region. Of the 96 samples analyzed
that contains fragment of intronl, eight presented heterozigose. No significant mutation was found
in the 96 samples analyzed. Further studies are needed for a better understanding of the
functioning of the MBL in dogs and more tests are necessary for the standardization of a trusted

molecular diagnosis.
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Parte I:

Introducao e Revisao da Literatura:

|
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1. Leishmania:

1.1. Leishmanioses:

No Novo Mundo, as evidéncias mais antigas da existéncia da leishmaniose, sédo fornecidas
por evidéncias arqueolédgicas provenientes do Peru e do Equador, que datam de 400 a 900 dC,
ilustrando lesdes sugestivas da doenca (Figura 1) (Altamirano- Enciso, 2003; Castellano, 2005).

A primeira observacdo dos agentes etiolégicos das leishmanioses ocorreu no final do
século XIX, quando Cunningham em 1885, na india, descreveu formas amastigotas em casos
denominados “Calazar’. Posteriormente, em 1898, o pesquisador russo Borovisky demonstrou ser
um protozoario o agente etiolégico encontrado no oriente, sem, entretanto Ihe dar nome. Mais
tarde, Leishman (1903), observou corpusculos ovais com 2-3um de diametro em preparacdes de
baco de um soldado inglés que havia morrido de febre Dum-Dum, contraida em Calcuta na india.
Ao mesmo tempo, Donovan (1903), relatou esses mesmos parasitos em aspirados esplénicos de
um menino hindu com 12 anos de idade e que estava acometido de uma febre irregular. Laveran &
Mesnil, também em 1903 consideraram que o0 parasito associado ao calazar indiano um
piroplasma, nomeando-o entdo de Piroplasma donovani. Ainda em 1903, Ross demonstrou que 0s
organismos evidenciados na preparacdo de Donovan ndo eram esporozoarios como este havia
proposto e, sendo assim, estabeleceu um novo género (Leishmania) denominado Leishmania
donovani, o agente etiologico do calazar (Genaro, 2005). Teorias moleculares recentes sobre as
Leishmanias demonstram que o género tem cerca de 120 milhdes de anos, surgindo quando os
continentes ainda estavam unidos na pangéia (Altamirano- Enciso, 2003).

Figura 1: Huaco mochica exibindo mutilagdo do nariz
e labio superior, lesfes sugestivas de leishmaniose.
Fonte: Altamirano- Enciso, 2003.
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As leishmanioses sé&o consideradas zoonoses, no entanto, podem acometer o homem, fato
qgue altera sua classificacdo epidemioldgica para antropozoonose. Historicamente, a doenca é
considerada rural, restringida a bolsdes de miséria, porém, desde os anos 80, esta caminhando
rapidamente para os grandes centros urbanos como Teresina/Pl, Campo Grande/MS, Palmas/TO e
Belo Horizonte/MG e esta se aproximando de Sdo Paulo/SP e Brasilia/DF (Ferreira, 2010). De
1980 até 2008, mais de setenta mil casos de Leishmania Visceral foram registrados no Brasil, com
3.800 mortes (Ministério da Saude, 2006; Werneck, 2010). Anualmente, de 5 a 10 mil brasileiros
sdo atingidos pela doenca e pelo menos 10% n&o sobrevivem, pois 0s servi¢os de saude ndo estdo
preparados para atender essa moléstia (Ferreira, 2010).

E uma doenca negligenciada que afeta principalmente as populacdes de baixa renda,
devido a expansdo urbana ndo planejada, destruicdo ambiental, moradia e situacdo sanitaria
precarias e problemas nutricionais, entre outros fatores determinantes (Werneck, 2010).

A epidemiologia € muito ampla: 20 espécies de Leishmania sdo patogénicas para 0 homem
e 30 espécies de mosquitos palha sdo vetores. E uma doenca de distribuicio mundial, afetando 88
paises, dos quais 72 sdo paises em desenvolvimento. Noventa por cento dos casos de Leishmania
Visceral ocorrem em éareas suburbanas e nas zonas rurais de cinco paises: Bangladesh, india,
Nepal, Sudao e Brasil. A incidéncia anual de casos de Leishmania Visceral é de 500.000 (Desjeux,
2004).

As leishmanioses sdo doencas de importancia clinica e epidemioldgica. Existem diversos
tipos de leishmanioses, entre as quais podemos destacar: cutanea, cutanea difusa, mucocutanea e
visceral. (Desjeux, 2004). A leishmania visceral estd se tornando uma das doencas mais
importantes da atualidade, gracas a sua incidéncia e alta mortalidade em individuos néo tratados e
criangas desnutridas e, emergente em individuos portadores do HIV (virus da imunodeficiéncia
humana). Possui ampla distribuicdo geogréfica, atingindo a Asia, Europa, Oriente Médio, Africa e
Américas. O primeiro caso registrado no Brasil foi em 1913, em um paciente do Mato Grosso,
posteriormente, em 1934, 41 casos positivos também foram identificados em laminas provenientes
da regido norte e nordeste. Desde entdo, vem sendo registrados casos em todo o pais, exceto na
regido sul. Na década de 90, a regido nordeste era responsavel por 90% das infec¢des no pais,
namero que vem reduzindo desde entdo, devido a urbanizacdo (figura 2) (Ministério da Saude,
2006; Coordenadoria de Controle de Doencas, 2006).
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Legenda
[ | 0 casos
L] 1-5 casos
B 5-10 casos

B 10-20 casos H“'r/[
B 50-192casos

Figura 2: Distribuicdo de casos autéctones de leishmaniose visceral segundo municipio, Brasil, 2002.
Fonte: SINAN-CONVEV/OGDT/DEVEP/SVS/MS

1.2.  Agente etioldgico:

Os agentes etiologicos das leishmanioses sdo as Leishmania spp, pertencentes a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania. S&o protozoarios unicelulares,
flagelados, parasitas intracelulares obrigatorios. Apresentam uma Unica mitocondria, o DNA
mitocondrial aparece condensado em uma regido proxima aos corpusculos basais do flagelo,
sendo chamados de cinetoplastos (k), onde fica armazenado o kDNA (Castellano, 2005).

O kDNA é formado por milhares de moléculas de DNA circulares, fechadas
covalentemente, formando uma “rede de trabalho” plana (figura 3). Cada rede de kDNA contém
dois tipos de moléculas circulares de DNA. Os minicirculos que estdo presentes em torno de 10*
copias, variando de 0,5 a 2,5Kb (kilobase), dependendo da espécie, sendo heterogéneos na
sequéncia, porém o tamanho é sempre idéntico na rede. Sua Unica funcao genética conhecida é a
formacédo de pequenos RNAs guias que controlam a especificidade da edi¢cdo dos transcritos dos
maxicirculos. Os maxicirculos estdo presentes de 20 a 50 copias, aparentemente, idénticas,
variando de 20 a 40Kb, em diferentes espécies, e permanecem ao redor da camada da rede de
minicirculos. Os maxicirculos codificam RNAs ribossdmicos e proteinas mitocondriais envolvidas
em funcdes como transporte de elétrons e na sintese de ATP (adenosina trifosfato) (Guilbride,
1998; Savill, 1999).
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Figura 3: Foto exemplificando uma rede de

minicirculos.

Fonte: http:// www.dna.kdna.ucla.edu

Em eucariotos, o DNAr (ribossémico) compreende uma familia multigénica, organizada em
unidades repetidas ou em tandem dentro da regido organizadora nucleolar. Cada unidade consiste
de regifes altamente conservadas que codificam os genes para os RNAs 18S, 5,8S e 28S,
intercaladas por regides variaveis de espacadores nédo-codificantes. Na maioria dos animais,
existem de 100 a 500 copias do gene codificante do DNAr no genoma nuclear. Cada unidade de
transcricdo é composta de uma regiao promotora lider (ETS — External Transcribed Spacer), uma
regido codificadora do RNAr 18S, um espacador nao-codificante interno (ITS-1), uma regido
codificadora de RNAr 5,8S, um outro espacador nao-codificante interno (ITS-2), uma regido
codificadora de RNAr 28S e, finalmente, um segmento intergénico espacador nao-transcrito, IGS.
As regides ITSs possuem sequéncias que variam dentro e entre as populagdes. Sua utilizacao
como marcador molecular é possivel gracas a essas variacfes (Mateus, 2006). Estima-se a
presenca de 20 a 200 copias idénticas da regido ITS-1 no genoma da Leishmania (Odiwuor, 2010).

Os agentes etiolégicos da leishmania visceral, sdo protozodrios tripanosomatideos do
género Leishmania, parasita intracelular obrigatério das células do sistema fagocitico mononuclear,
com forma flagelada ou promastigota encontrada no tubo digestivo do vetor (figura 4), e outra
aflagelada ou amastigota, nos tecidos dos vertebrados (figura 5) (Ministério da Saude, 2006).
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Figura 4: promastigoto
Fonte: Ministério da Salde, 2006.
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Figura 5: amastigoto
Fonte: Ministério da Saude, 2006.

1.3. Reservatorios:

Na area urbana e rural, o cdo -Canis familiaris- vem sendo descrito como o principal
reservatorio da L. chagasi, tanto no Brasil, como nas Américas (OMS, 1990; Vieira & Coelho,
1998). No ambiente silvestre e rural, os reservatérios sdo as raposas (Dusicyon vetulus e
Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris) (Ministério da Saude, 2006;
Coordenadoria de Controle de Doengas, 2006).

Em 1908 Nicolle & Comte demonstraram pela primeira vez o parasito em caes na Tunisia,
sugerindo seu possivel papel como reservatério da doenca. Posteriormente, foi comprovada a
transmissao natural em cées e assim registrado o primeiro foco de Leishmaniose Visceral Canina
no mundo. No Brasil, as primeiras evidéncias de transmissao da doenca foram em Abaeté/PA, pelo
Instituto Oswaldo Cruz. Apenas em 1955 é que o cdo foi considerado o reservatdrio da
Leishmaniose Visceral, quando foi constatada a transmissdo em cées residentes em zona urbana
do municipio de Sobral/CE (Deane & Deane, 1955). Em 1957, Brener concluiu que o cdo possuia
papel fundamental na epidemiologia da LV no Brasil (Coordenadoria de Controle de Doengas,
2006).
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O periodo de incubacao do parasito em caes pode variar de 3 a 7 meses, ou até anos apos
a infeccdo. O periodo de transmissibilidade ocorre enquanto persistir o parasitismo na pele ou
sangue dos animais infectados, e em cées a infectividade para os flebotomineos persiste mesmo
apos o restabelecimento clinico desses animais (Coordenadoria de Controle de Doencas, 2006).

No Brasil, a forma assintomética da doenca em canideos é a mais frequénte, podendo
variar de 40 a 60% em populacdes soropositivas (Camargo-Neves, 2004). Os cdes assintomaticos
sdo a maior fonte de transmissao do parasito para o homem em &reas endémicas (Almeida, 2010).

O cédo é um animal essencialmente doméstico, completamente adaptado a vida junto ao
homem e, inclusive, se desloca com ele nas migracdes. Até agora ndao ha vacina de eficacia
comprovada e nem cura para a leishmaniose canina, de modo que a Unica alternativa é a
eliminagédo do animal infectado, tanto como medida de controle como para evitar seu sofrimento
(Ferreira, 2010). Algumas tentativas de tratamento de cées utilizando drogas que séo eficazes em
humanos tém fracassado ou resultado apenas em uma melhora geral nos sintomas da doenca,
embora o parasitismo permaneca e o animal continue sendo fonte de infec¢cdo para o mosquito.
Entretanto, medicamentos eficazes em seres humanos ndo devem ser utilizados em cées, pois
podem induzir resisténcia dos parasitos (Ministério da Saude, 2006, Coordenadoria de Controle de
Doencas, 2006).

Os céaes sao de extrema importancia para o entendimento e controle das Leishmanioses,
pois seu papel como reservatorio natural do parasito pode ser a chave para a eliminacdo da

doenca na area urbana.

1.4. Vetores:

Os vetores sdo os flebotomineos. Estes insetos sdo conhecidos popularmente como
mosquito palha, tatuquiras, birigui, entre outros (figura 6). No Brasil, duas espécies estédo
relacionadas com a leishmaniose: Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi (Ministério da Saude,
2006).
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Figura 6: fémea Lutzomyia longipalpis.

A distribuicdo geogréfica da L. longipalpis no Brasil se da em todas as regifes, menos a
sul. Estes insetos sdo pequenos, podendo medir de 1 a 3 mm de comprimento, possuem 0 Corpo
revestido por pélos e sdo de coloracdo clara —castanho claro ou cor de palha- possuem
comportamento caracteristico, voando em pequenos saltos e pousando com as asas entreabertas.
Na fase adulta, podem se encontrar em diversos tipos de ambiente, j& na fase larvéria,
desenvolvem-se em ambientes terrestres Umidos, ricos em matéria organica e com baixa
luminosidade. Ambos 0s sexos necessitam de ingestdo de carboidratos e a fémea se alimenta de
sangue para o desenvolvimento dos ovos (Ministério da Saude, 2006).

O ciclo biolégico da L. longipalpis se processa em ambiente terrestre, compreendendo
quatro fases de desenvolvimento: ovo, larva - constituida por quatro estadios -, pupa e adulto. Apés
a copula, a fémea deposita seus ovos em substrato Umido e com alto teor de matéria organica. Os
ovos eclodem de 7 a 10 dias ap0s a postura. As larvas alimentam-se vorazmente, desenvolvendo-
se entre 20 e 30 dias, entretanto, se ndo houver condi¢des favoraveis, podem entrar em diapausa.
As pupas ndo se alimentam e possuem respiracdo aérea, este periodo pode durar de uma a duas
semanas, em condi¢fes favoraveis. Os ovos se desenvolvem durante um periodo de 30 a 40 dias,
dependendo da temperatura. A fémea é hemat6faga obrigatéria, podendo realizar o repasto
sanguineo em diversos vertebrados. A longevidade da fémea é de aproximadamente 20 dias
(Ministério da Saude, 2006).

A atividade dos flebotomideos é crepuscular e noturna. A infeccdo da fémea se da quando
sugam sangue de um animal infectado, ingerindo macréfagos parasitados por formas amastigotas
de Leishmania. No trato digestivo anterior ocorre o rompimento dos macréfagos liberando essas
formas. Reproduzem-se por divisdo binaria e diferenciam-se rapidamente em formas flageladas
denominadas de promastigotas, que também se reproduzem por processos sucessivos de divisao

binaria. As formas promastigotas transformam-se em paramastigotas as quais colonizam o eso6fago
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e a faringe do vetor, onde permanecem aderidas ao epitélio pelo flagelo, quando se diferenciam em
formas infectantes - promastigotas metaciclicas. O ciclo do parasito no inseto se completa em torno
de 72 horas (Ministério da Saude, 2006).

ApOs este periodo, as fémeas infectantes ao realizarem um novo repasto sangiineo em um
hospedeiro vertebrado liberam as formas promastigotas metaciclicas juntamente com a saliva do
inseto. Na epiderme do hospedeiro, estas formas sao fagocitadas por células do sistema
mononuclear fagocitario. No interior dos macréfagos, no vacuolo parasitéforo, diferenciam-se em
amastigotas e multiplicam-se intensamente até o rompimento dos mesmos, sucedendo a liberacéo
destas formas, que serdo fagocitadas por novos macréfagos num processo continuo. Assim sendo,
dar-se-a a disseminacdo hematogénica para outros tecidos ricos em células do sistema
mononuclear fagocitario, como linfonodos, figado, baco e medula 6ssea (figura 7) (Ministério da
Saude, 2006).

O CICLO DA DOENCA
Egﬁsa Erzrﬂ'gmisfpm Mos cachorros, o parasita
| Ao picarem um animal se desenvolve e se
mamifer, eles o transmitem S mn;ﬂrﬂtfua ocasionando

Manor
fregléncda  Mosquito-palha
Maiar

freqiéncia

i Outro mosquito pica o
Ecmﬂ: 35 Q%ﬁ?ﬂi B cachorro contaminade,
adquire novamente o

desenvolve e se reproduz parasita e pica 0 homem

Figura 7: ciclo da Leishmaniose:

Fonte: Folha Online

No estado de Sao Paulo, em 1998, foram detectados pela primeira vez cdes com suspeita
clinica de Leishmaniose Visceral, no municipio de Aracatuba, fato que levou a identificacdo da
Leishmania chagasi como agente causal, o que confirmou a transmissdo autoctone de

Leishmaniose Visceral Americana em cédes na area urbana de Aracatuba. Em 1999, houve a
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confirmagdo do primeiro caso autéctone da doenca em humanos, também em Aracatuba. Até
entdo, ndo haviam casos autdctones registrados no estado (Coordenadoria de Controle de
Doencas, 2006).

A adaptacdo do vetor em zonas urbanas do estado de Sdo Paulo esta diretamente
relacionada a expansdo das Leishmanioses. Até maio de 2010, a espécie L. longipalpis foi
detectada em 72 municipios do estado (figura 8) (Coordenadoria de Controle de Doencas, 2006;
Boletim Epidemiolégico Paulista, 2010).

Figura 8: Distribuicdo de municipios com presenca de Lutzomyia longipalpis no
Estado de Sdo Paulo, maio 2010.
Fonte: Sucen/SES-SP

A leishmaniose visceral canina desde a sua primeira deteccdo em 1999 até outubro de
2007 foi registrada em 57 municipios abrangendo todas as regides em que o vetor foi detectado,
exceto a Regidao Metropolitana de S&o Paulo, em que o mecanismo de transmissao ainda nao foi
elucidado. Verifica-se que a expanséo se deu no sentido Oeste-Leste e, mais recentemente, no
sentido Norte-Sul, na regido Leste do estado de S&o Paulo, a partir do Estado de Minas Gerais
(Figura 9) (Boletim Epidemiolégico Paulista, 2007).
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Figura 9: Distribuicdo de municipios com transmissdo da leishmaniose visceral americana canina, por inicio
de ano de transmisséo. Estado de Sdo Paulo, 2006.
Fonte: GEL/CCD/SUCEN

No periodo de 1999 até dezembro de 2009, foram notificados mais de 3.720 casos
suspeitos de leishmaniose visceral, dos quais 1.750 confirmados. A figura 10 apresenta a série
histérica do numero de casos, niumero de Obitos e letalidade da leishmaniose visceral no estado de
Sao Paulo, no periodo.
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Figura 10: Nimero de casos, nimero de 6bitos e letalidade de leishmaniose visceral. Estado de Sao Paulo,
de 1999 a 2009.
Fonte: SinanW e SinanNet. Dados atualizados em 15/03/2010.
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1.5. Diagnéstico das Leishmanioses:

A doenca apresenta semelhanca com outras enfermidades infecto-contagiosas que
acometem os cédes, permitindo a possibilidade de diagndstico clinico apenas quando o animal
apresenta sinais clinicos comuns a doenca, ou quando o animal se originar de regides ou areas de
transmissao estabelecida. Entretanto, nas localidades cujo padrdo socioeconémico € baixo, outros
fatores podem estar associados, podendo dificultar o diagnéstico clinico, especialmente as
dermatoses e a desnutricdo, mascarando ou modificando o quadro clinico da leishmaniose visceral
canina (LVC).

De uma forma geral, o diagnéstico da LVC vem se apresentando como um problema para
0s servicos de saude publica. A problematica deve-se a variedade de sinais clinicos semelhantes
as observadas em outras doencas infecciosas, a alteracdes histopatoldgicas inespecificas e a
inexisténcia de um teste diagnostico 100% especifico e sensivel.

No Brasil, o diagnostico laboratorial da doenca canina é semelhante ao realizado na
doenca humana, podendo ser baseado no exame parasitolégico ou soroldgico. Para determinar o
exame laboratorial a ser utilizado, é importante que se conheca a area provavel de transmisséo, o
método utilizado, suas limitagBes e sua interpretacao clinica.

Dentre as técnicas sorologicas, podemos destacar os ensaios imunolégicos:

Imunofluorescéncia indireta (Rifi), onde o resultado da imunofluorescéncia indireta &
normalmente expresso em diluicdes. Consideram-se como positivas as amostras reagentes a partir
da diluicdo de 1:40. Tem sido amplamente utilizada para o diagnéstico de varias doencas
parasitarias, podendo apresentar reacdes cruzadas principalmente com a leishmaniose tegumentar
americana e a doenca de Chagas.

Ensaio imunoenzimatico (Elisa), consiste na reacao de anticorpos presentes nos soros com
antigenos soluveis e purificados de Leishmania obtidos a partir de cultura in vitro. Esse antigeno é
adsorvido em microplacas e os soros diluidos (controle do teste e das amostras) sdo adicionados
posteriormente. A presenca de anticorpos especificos no soro irdo se fixar aos antigenos. A
visualizacdo da reagao ocorre quando adicionada uma anti-imunoglobulina de cdo marcada com a
enzima peroxidase, que se ligard aos anticorpos especificos, caso estejam presentes, gerando um
produto que podera ser medido por espectrofotometria. O resultado considerado sororreagente €
aquele que apresente o valor da densidade 6tica igual ou superior a 3 desvio-padrées do ponto de
corte do resultado do controle negativo.

Ja o diagnodstico parasitologico, € o obtido pela observacdo de formas amastigotas do

parasito em material biolégico obtido, preferencialmente, da medula Ossea, por ser um
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procedimento mais seguro. A especificidade do método é de aproximadamente 100%, e a
sensibilidade depende do grau de parasitemia, tipo de material bioldgico coletado e do tempo de
leitura da lamina, podendo diminuir para 80% em caes sintomaticos e mais ainda em caes
assintomaticos. O material aspirado devera ser examinado segundo a seguinte seqiéncia:

Exame direto: formas amastigotas do parasito podem ser visualizadas pelas coloracdes de
Giemsa ou Wright, Leishman, Pandéptico. O encontro de parasitos no material examinado depende
do numero de campos observados (200 campos devem ser examinados antes de se considerar
uma lamina como negativa).

Isolamento em meio de cultura (in vitro): formas amastigotas do parasito, inoculadas em
meios de cultura especiais contendo agar e sangue de coelho, transformam-se em formas
promastigotas. O classico meio de NNN € o mais comumente empregado. A utilizacdo de meio
liqguido sobre o NNN, como o meio LIT ou de Schneider, aumenta e acelera a positividade da
cultura. As culturas devem ser mantidas entre 24°C-26°C e observadas em microscopia Optica
comum ou invertida, semanalmente, até quatro semanas.

Diversas técnicas de biologia molecular foram desenvolvidas, a partir da década de 80,
para a detecgdo e identificagdo precisa das Leishmanias, eliminando a necessidade de seu
isolamento em cultura. Métodos de diagndstico, como o a PCR (reacdo em cadeia da polimerase),
constituem uma nova perspectiva para o diagnostico da leishmaniose visceral, pois podem chegar
a 94% de sensibilidade. Contudo, seus resultados dependem de diversas variaveis envolvidas,
entre elas podemos destacar o tipo de amostra (aspirados esplénicos, de medula 6ssea, de
linfonodos, sangue total, camada leucocitaria, cultura e sangue coletado em papel filtro), alvo do
DNA utilizado para amplificagdo, método de extracdo do DNA e a procedéncia do animal (Ministério
da Saude, 2006). Os meétodos moleculares estdo sendo uma ferramenta de grande utilidade em
diagnésticos, gracas a sua rapidez, sensibilidade e especificidade, principalmente para detec¢des
em caes assintomaticos (Gontijo, 2004; Queiroz, 2010).

O uso do kDNA, que é considerado o melhor alvo (Gontijo, 2004), para o diagnéstico vem
sendo utilizado com sucesso por diversos autores em diferentes paises, sendo utilizado também
para a identificacdo de espécies, pela utilizacdo da RFLP (analise do polimorfismo dos fragmentos
de restricdo) (Anders, 2002; Ikonopoulos, 2003; Rodriguéz-Gonzélez, 2007; Assis, 2009; Alonso,
2010). O uso da PCR em tempo real - utilizando como alvo o kDNA - para diagnostico também esta
sendo avaliado, pois é uma alternativa pratica e rapida a identificacdo de espécies por digestdo
enzimatica, que € laboriosa, entretanto, ainda ndo foi obtido resultados satisfatorios para sua
utilizagdo como rotina (Abda, 2010).
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Outra regido — ITS-1 - vem sendo amplamente utilizada tanto para diagndstico como para a
identificac@o das espécies de Leishmania, também fazendo uso de técnicas de digestao enzimatica
do produto de PCR (Kuhls, 2005; Gelanew, 2010; Mahdy, 2010; Odiwuor, 2010; Yang, 2010).

Muitos estudos foram realizados com sucesso no Velho Mundo e com diversas espécies do
parasito pela PCR, contudo pouco se sabe sobre o diagndstico molecular de Leishmaniose Visceral
em caes.

A comparacgao entre dois alvos distintos para a PCR, o KDNA e a regido ITS-1, se faz
necessaria, a fim de identificar o melhor diagndstico para a doenca em caes, ja que no Brasil,
poucos estudos foram realizados.

2. Lectinaligante de manose (MBL):

2.1. Historico:

A lectina ligante de manose (MBL) € uma lectina sérica membro da familia das colectinas,
sendo uma importante constituinte da imunidade inata. Também € uma das mais de trinta
moléculas do sistema complemento (Turner, 2003).

Sua historia recente se inicia em 1904, quando Wrigth & Douglas descreveram a primeira
imunodeficiéncia, a qual o soro de pacientes com infec¢des recorrentes por Staphylococcus falhava
na opsonizacao das bactérias via fagocitose por leucécitos polimorfonucleados normais.

Em 1968, Miller et al. também descreveram uma falha na opsonizacdo de bactérias em
uma menina de 2 anos de idade. A paciente sofria de infeccao recorrente no trato respiratorio
superior e de quadros diarréicos persistentes, sendo que quase nenhuma melhora clinica foi
observada como resposta ao tratamento com antibioticos. Os leucécitos polimorfonucleares da
paciente revelaram uma capacidade diminuida em fagocitar particulas de Saccharomyces
cerevisiae e Staphylococus aureus inativadas por calor. Contudo, as mesmas particulas eram
fagocitadas normalmente em soro heterdlogo, indicando que o problema era humoral. O defeito era
revertido quando plasma de outros doadores era utilizado em um mesmo ensaio, 0 que resultava
em uma melhora clinica. Um defeito fagocitico semelhante foi descoberto no soro da mae da
paciente, como também em varios de seus parentes.

Em 1976, foi observado por Soothil & Harvey em criangcas com infec¢des freqientes e
inexplicaveis a opsonizacao defeituosa de leveduras. Um defeito similar foi notado em algumas das
maes destas criancas, porém, os pais possuiam func¢des normais, 0 que sugeria um defeito

primario e de heranca dominante. A falha na opsonizacdo em pacientes normais indicou que o fator
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deficiente pode ser limitante tanto em plasmas normais quanto em defeituosos. J4 em 1977,
continuando suas pesquisas na area, 0s autores sugeriram a existéncia de um caminho alternativo
para a opsonizacdo, jA que as vias do sistema complemento ndo apresentavam alteracdes. E
ainda, propuseram que esta rota alternativa poderia ocorrer no intuito de evitar alergias, ja que
durante a infancia, a maior parte das alergias é resultado de uma deficiéncia transiente de
imunoglobulina A (IgA), que por sua vez, é responsavel pela ativacdo do sistema complemento.
Também neste ano, outro grupo de pesquisadores descobriu que receptores de manose ou
manose-like eram responsaveis pela “captura” da E. coli em células da mucosa humana (Ofek,
1977).

Kawasaki e colaboradores, isolaram pela primeira vez em 1978, a MBL a partir de soro de
coelho e alguns anos depois, a MBL humana finalmente foi isolada (Kawasaki, 1983).

Em 1981, Turner et al. comprovaram que a molécula C3b estava envolvida na opsonizacéo
defeituosa, visto a rapidez na taxa de deposicdo desta em soros que opsonizavam leveduras
normalmente e a lenta deposicado de C3b nos de opsonizagéo defeituosa.

Na segunda metade da década de 80, foi proposto que a lectina ligante de manose seria a
responsavel pela ativacdo do sistema complemento (lkeda, 1987).

Nos primoérdios dos anos 90, foi descoberta outra molécula, o receptor de C1q, que assim
como a MBL, a conglutinina e as proteinas surfactantes de pulméao, também se ligava a proteinas
soltveis com dominios de colageno, participantes da fagocitose (Malhotra, 1990).

Alguns anos mais tarde, a MBL é vista como uma ponte entre o sistema imune inato e o
adaptativo. A possibilidade do reconhecimento do préprio e do nao-préprio é dada gracas a
especificidade da ligacao da MBL. (Fraser, 1998).

2.2.  Estrutura e funcao:

O Sistema Complemento (SC) é composto por mais de 30 proteinas plasmaticas e de
superficie celular. E um sofisticado sistema de defesa do hospedeiro que pode ser acionado tanto
pelo sistema imune inato quanto pelo mecanismo de imunidade mediada por anticorpos. As
proteinas do SC sédo sintetizadas nos hepatdcitos e macrofagos, além de outros tecidos. Ja as
proteinas reguladoras ligadas & membrana celular sdo sintetizadas nas células sobre as quais sédo
expressas (Moller-Kristensen, 2006). Uma vez que o SC é ativado, uma cascata de reacdes
acontece, resultando na clivagem do terceiro componente do complemento (C3), a qual se
denomina Via da Ativacdo. Existem trés vias: a Classica, que € ativada pelo complexo antigeno-
anticorpo; a Alternativa, ativada por micro-organismos e a das Lectinas, ativada por dominios de
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reconhecimento de carboidratos. A via das lectinas envolve receptores de reconhecimento-padrao,
como a lectina ligante de manose (MBL) e as ficolinas, que sdo uma familia de proteinas
estruturalmente semelhantes as colectinas, possuindo um dominio de coldgeno ligado a um
dominio fibrinogénio-like. A MBL aparece associada a uma familia de proteases, conhecidas com
MASPs (serino-protease associada a MBL). A associacdo entre a MASP-1 e a MASP-2 com as
ficolinas (1, 2 e 3) e com a MBL séo essenciais para a ativacao da cascata do complemento (lturry-
Yamamoto, 2001; Weiss, 2007) que, apdés acionado, culmina em quatro importantes efeitos
biolégicos: opsonizacdo de patégenos, ativacdo dos leucdcitos, morte dirigida de patdgenos e
modulacédo da inflamacédo (Fujita, 2002; Turner, 2003). A remocédo de células apoptéticas pela MBL
e pelo Clqg foi comprovada por Ogden e colaboradores em 2001 e, em estudo posterior, foi
confirmada a ligacdo tanto da MBL quanto do Clq em diversas fases da apoptose e também a
ligacdo da MBL com células necréticas (Nauta, 2003). A MBL pode se associar a pelo menos
guatro MASPs, a MASP-1, MASP-2, MASP-3 e MASp19, uma forma truncada da MASP-2.

A MBL pertence a familia das colectinas, que sdo proteinas que possuem um dominio
colageno-like e outro de reconhecimento de carboidrato (DRC). Trés polipeptidios unidos formam
uma subunidade idénticas de 32kDa, sendo que cada cadeia é caracterizada por uma lectina (ou
DRC), uma regido hidrofobica (neck), uma regido de coldgeno e uma regido N-terminal rica em
colageno. A MBL encontrada em humanos é formada por 3 a 6 dessas subunidades, possuindo um
peso molecular que pode variar de 300 a 650kDa (figura 11). Cada um dos trés DRC de cada
subunidade dista 45A um do outro (Dommet, 2006). Através do dominio de reconhecimento de
carboidrato —que se liga a um ion de célcio, possibilitando a formacéo de pontes coordenadas com
0s acucares- a MBL determina a selecéo de carboidratos por intermédio da presenca horizontal do
grupo hidroxil nas posi¢cfes 3’ e 4’ do anel de piranose, na presenca de célcio (figura 12). Portanto,
0s principais candidatos a formacdes de ligacbes junto a MBL sdao a D-manose, a N-acetil-
glucosamina, D-glucose e L-fucose (Sorensen, 2005; Dommet, 2006). Carboidratos como a
galactose, que possuem o grupo hidroxil na vertical, e o acido sialico — comumente encontrado em
superficies celulares de mamiferos - apresentam afinidade indetectavel a MBL, tornando os
organismos que contém acido sialico em sua superficie, resistentes ao ataque da MBL. A MBL é
capaz de reconhecer carboidratos especificos oriundos de diversos micro-organismos, como
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, leveduras, protozodrios, alguns virus, células
apoptoticas, DNA livre e outros parasitas. Ela também é capaz de evitar o reconhecimento do
préprio, e é capaz de se ligar em diversos sitios simultaneamente, assegurando um funcionamento
eficiente (Fujita, 2002; Turner, 2003; Klein, 2005; Takahashi, 2006).
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A MBL pode atuar como uma opsonina, se ligando a carboidratos de patdgenos e,
posteriormente, interagindo com os receptores da MBL em células fagociticas. Entretanto, ela

também pode desencadear a opsonizacdo do complemento, o que resultaria na deposicdo de
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C3b/iC3b nos alvos e simularia a fagocitose pela via dos receptores C3, CR1, CR3 e CR4
(Presanis, 2003). O reconhecimento de um corpo estranho ao organismo, tanto pela via classica
como pela das lectinas, leva a ativacdo da cascata de proteases que clivam os componentes dos
complementos C2 e C4, levando a formacao do complexo C4b2a que, por sua vez, cliva o C3 em
C3a e C3b. O C3b € um componente central no SC gracas as suas diversas interacdes de
ligacbes. Ele se liga covalentemente as superficies ativadoras do complemento —formando o
subproduto iC3b- atuando com opsonina para fagocitose e o C3b também pode se ligar a C3
convertase, formando a C5 convertase. A C5 convertase inicia 0 complexo de atague a membrana
(MAC). O C3a atua mediando a resposta inflamatéria (figura 13) (Presanis, 2003). Segundo
estudos realizados por Schweinle e colaboradores, em 1993, a regido colégeno-like da MBL &

necessaria para a ativacao do sistema complemento.
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Figura 13: Sistema Complemento.
Fonte: Presanis, 2003.

A molécula de reconhecimento-padrdo da via classica é o Clq, a qual é similar a estrutura
quaternaria da MBL (Presanis, 2003).

O complexo MBL-MASP, assim como o C1s, é capaz de clivar o C2 e o C4, produzindo a
C3 convertase (C4bC2a) (Matsushita, 1992), que por sua vez pode clivar centenas de moléculas

C3 em C3a e C3b, o que ir4d culminar na interacdo do alvo na membrana celular, formando o
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complexo terminal do complemento (TCC) (Garred, 2009), porém, apenas a MASP-2 demonstrou
possuir esta atividade (Thiel, 1997; Presanis, 2003), enquanto que a funcdo da MASP-1 e da

MASP-3 permanece em discusséo (Weiss, 2007).

2.3. Genética:

O gene que codifica a MBL foi caracterizado em galinha e em alguns mamiferos, como o
chimpanzé, boi, camundongo, entre outros e 0 mais estudado até agora é o humano. O gene da
MBL em caes ainda nao foi localizado, contudo, sua versado predita ja esta disponivel, a qual é
similar a lectina ligante de manose (A), gerada a partir de dados que indicam uma similaridade em
7 EST (expressed sequences tags) e 32 proteinas, localizadas no cromossomo 4 do cdo (numero
de acesso no GenBank: cromossomo - LOC 479260, proteina — XP 536402.2), sendo homologo ao
rato, camundongo, boi e chimpanzé.

Em 1988, Ezekowitz e colaboradores isolaram pela primeira vez o cDNA e os clones
gendmicos da MBL humana. Foi dado o nome de mbl2 ao gene que codifica a MBL humana, pois
também existe um pseudogene, chamado de mbll. Ambos estéo situados no mesmo cromossomo,
proximos um do outro. Em camundongos também foi relatada a existéncia de duas formas do
gene, a mbl-a e mbl-c, mas estes se encontram em cromossomos distintos. Os genes mbll e mbl2
foram encontrados no macaco Rhesus, enquanto que em chimpanzés e humanos, a MBL s0 é
representada pelo gene mbl2 (Garred, 2008).

Em humanos, a regido codificadora da proteina é constituida por quatro exons e trés
introns. O exon 1 codifica o sinal do peptideo, o dominio rico em cisteina e sete cépias de Gly-Xaa-
Yaa —formacdo da tripla hélice de estruturas de colageno- essas copias sao repetidas mais 12
vezes no exon 2. O exon 3 codifica a regido do pescoco (“neck”) e o exon 4 o dominio de ligacéo
do carboidrato (CRD), como demonstrado na figura 14 (Dommet, 2006; Garred, 2008).

L
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Nas ultimas décadas, pelo menos dez haplétipos do gene em humanos ja foram descritos
(Takahashi, 2006). Em 1991, a sequéncia nucleotidica dos quatro exons do gene humano mbl2 foi
determinada em duas crianc¢as britanicas que apresentavam infeccdes recorrentes e niveis baixos
de MBL (Sumiya et al., 1991). Em ambos os individuos, uma mutacdo pontual foi detectada no
codon 54, mudando a sequéncia de GGC para GAC e provocando a substituicdo do aminoacido
acido aspartico pelo aminoacido glicina na proteina traduzida. Estudos familiais confirmaram que o
defeito era herdado de forma autossOmica dominante. Em 1992, uma segunda mutacao foi
identificada no exon 1, desta vez no cédon 57, o que provocava a substituicdo de glicina por acido
glutdmico (Lipscombe et al., 1992), e em 1994, uma terceira mutagédo no cédon 52 do mesmo exon
foi relatada, provocando a substituicdo de arginina por cisteina (Madsen et al.,, 1994). Essas
mutacdes sdo comumente chamadas de variantes B, C e D respectivamente, sendo denominado A
o alelo selvagem. As trés mutacdes apresentam um efeito pronunciado nas concentracdes séricas
de MBL, medidas num ensaio de ELISA de captura. Em 2003, Garred e colaboradores (1)

mostraram o resultado das medi¢6es nos soros de 1183 individuos, e os genétipos de MBL

Botucatu, 2010 Péagina 25



Alves Rosa, CS

correspondentes. Em homozigotos variantes e heterozigotos compostos ndo se detectou a proteina
(limite de deteccdo 20ug/pl). J& nos heterozigotos para as mutacdes, o efeito mais profundo foi
observado para o alelo B e para o C, enquanto que o alelo D nédo foi capaz de provocar diminuicao
semelhante (Garred, 2003).

A grande maioria da MBL produzida no figado se origina dos transcritos iniciados no exon
1, porém de 10 a 15% do total € codificada a partir do exon 0 (Seyfarth et al., 2005). Além disso,
alelos na regido promotora do exon 1 contribuem para varia¢des adicionais na concentracao sérica
da MBL (Madsen et al., 1995; Madsen et al., 1998).

Inicialmente, dois sitios polimorficos na regido promotora foram descritos nas posicdes
-550 (variantes H/L) e -221 (variantes X/Y), ambos sdo substituicdes nucleotidicas Unicas de G
para C. Com relacdo a suas posicdes no cromossomo, 0s seguintes haplétipos puderam ser
identificados: HYA, LYA, e LXA em um cromossomo A normal, e HYD, LYB e LYC nos
cromossomos carregando alelos estruturais variantes (Madsen et al., 1995). Os haplétipos HYA,
LYA e LXA se correlacionam muito bem com niveis altos, intermediarios e baixos de MBL,
respectivamente. Contudo, o haplétipo LYA pdde ser subdividido em haplétipos adicionais quando
um outro polimorfismo (P/Q) localizado na por¢do 5 nédo traduzida do exon 1 (posicdo +4) foi
descoberto (Madsen et al., 1994). Entdo o tipo LY, na verdade, consiste dos seguintes haplétipos:
LYPA, LYPB, LYQA e LYQC.

Para facilitar a interpretacéo dos efeitos nas concentracdes séricas relacionados a todos os
haplétipos encontrados para a MBL, usualmente, os dados sédo apresentados de uma maneira mais
simplificada: os alelos variantes B, C e D sédo agrupados e classificados como O, mostrando
somente o alelo da posi¢cao —-221 (X/Y) do promotor por ser o que mais significativamente altera os
niveis de MBL (Garred et al., 1999; Graudal et al., 2000).

2.4. Associacdo a doencgas:

Em 1975, Scott e colaboradores, descreveram um caso em que quatro geracdes de uma
familia com defeito na opsonizacéo e fagocitose de levedura, consistia uma heranca dominante.
Dois dos pacientes afetados eram saudaveis, um tinha osteomielite crénica e o quarto desenvolveu
uma doenca fatal na infancia, caracterizada por dermatite esfoliativa, diarréia, infeccfes
bacterianas multiplas visto que todas as tentativas de cura falharam.

Gragas ao papel da MBL na primeira linha de defesa do organismo contra diversos micro-
organismos antes mesmo da producao de anticorpos, atribuiu-se a funcédo de ante-anticorpo, isto é,

anteceder o0s anticorpos no combate a micro-organismos invasores (Ezekowitz, 1991). Ja a
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deficiéncia de MBL foi associada ao aumento da susceptibilidade a varias doencas infecciosas,
principalmente a patégenos extracelulares (Summerfield et al., 1997) e, particularmente, com
micro-organismos que causam infec¢des agudas do trato respiratério durante a infancia (Koch et
al., 2001).

A associacdo da MBL, em humanos, a doencas vem sendo amplamente estudada nos
ultimos anos. Ja se sabe que, pelo menos quatro haplétipos do mbl2 causam a diminuicdo nas
taxas da MBL circulante no soro (Takahashi, 2006). Uma diminui¢do gradual nas concentra¢gdes de
MBL no soro esta relacionada com o aumento da severidade da sepse em pacientes com a
sindrome da resposta inflamatéria sistémica (Garred, 2003). Contudo, ainda ndo existe um
consenso de quanto seriam as taxas normais da proteina no soro humano. Na literatura, séo
encontradas descobertas contraditérias, diferencas genéticas intrinsecas, falhas na padronizacao
metodologica e interpretacdo de dados discrepante. Entretanto, as evidéncias disponiveis validam
a correlagcéo entre a concentracdo da MBL no soro e infec¢des, doencgas auto-imunes, inflamacdes
e doencas metabdlicas e vasculares (Takahashi, 2006).

Gracas aos avancos na compreensao do funcionamento da MBL, ja est4 sendo proposto o
uso terapéutico da molécula da MBL, como por exemplo, seu uso como agente contra o virus
Ebola, por intermédio de uma molécula quimérica L-FCN (ficolina) /MBL76 (Michelow, 2010).

Uma grande variedade de estudos realizados nas ultimas décadas tem demonstrado a
importancia do sistema complemento na resposta imune da leishmaniose. Na década de 80, foi
demonstrado o efeito litico do soro humano fresco em promastigotas de L. donovani, efeito este
ndo observado sobre a forma amastigota. Os autores também observaram que o aquecimento do
soro humano a 56 C por 30 minutos retirava este efeito, ficando assim evidente que o sistema
complemento era o responsavel por este fendbmeno (Pearson & Steigbigel, 1980). Nessa mesma
década diferentes estudos determinaram a ativacdo das vias classica e/ou alternativa do
complemento por algumas espécies de Leishmanias. Mosser demonstrou a ativagdo da via
classica por formas promastigotas de L. donovani, assim como da alternativa por formas
promastigotas de L. major, L. mexicana mexicana, L. mexicana amazonensis, L. braziliensis
guyanensis (Mosser, Burke et al. 1986). Num outro estudo esses autores demonstraram que a
ativacao do complemento e deposicao de fragmentos como C3b na superficie do parasito promove
um aumento da sua fagocitose (Mosser & Edelson 1984).

Na década de 90, Mosser realizou um trabalho com o objetivo de verificar a importancia do
receptor CR3 na ligacdo de espécies de Leishmania a macrofagos humanos. O resultado obtido
mostrou que as formas promastigotas de Leishmania necessitam da ativacdo do complemento ou

mais especificamente, da deposicdo de C3bi na sua superficie, para que possam ser fagocitadas
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pelos macrofagos via receptor CR3. Como a fagocitose é uma importante etapa na instalacdo de
doencas causadas por microrganismos intracelulares como as Leishmanias, estes resultados
forneceram evidéncias de como estes parasitos utilizam o sistema imune do hospedeiro mamifero
para instalacdo da doenca (Mosser, 1992).

Uma funcdo imunomoduladora da MBL foi demonstrada na Leishmaniose Visceral. Santos
et al. observaram a associacdo entre a concentracdo sérica de MBL em pacientes e a
suscetibilidade a leishmaniose visceral causada L. chagasi. Esses autores observaram que a
fagocitose das formas promastigotas opsonizadas com MBL induz a secrecao de alta concentragao
de fator de necrose tumoral alfa e interleucina 6 por mondcitos humanos, demonstrando assim que
a MBL pode modular o curso clinico da doenca e a funcdo dos mondécitos infectados (Santos,
Costa et al. 2001). Em 2007, outro grupo conseguiu relacionar os fenétipos que aumentam as taxas
de MBL no soro com a probabilidade de desenvolver leishmaniose visceral (Alonso, 2007).

Todos estes estudos demonstram que o sistema complemento e a MBL estdo envolvidos
diretamente no processo de instalacao da leishmaniose e também evidenciam que as diferentes
espécies de Leishmania podem apresentar comportamentos distintos frente a esse sistema.

A MBL e as Leishmanias estdo intimamente relacionadas, portanto, é possivel que o
sistema imune dos cées respondam do mesmo modo ao ataque dos protozoarios, relacionado com
0s niveis séricos da MBL no plasma, que em humanos é determinado por mutagdes no promotor e
no exon 1 do gene mbl2.

Assim, o presente trabalho busca investigar a existéncia de interacdes entre a MBL canina
e a Leishmaniose Visceral Canina.
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Parte 11:

Pesquisa de mutacao do gene predito
da Lectina Ligante de Manose em

caes.

e —
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3. Introducéo:

A lectina ligante de manose (MBL) € uma lectina sérica membro da familia das colectinas,
sendo uma importante constituinte da imunidade inata. Também € uma das mais de trinta
moléculas do sistema complemento (Turner, 2003). Miller et al. descreveram uma falha na
opsonizacdo de bactérias em uma paciente que sofria de infec¢des recorrentes no trato respiratorio
e nao apresentava melhora clinica quando tratada. Um defeito fagocitico semelhante foi descoberto
no soro da mée da paciente, como também em varios de seus parentes (Miller, 1968). A MBL é
vista como uma ponte entre o0 sistema imune inato e o adaptativo. A possibilidade do
reconhecimento do préprio e do ndo-préprio é dada gracas a especificidade da ligacao da MBL.
(Fraser, 1998).

Uma vez que o Sistema Complemento € ativado, uma cascata de reacdes acontece,
resultando na clivagem do terceiro componente do complemento (C3), a qual se denomina Via da
Ativacdo. Existem trés vias: 1- a Classica, que € ativada pelo complexo antigeno-anticorpo; 2- a
Alternativa, ativada por micro-organismos e 3- a das Lectinas, ativada por dominios de
reconhecimento de carboidratos. A via das lectinas envolve receptores de reconhecimento-padrao,
como a lectina ligante de manose (MBL) e as ficolinas, que sdo uma familia de proteinas
estruturalmente semelhantes as colectinas, possuindo um dominio de colageno ligado a um
dominio fibrinogénio-like. A MBL pode atuar como uma opsonina, se ligando a carboidratos de
patégenos e, posteriormente, interagindo com os receptores da MBL em células fagociticas.
Entretanto, ela também pode desencadear a opsonizacdo do complemento, o que resultaria na
deposicao de C3b/iC3b nos alvos e simulando a fagocitose (Presanis, 2003).

O gene que codifica a MBL foi caracterizado em galinha e em alguns mamiferos, como o
chimpanzé, boi, camundongo, entre outros e 0 mais estudado até agora é o humano. O gene da
MBL em caes ainda nao foi localizado, contudo, sua versado predita ja esta disponivel, a qual é
similar a lectina ligante de manose (A), sendo homologa ao rato, camundongo, boi e chimpanzé.

A deficiéncia de MBL é associada ao aumento da susceptibilidade a véarias doencas
infecciosas, principalmente a patégenos extracelulares (Summerfield et al., 1997).

Em humanos, a associacdo da MBL a doencas vem sendo amplamente estudada nos
ultimos anos. Ja se sabe que, pelo menos quatro haplétipos do mbl2 causam a diminuicdo nas
taxas da MBL circulante no soro (Takahashi, 2006). Uma grande variedade de estudos realizados
nas Ultimas décadas tem demonstrado a importancia do sistema complemento na resposta imune
da leishmaniose. Diferentes estudos determinaram a ativacao das vias classica e/ou alternativa do
complemento por algumas espécies de Leishmanias.
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Uma funcdo imunomoduladora da MBL foi demonstrada na Leishmaniose Visceral por
Santos et al. que observaram a associacéo entre a concentracao sérica de MBL em pacientes e a
suscetibilidade a leishmaniose visceral causada L. chagasi. Outro grupo conseguiu relacionar os
fenotipos que aumentam as taxas de MBL no soro com a probabilidade de desenvolver
leishmaniose visceral (Alonso, 2007). Deste modo, demonstram que o0 sistema complemento e a
MBL estdo envolvidos diretamente no processo de instalacdo da leishmaniose e também
evidenciam que as diferentes espécies de Leishmania podem apresentar comportamentos distintos
frente a esse sistema.

A MBL e as Leishmanias estdo intimamente relacionadas, portanto, é possivel que o
sistema imune dos cées respondam do mesmo modo ao ataque dos protozodrios, relacionado com
0S nhiveis séricos da MBL no plasma, que em humanos é determinado por mutagdes no promotor e
no exon 1 do gene mbl2. Assim, o presente trabalho busca investigar a existéncia de interagdes
entre a MBL canina e a Leishmaniose Visceral Canina através de pesquisa de mutacdes no gene
predito codificante da lectina ligante de manose em cdaes infectados e nédo infectados por
Leishmania chagasi.

4. Material e Métodos:

4.1. Material biologico:

O material bioldgico proveniente de caes foi obtido do Laboratério de Diagnostico Molecular
(LDM) do Departamento de Microbiologia e Imunologia, situado no Instituto de Biociéncias de
Botucatu — SP. Todas as amostras consistiram de DNA extraido de sangue total colhido com EDTA
com kit comercial. As mesmas foram encaminhadas ao Laboratério para diagnéstico de erliquiose
canina no periodo de 2002 a 2005 e seu DNA foi devidamente armazenado. O uso do material
biolégico armazenado foi permitido pelos veterinarios solicitantes, para a realizacdo de pesquisas
cientificas, através de formulario.

Foram utilizadas 96 amostras de DNA do Laboratério de Diagndstico Molecular onde 9
foram procedentes de Brasilia/DF, 14 de Fortaleza/CE, 6 de Botucatu/SP, 3 de Barretos/SP, 4 de
S&o José do Rio Preto/SP, 1 de Ourinhos/SP, 2 de Vitéria/ES, 14 de Bauru/SP, 10 de S&o Paulo, 7
de Salvador/BA, 3 de Campinas/SP, 6 de Santos/SP, 1 de Paracatu/MG, 5 de Vila Velha/ES, 1 do
Rio de Janeiro/RJ, 1 de Porto Alegre/RS, 3 de S&o Francisco de Paula/RS, 1 de Bofete/SP, 1 de
Macei6/AL, 2 de Belo Horizonte/MG, 1 de Maringd/PR e 2 do Uruguai.
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As idades dos cées variaram de 5 meses a 13 anos, e quanto ao género estao divididas
em 61 machos e 35 fémeas.

Das racas: sem raca definida -18, poodle -13, pastor aleméo -10, fila brasileiro -5, labrador
— 4, weimaramer -4, cocker spaniel — 4, lhasa apso -3, rottweiler -3, daschund -3, yorkshire -3,
beagle -3, boxer -3, pit bull -2, schauzer -2, maltés -2, pointer -1, bull terrier -1, pinsher -1, bichon
frise -1, dalmata-1, papillon -1, teckel -1, golden retriever -1, chow-chow -1, cane corso -1, basset
haund -1, fox paulistinha -1.

4.2. Amplificacao:

Os primers para a amplificacdo da regido correspondente ao gene mbl (A) foram
desenhados pelo programa Primer 3.

Para as reacdes de amplificacdo, foi utilizado o kit Gotag® Colorless Master Mix da
Promega, contendo: master mix 2X, Taq DNA polimerase, tampéao (pH 8,5), 400uM dATP, 400uM

dCTP, 400uM dGTP, 400uM dTTP e 3mM MgCl..

Tabela 1: primers utilizados para amplificar e sequénciar o gene da MBL canina.

Foward 5 - ATGTTCTTGTCTTCGTCACTTCC - 3
Exon 1 Reverse 5 - TTTGGAGAAGATGACCTATTGC -_3’
Foward 5 -CGAGATGGACTCAAGGGAGA- 3’
Intron 1 Reverse 5 TTTGTGGCCCTTTAGTCCTG- 3°
Foward 5 -AAAATTGAATGAGCCGCAGT-_ 3
Exon 2 Reverse 5 -GCTGGGGTGAGCTCCTTAC -3’
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Exon 1: O volume final de cada reagao foi de 30ul dos quais foram constituidos: 15ul do
mix, 0,75ul de cada primer a 10uM, 0,75ul do DNA e 12,75ul de agua livre de nucleases.

Os tubos contendo as reacOes foram levados ao termociclador. As condi¢cdes de
amplificacdo utilizadas foram: 2 minutos a 95°C, seguido por 30 ciclos: 1 minuto a 95°C, para a
desnaturacado; 45 segundos a 48°C para o anelamento dos primers e 30 segundos a 72°C para a
extensdo da cadeia de DNA. Em seguida, o DNA amplificado foi submetido a um periodo de
extensdo de 5 minutos a 72°C e mantido a 22°C apds o término dos ciclos, até sua retirada do
termociclador. Foi gerado um fragmento de 255 pares de bases.

Intron 1. O volume final de cada reacgéo foi de 25ul dos quais foram constituidos: 12,5l do
mix 0,75ul de cada primer a 10uM, 1,5ul do DNA e 9,5ul de agua livre de nucleases.

Os tubos contendo as reacfes foram levados ao termociclador. As condi¢cdes de
amplificacdo utilizadas foram: 2 minutos a 95°C, seguido por 30 ciclos: 1 minuto a 95°C, para a
desnaturacado; 45 segundos a 58°C para o anelamento dos primers e 30 segundos a 72°C para a
extensdo da cadeia de DNA. Em seguida, o DNA amplificado foi submetido a um periodo de
extensdo de 5 minutos a 72°C e mantido a 22°C apdés o término dos ciclos, até sua retirada do
termociclador. Foi gerado um fragmento de 455 pares de bases.

Exon 2: O volume final de cada reagao foi de 25ul dos quais foram constituidos: 12,5ul do
mix 0,75yl de cada primer a 10uM, 1,5ul do DNA e 9,5ul de agua livre de nucleases.

Os tubos contendo as reacOes foram levados ao termociclador. As condi¢cdes de
amplificacdo utilizadas foram: 2 minutos a 95°C, seguido por 30 ciclos: 1 minuto a 95°C, para a
desnaturacado; 45 segundos a 58°C para o anelamento dos primers e 30 segundos a 72°C para a
extensdo da cadeia de DNA. Em seguida, o DNA amplificado foi submetido a um periodo de
extensdo de 5 minutos a 72°C e mantido a 22°C apdés o término dos ciclos, até sua retirada do
termociclador. Foi gerado um fragmento de 149 pares de bases.

Os produtos amplificados foram armazenados a -20°C até o momento do uso.

Posteriormente os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
segundo Sambrook et al. (1989), 2ul de tampédo de amostra foram adicionados a 8ul do produto
amplificado pela reacdo de PCR e aplicado em gel de agarose 1,5% em solucdo de TAE 1X
contendo intercalante Gel Red® a 1pl/ml. Ap6s a corrida a 90V por 40min as bandas foram

visualizadas em um transluminador UV.
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4.3. Purificagéo:

As amostras contendo os fragmentos do intron 1 e do exon 2 foram purificadas com o kit

comercial de purificacdo Amicon® Ultra 0,5ml 30K, da Millipore, seguindo instrucées do fabricante.
4.4. Sequénciamento:

A purificacdo do produto de PCR, a reacédo de sequéncia e o sequénciamento do exon 1
foram realizadas na empresa MacroGen, localizada na Coréia.
A reacao de sequéncia e o sequénciamento do intron 1 e do exon 2 foram realizadas pela

empresa Macrogen, na Coréia.
4.5, Anélises:

As andlises foram realizadas pelo software Molecular Evolutionary Genetics Analysis -
Mega 4.0.2.

5. Resultados:
5.1. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR):

O uso dos primers nas reacfes de PCR foi um sucesso, sendo necessario apenas um
pequeno ajuste nas concentracdes dos oligos e das amostras, pois 0s reagentes que estavam em
excesso nas reacdes estavam muito evidentes nas fotos dos géis apOs corrida eletroforética,
podendo interferir no sequénciamento, mesmo apoés purificacdo dos amplicons. Apés 0 ajuste,

todos os fragmentos foram amplificados do modo esperado (figuras 15 e 16)

e —
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Figura 15: Foto de um gel de agarose 1,5%, contendo fragmentos
correspondentes ao exonl. A primeira coluna corresponde ao
marcador de peso molecular de 50 pares de base (pb), as colunas 2,
3, 4 e 5 correspondem a amostras aleatérias de cées, e a 6, 0

branco. A seta aponta para o fragmento de 255 pb.
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Figura 16: Foto de um gel de agarose 1,5% contendo fragmentos correspondentes
ao exon 2 e ao intron 1. A primeira e sexta colunas correspondem ao marcador
de peso molecular de 100 pares de base, as colunas 2, 3 e 4 correspondem a
amostras aleatdrias de cdes para o Exon 2, a 5 corresponde ao branco, as
colunas, 7, 8 e 9 correspondem a amostras aleatérias de caes para o Intron 1, a
10 corresponde ao branco.
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5.2. Sequénciamento:

A sequéncia do cromossomo 4 do cdo, assim como a localizacdo dos oligos, dos
exons, do intron e das muta¢cdes sequénciados esta representada no anexo 1.

As sequéncias alinhadas das MBLs de diversos mamiferos estdo representadas no
anexo 2, demonstrando que a proteina é bastante conservada, principalmente na regido rica em
glicina, responséavel pela regido de colageno, fundamental para a correta ligacdo do carboidrato.
Foram comparadas as proteinas do cdo, homem, boi, rato, chimpanzé, camundongo e cavalo. O
alinhamento foi realizado pelo software MEGA 4.0.2.

Foram avaliadas 96 amostras de DNA de cées de diversas regides do pais. Nao foram
encontradas mutacdes nos exon 1 e 2 da MBL canina.

Das 96 amostras analisadas contendo o fragmento do intronl, oito apresentaram
heterozigose: as amostras 15, 69, 76 e 85 apresentaram heterozigose na posicao 45, onde existe
uma citosina e uma guanina. As amostras 8, 18, 58 e 61, apresentaram heterozigose na posi¢cao
175, adenina e guanina, como demonstrado na tabela 2.

Tabela 2: Heterozigoses encontradas em amostras de cdes sequénciadas, sua
procedéncia, raca, sexo e idade.

AMOSTRA HETEROZIGOTO PROCEDENCIA RACA SEXO/IDADE
8 A/G Bauru/SP SRD F/52
15 C/G Sao Paulo/SP daschund F/52
18 A/G Bauru/SP basset haund M/-
58 A/G Bauru/SP dogue alemao M/72
61 A/G Barretos/SP rottweiler F/32
69 C/G Vila Velha/ES fox paulistinha F/52
76 C/G Santos/SP cocker spaniel Mm/82
85 C/G Fortaleza/CE poodle M/ 72

Bases nitrogenadas: A: adenina, G: guanina, C: citosina. Ragas: SDR: sem raca definida.
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A sequéncia do exon 1 ndo apresentou mutacdes. Todas as amostras sequénciadas
foram submetidas ao GenBank para confirmacgao do resultado (figura 17).

|||||||

l—. \r-_- el Sampla: MEL1-MBL_caniz :Fila: C:Docements and Settings CRISTIANE My Docements'hestrado'Projeto_MEL:

80 g0 100 110 120 130
GACCTGIGCCCTICCCGGOGGCAGAGAT GGGCGAGATGGACTCAAGGGAGAAAAGGGC GAACC:

Figura 17: Parte do eletroferograma, visualizado pelo programa ABI Chromatogram. Em toda a extenséo

do exon 1 néo foram observadas mutagdes.

As sequéncias do intron 1 apresentaram mutacOes. Todas as amostras sequénciadas
foram submetidas ao GenBank para confirmagao do resultado (figuras 18 e 19).

— W—' e e Zample: I1_69-MBL_canis 11 |File: C'\Docements and Settings\CRISTIANE My Docements'Mestrado Projeto_ M

30 40 30 60 10
CIGCTICTGACTYCTGAAGT GTIC IGGGTAGCGATTCACT CAGAATTGICCCTGCC:

Figura 18: Parte do eletroferograma, visualizado pelo programa ABI Chromatogram, mostra o heterozigoto

C/T na sequéncia do Intron 1, na posigdo 45.

Lo rw

— ﬁ— Selleahadl FEm ZSample: I1_18-MBL_canis_I1 |File: C'\Docoments and S=ttings \CRISTIANE My Documents Mastrade Projs

150 160 170
ACCCACAAGGGGTIGGGCGCC IGC.’LG.—‘LG.—‘LG E

sl

Figura 19: Parte do eletroferograma, visualizado pelo programa ABI Chromatogram, mostra o heterozigoto A/G

180 190
ATGTCCCGCCAGTTICAGGG AACT

na sequéncia do Intron 1, na posig&o 175.
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A sequéncia do exon 2 nao apresentou mutacdes. Todas as amostras sequénciadas
foram submetidas ao GenBank para confirmacgao do resultado (figura 20).

[ N B I

—— T Selected: none ZSample: E2_9-MBL_canis E2 |File: C'\Documents and S=ttings\CRISTIANE My Documents'Meastrado' Proj

80 a0 100 110 120
GAAACACAGGGGCTCCCGGGGCTICCAGGACTAAAGGGC CACAAAGGAGACCGTGGAG.

:
.xhumm.ﬂmmlmuullhﬂhﬂ“ﬂh“alﬂhhl&

Figura 20: Parte do eletroferograma, visualizado pelo programa ABI Chromatogram. Em toda a extenséo

do exon 2 néo foram observadas mutagdes.
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6. Discusséao:

O presente trabalho visou a identificacdo de diferentes fenétipos para a MBL em cédes com
intuito de correlacionar estes possiveis alelos com a susceptibilidade a leishmaniose visceral
canina. Esta associacdo esta estabelecida em humanos (Alonso et al., 2007) e em caes poderia
representar uma importante ferramenta no estudo deste reservatério de alto significado
epidemioldgico para a leishmaniose visceral. Porém, nenhuma mutagédo foi encontrada nas 96
amostras analisadas do gene canino. Em porcos, foram caracterizados os dois genes para MBL
(mbl1 e mbl2), sendo que o primeiro codifica para a MBL-A e o segundo para MBL-C, homdloga a
MBL humana (anexo 3). A caracterizagcdo destes dois genes em porcos mostrou que, diferente do
gue ocorre em humanos, ndo ha variantes genotipicos do gene mbl2, mas ha variacdo entre as
racas de porcos na sequéncia codificante para o gene mbll. Ao analisar a expressao destes dois
genes, apenas o gene mbl2 é regulado, como ocorre em humanos (Lillie et al., 2006).

N&o foi possivel a realizacdo do estudo do gene da mbl2 em cées, visto que este nao foi
encontrado nos bancos de dados de sequéncias expressas caninas. Duas possibilidades podem
estar ocorrendo: 1. em caes o gene mbl2 perdeu sua funcdo e nao é mais expresso, tendo se
tornado um pseudo-gene. 2. 0 gene mbl2 ainda n&o foi caracterizado em cées. Independentemente
da explicacdo para o fato de ndo termos encontrado o gene mbl2 em cées, parece que neste
animal a evolucdo destes dois genes foi diferente do encontrado em porcos (0s dois expressos,
sendo que mbll apresenta variantes genotipicos) e em humanos (mbll se tornou um pseudo-
gene).

Uma possivel causa para as frequéncias relativamente altas dos alelos variantes da
proteina em humanos se baseia no fato de que alelos selvagens do gene mbl2, por conferirem
altos niveis de proteina circulante, contribuem para a opsonizacdo eficiente de patégenos
intracelulares, o que potencialmente intensifica a disseminacdo hematogénica e a fagocitose
desses patdgenos, aumentando sua viruléncia. Por isso, individuos com alelos variantes para a
MBL apresentam niveis séricos baixos da proteina, o que confere uma vantagem relativa a esses
individuos no que diz respeito a susceptibilidade a doencas causadas por tais parasitas
intracelulares (Garred, 1992).

A variacdo das taxas de MBL circulantes podem ser a chave para a predisposicao a
doencas causadas por parasitas intracelulares, como as leishmanioses. Em um trabalho realizado
no Brasil, um grupo de 60 pacientes com diagnostico positivo para leishmaniose visceral,
demonstra que os gendtipos que conferem altos niveis de MBL foram significativamente mais

freqientes do que no grupo controle. Essa diferenca se mostra ainda mais significativa quando o
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grupo de casos com individuos infectados, porém assintomaticos sdo comparados. Os niveis foram
significativamente menores em individuos infectados assintomaticos do que em individuos com
diagnostico para leishmaniose visceral (Alonso et al, 2007). Esta mesma variacdo poderia
representar um fator muito importante para cées, uma vez que estes sado 0s reservatorios mais
importantes de Leishmania chagasi. Variacdes na susceptibilidade destes animais ao parasita
podem representar um ponto importante na epidemiologia desta doenca.

Contudo, neste estudo, ndo foram quantificados os niveis séricos desta proteina nos
diferentes cdes que, em Uultimo caso, esta relacionada com a predisposicdo ao parasita. Em
humanos esté clara a correlacdo entre as mutagdes encontradas na regido promotora e no exon 1
com 0s seus niveis séricos. Em caes faz-se necessario a avaliagdo sérica desta proteina para
possivel correlacdo com a leishmaniose. Entretanto, no presente trabalho isso néo foi possivel, por
se tratar de estudo retrospectivo com amostras de DNA armazenadas pelo Laboratério de
Diagnostico Molecular.
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Parte I11I:

Comparacao entre dois alvos para
diagnostico molecular de

L eishmaniose Visceral Canina.

e ——
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7. Introducéo:

As leishmanioses sé&o consideradas zoonoses, no entanto, podem acometer o homem, fato
que altera sua classificacido epidemiolégica para antropozoonose. E uma doenca de distribuicéo
mundial, afetando 88 paises, dos quais 72 séo paises em desenvolvimento. Noventa por cento dos
casos de Leishmania Visceral ocorrem em areas suburbanas e nas zonas rurais de cinco paises:
Bangladesh, india, Nepal, Sud&o e Brasil. A incidéncia anual de casos de Leishmania Visceral é de
500.000 (Desjeux, 2004).

Os agentes etiolégicos das leishmanioses sdo as Leishmania spp. Apresentam uma Unica
mitocondria, 0 DNA mitocondrial aparece condensado em uma regido préxima aos corpusculos
basais do flagelo, sendo chamados de cinetoplastos (k), onde fica armazenado o kDNA
(Castellano, 2005). O kDNA é formado por milhares de moléculas de DNA circulares, formando
uma “rede de trabalho” plana. Cada rede de kDNA contém dois tipos de moléculas circulares de
DNA, os minicirculos e os maxicirculos (Guilbride, 1998; Savill, 1999).

Em eucariotos, o DNAr (ribossémico) compreende uma familia multigénica, organizada em
unidades repetidas ou em tandem dentro da regido organizadora nucleolar. Cada unidade consiste
de regifes altamente conservadas que codificam os genes para os RNAs 18S, 5,8S e 28S,
intercaladas por regides variaveis de espacadores ndo-codificantes, as regides ITSs. Estima-se a
presenca de 20 a 200 copias idénticas da regido ITS-1 no genoma da Leishmania (Odiwuor, 2010).

Na area urbana e rural, o cdo -Canis familiaris- vem sendo descrito como o principal
reservatorio da L. chagasi, tanto no Brasil, como nas Américas (OMS, 1990; Vieira & Coelho,
1998). Os caes séo de extrema importancia para o entendimento e controle das Leishmanioses,
pois seu papel como reservatorio natural do parasito pode ser a chave para a eliminacdo da
doenca na area urbana.

De uma forma geral, o diagnéstico da LVC vem se apresentando como um problema para
0s servicos de saude publica. A problematica deve-se a variedade de sinais clinicos semelhantes
as observadas em outras doencas infecciosas, a alteracdes histopatoldgicas inespecificas e a
inexisténcia de um teste diagndstico 100% especifico e sensivel. No Brasil, o diagnéstico
laboratorial da doenca canina é semelhante ao realizado na doenca humana, podendo ser baseado
no exame parasitolégico ou soroldgico. Métodos de diagnéstico, como 0 a PCR (reacdo em cadeia
da polimerase), constituem uma nova perspectiva para o diagnostico da leishmaniose visceral, pois
podem chegar a 94% de sensibilidade. Contudo, seus resultados dependem de diversas variaveis
envolvidas, entre elas podemos destacar o tipo de amostra, alvo do DNA utlizado para
amplificacdo, método de extracdo do DNA e a procedéncia do animal (Ministério da Saude, 2006).
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Os métodos moleculares estdo sendo uma ferramenta de grande utilidade em diagnésticos, gracas
a sua rapidez, sensibilidade e especificidade, principalmente para deteccdes em cées
assintomaticos (Gontijo, 2004; Queiroz, 2010).

O kDNA, que é considerado o melhor alvo (Gontijo, 2004), para o diagnéstico vem sendo
utilizado com sucesso (Anders, 2002; Ikonopoulos, 2003; Rodriguéz-Gonzalez, 2007; Assis, 2009;
Alonso, 2010). O uso da PCR em tempo real - utilizando como alvo o kDNA - para diagnéstico
também esta sendo avaliado (Abda, 2010). A regido ITS-1 vem sendo amplamente utilizada tanto
para diagnostico como para a identificacdo das espécies de Leishmania (Kuhls, 2005; Gelanew,
2010; Mahdy, 2010; Odiwuor, 2010; Yang, 2010).

Muitos estudos foram realizados com sucesso no Velho Mundo e com diversas espécies do
parasito pela PCR, contudo pouco se sabe sobre o diagndstico molecular de Leishmaniose Visceral
em caes. A comparacdo entre dois alvos distintos para a PCR, o kDNA e a regido ITS-1, se faz
necessaria, a fim de identificar o melhor alvo diagnéstico para a doenca em cées, ja que no Brasil,
poucos estudos foram realizados e ha a possibilidade de existirem outros protozodarios que possam
reagir cruzadamente com a Leishmania. Assim, o presente trabalho tem por objetivo comparar a
PCR dirigida contra o kDNA com aquela dirigida contra a regido cromossomica ITS com finalidade
diagndstica em estudo retrospectivo com amostras de DNA de cédes de diferentes localidades no
Brasil.

8. Material e Métodos:

8.1.  Material bioldgico:

O material biolégico proveniente de caes foi obtido do Laboratério PANGENE, do
Departamento de Parasitologia, situado no Instituto de Biociéncias de Botucatu — SP, perfazendo
um total de 236, das quais 40 sdo provenientes de Teresina/PI, raca e idade sdo desconhecidas.
Estas amostras foram diagnosticadas como sendo positivas para Leishmania chagasi, por exame
parasitologico realizado em Teresina, 100 amostras sdo provenientes de Belém/PA e as 96
amostras restantes sdo as mesmas ja descritas no trabalho anterior.

8.2.  Amplificacao:

Para a amplificacdo do kDNA, foram utilizados os primers sugeridos por Anders et al..
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Para a amplificagéo da regido ITS1 da Leishmania, foram utilizados os primers descritos
por El Tai et al. (2000).

Para as reacdes de amplificacdo, foi utilizado o kit Gotag® Colorless Master Mix da
Promega, contendo: master mix 2X, Tag DNA polimerase, tampao (ph 8,5), 400uM dATP, 400uM
dCTP, 400uM dGTP, 400uM dTTP e 3mM MgCl..

Tabela 3: primers utilizados para amplificar alvos na Leishmania.

Uni21 5 - GGGGTTGGTGTAAAATAGGCC - 3’
KDNA Lmj4 5 - CTAGTTTCCCGCCTCCGAG - 3’
LITSR 5 - CTGGATCATTTTCCGATG - 3’
ITS 1 L5-8S 5 - TGATACCACTTATCGCACTT - 3

kDNA: O volume final de cada reagéo foi de 25ul dos quais foram constituidos: 12,5ul do
mix 1ul de cada primer a 10uM, 2ul do DNA e 8,5ul de agua livre de nucleases.

Os tubos contendo as reacfes foram levados ao termociclador. As condi¢cdes de
amplificacéo utilizadas foram: 5 minutos a 94°C, seguido por 36 ciclos: 30 segundos a 94°C, para a
desnaturacdo; 30 segundos a 54°C para o anelamento dos primers e 1 minuto a 72°C para a
extensdo da cadeia de DNA. Em seguida, o DNA amplificado foi submetido a um periodo de
extensdo de 10 minutos a 72°C e mantido a 22°C apds o término dos ciclos, até sua retirada do
termociclador. Foi gerado um fragmento de aproximadamente 800 pares de bases.

ITS 1: O volume final de cada reacéao foi de 25ul dos quais foram constituidos: 12,5ul do
mix 1ul de cada primer a 10uM, 2ul do DNA e 8,5ul de agua livre de nucleases.

Os tubos contendo as reacOes foram levados ao termociclador. As condi¢cdes de
amplificacéo utilizadas foram: 3 minutos a 95°C, seguido por 35 ciclos: 30 segundos a 95°C, para a
desnaturacdo; 30 segundos a 53°C para o anelamento dos primers e 1 minuto a 72°C para a
extensdo da cadeia de DNA. Em seguida, o DNA amplificado foi submetido a um periodo de
extensdo de 5 minutos a 72°C e mantido a 22°C apdés o término dos ciclos, até sua retirada do
termociclador. Foi gerado um fragmento de 300 pares de bases.

Os produtos amplificados foram armazenados a -20°C até o momento do uso.

Posteriormente os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
segundo Sambrook et al. (1989), 2ul de tampédo de amostra foram adicionados a 8ul do produto

amplificado pela reacdo de PCR e aplicado em gel de agarose 1,5% em solugdo de TAE 1X
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contendo intercalante Gel Red® a 1pl/ml. Ap6s a corrida a 90V por 40min as bandas foram

visualizadas em um transluminador UV.
9. Resultados:
9.1. Reacgéo em cadeia da polimerase (PCR):

As reacdes de PCR foram utilizadas nas mesmas condi¢cdes descritas pelos autores,
na tentativa de reproduzir os trabalhos dos quais foram descritos os primers utilizados no presente

trabalho.

- Da regido dos minicirculos:

Todas as amostras testadas amplificaram com os primers do kDNA, como
exemplificado na figura 21. Como controle positivo, foi utilizado uma amostra sabidamente positiva
para Leishmania chagasi de DNA humano e como controle negativo da reacéo, foi utilizada agua
livre de DNAses e RNAses.

..-"
BO0phm— gy - W -

Figura 21: Foto de um gel de agarose 1,5%, contendo o produto da
amplificacdo do kDNA, a primeira coluna corresponde ao marcador de
peso molecular de 1 Kb, as colunas 2, 3, 4 e 5 correspondem a amostras
aleatérias de cao, a coluna 8 corresponde ao controle positivo e a 9 ao

branco. A seta indica a posi¢ao de 800 pares de base.

e —
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-Da regido ITS-1:
Apenas as amostras provenientes do Piaui amplificaram com os primers da regido ITS-
1, enquanto que nenhuma das amostras do Laboratério de Diagndstico Molecular e as
provenientes de Belém amplificaram (Gréfico 1). Como controle positivo, foi utilizado uma amostra
sabidamente positiva para Leishmania chagasi de DNA humano e como controle negativo da
reacdo, foi utilizada agua livre de DNAses e RNAses. A figura 22 é um exemplo das amostras
consideradas positivas para o protozoario.

a

300ph  e— -_— e =

'] \ .
Figura 22: Foto de um gel de agarose 1,5%, contendo o produto

da amplificacdo da regido ITS 1, a primeira coluna corresponde ao

marcador de peso molecular de 1 Kb, as colunas 2 e 3, correspondem a
amostras aleatérias de cao, a 4 corresponde ao controle positivo e a 5 ao

branco.
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Grafico 1. Amostras positivas e negativas para a presenca do protozoario

com amplificacado utilizando os primers correspondentes a regido ITS1:

@ positivas

@ negativas
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10.Discussao:

Alguns parametros importantes utilizados para prever o risco e a maneira de controle da
leishmaniose sdo a determinagcdo da prevaléncia e da incidéncia da infeccdo em cédes. Para se
estimar de modo correto estes parametros, deve-se identificar os cées infectados de modo
confidvel. Os testes parasitolégicos sdo especificos, mas falta sensibilidade. Os métodos
sorologicos sao sensiveis, porém, menos especificos. A PCR é uma técnica sensivel e especifica,
entretanto alguns resultados podem ser conflitantes com outros, e ainda h& discussdo sobre o
tecido a ser analisado. Em funcéo destes fatores, o “padréo ouro” para o diagnostico desta doenca
ainda nédo existe (Rodriguez-Cortés, 2010).

Estudos realizados com a finalidade de identificar um alvo para o correto diagndstico das
leishmanioses demonstram que a regido ITS 1, regido que difere em tamanho e sequéncia entre as
espécies, demonstrou ser eficiente na deteccdo de todas as Leishmanias conhecidas. Para
diferencia-las, a realizacdo de um ensaio com enzimas de restricdo € necessario. Ainda é proposto
a utilizacdo de uma segunda PCR, agora tendo a regido ssu rRNA (pequena subunidade do RNA
ribossébmico) como alvo, se o resultado for negativo, para confirmagdo, aumentando ainda mais a
sensibilidade do teste. Diferentes tecidos (aspirado de medula 6ssea e linfonodos, sangue
periférico, pele, fleb6tomos, entre outros) amplificaram de forma eficiente com as diferentes
abordagens da PCR testadas (Schonian, 2003).

Na Grécia, outro estudo foi realizado a fim de avaliar a possibilidade de um correto
diagnéstico para a leishmaniose baseado na PCR. A regido ITS-1 foi avaliada de maneira positiva
para detectar a presenca do parasito e posterior, mediante analise de fragmentos obtidos a partir
da digestéo por enzimas de restricao, identificacdo da espécie (Spanakos, 2008).

Em estudo realizado em Ilha Solteira/SP, diferentes técnicas para diagndéstico da
leishmaniose visceral canina foram avaliadas. Os minicirculos presentes no cinetoplasto foram
utilizados para a amplificacdo a partir de amostras de pele. Os cdes analisados por PCR
apresentaram uma positividade de praticamente 100%, incluindo amostras de pele sadias. Os
autores sugerem a associacdo de técnicas para o diagnéstico, utilizando os testes soroldgicos e
parasitarios para confirmacdo da presenca do parasito e fazer uso da PCR apenas para
confirmacédo de casos ainda suspeitos depois de realizados os outros testes (Queiroz, 2010).

Diferentes espécies de Leishmania sdo prevalentes em Israel e paises vizinhos, sendo
necessaria a criacdo de um método diagndstico rapido e seguro. Motivo pelo qual um grupo de
pesquisadores da regido realizou um estudo visando a deteccdo do protozoario pela PCR,
utilizando como alvo o kDNA e os mesmos primers utilizados no presente trabalho. O grupo
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israelense conseguiu amplificar de maneira positiva, diferentes espécies de Leishmania,
diferenciando-as pelo tamanho do fragmento gerado — entre 650 e 850 pares de base -, e
observaram que nenhum outro Kinetoplastida que néao fosse Leishmania amplificou. A utilizacéo de
métodos de extracdo de DNA diferentes gerou resultados igualmente efetivos, e a utilizacdo de
temperaturas de anelamento distintas também resultou no mesmo grau de sensibilidade. Porém,
notaram que amostras coletadas em série, de uma mesma lesdo, resultam em bandas com
intensidade diferentes (Anders, 2002).

No presente trabalho, a utilizacdo da regido dos minicirculos do KDNA amplificou de forma
inesperada — 100% das amostras analisadas -, enquanto que a regido ITS 1, amplificou apenas
nas amostras esperadas, as 40 amostras provenientes do Piaui, com positividade para o teste
parasitolégico. Desta forma, o uso do kDNA para diagndstico ndo deve ser utilizado, enquanto que
aregiao ITS 1 se mostra como alvo preferencial para o diagndstico por PCR.

Contudo, estudos mais aprofundados devem ser feitos antes de se poder afirmar qual
regido deve ser utilizada para um correto diagnéstico da LVC.
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Anexo 1: Sequéncia do cromossomo 4 _ Canis lupus familiaris:

Primers £1PHMErS E2Primers |1 EXGRMEXONZNIUIAG08Y

TGTTCTTGTCTTCGTCACTTCCTGTCCTTCTTCTGTGTATGA ARG CooACoCoAC TG COoCACICAS
EOCCACACCACATECo0EETCETCACCTETCOCCTCC0CEEOACABATEEECGAGATGGACTCAAGGGAGARMAGE

BEEMABEA GG TACGGGACAGGCTGCTCTGACTICTGAAGTGTCTABGTGGGTAGCGATTCACTCAGAATTGTCCCTGCA
ATAGGTCATCTTCTCCAAAACAAAGATGCTTCCCTGGTCCTCAGGACCCCACATCTCCACACGGGAACCCACAAGGGGT
GGGCGCCTGCAGAGAGCGGATGTCCCGCCAGTTCAGGGAACTGGCCCTTGGAACAGGCTGTCCTCTGGAACACAGGAT
GACTTTTTGGGGGGAGGGGGGTGGGGGGGTCACCACTGGTTCACTGAAGGTTTTCAGGCTCAGTGTAAATTGAATGG

AACTTCTGGARARATICARTCABEEEEAGH CCCTGGATCACTTTTCCTTCCTCTTATAACAGGEENACEEOICACAGEE
TTGCAGGGCCCTCCAGGGAAAGTGGGACCTCCGGGAAACACAGGGGCTCCCGGGGCTCCAGGACTAAAGGGCCACAA
ARSI CCACACACRIOABCTAACCACCTOACEECABE TAGCGTGGGCCCAGGGGACTCGCGGGCCGGAGE

CTGCTGCCAACCCAGGACACTCGTCCCCCTGAGCGTGTCGCCGGAGTGCAGACTTCCAAACCCTGCCATCCCCTCCCCAG
GCCTCTGTGGGAGACAGGCCCTGGCTTCATCCTCAGCGGACACGGTCTGCGTGGGTCTCCAGGATGGTGGGGAACAGA
GGTGTCCTCTCTCCGACGCCGGGTTTCTGTCTATTGTCAAAAGAAAAGCATGAAAATATTCGGTTTCCTAGGCCCCCTGA
GCCATGGGCAACCCCAGGACAACGTAGTTCAGAGTCAGATGAAGTACATTGACCTCTTGTTAATATCTGCCAGCTGGCC
CATCAAAATCATAAAAATATTAAAAAGTTGGTCTGGAATAAGAAATGAGAGAGAACGATTAAGAATGATGTTCGAGAA
GGAGAATAAACAGTTGGGCTTTTTCTTACAAAGGATTATATAATCTTGCAACATTTAAGCAGGATGTGAACAGAAGGAC
CCAGAGCCATAATGTATGAGTTATTTATCATCATTGTGATTATTATTAGTTCAGAACAAATAGTTTACGAGAGCCGCTAG
GTGTATCTCAGAAGCAGGAGTCCCGAGGTTTTCTTCCTTTTGCTGCTTCTCTGTTTCTTCTTTGTCCACAATAATCATACTC
TTCAGCAAGCTTTATCCCTCCCTTCTGGCAAAATACTGTCCTCTCCAATTGAGAGTCATCTTCTCATTAAACGCCCTTCTCC
CTCTCACTTTGCAGTTGCTGAGACCAGGCTGGCTAGCCTAGAGAGGGAGATAAGGAGCCTGAAATCAGAACTGGGCCA
CATCAAAAACTGTAAGTTTGTTTTCTGCCCTGAATGTGGCCTTGGCTCTCACCTTCCTCTTGCGGGCTTCAGGTTTCGGG
GAGGGTGGACACAAGCTAATGTTTAGGAACACTTACTGTACCCCCTGGCCTGGGTGAGGTCGGCATTCCCTCATTCCAT
CCTTTCACCGGCCCCACCTGTGGGGACGATACCCAGGTTATTTAGGTGAGAAGAAACAGGTCCAGGAAGTATAGATAA
TTCATTCGCTGTCACACATCTAGGAAGTAGCAGAGGAAGATTCCACCCGAAAGTCAGCCACTTGCAGCATCTTGGCTCTT
TCTGCAGCAACCCCTGCCTTGGATAGCTATCCATCCATGCCTGGTGCCCAAGCCTGGCAGGGCGGCCTGAGCATGCTTC
CCTGTGTCGCCCTTGCGCCAGGACCGTCTGTAACAGATGTTTGTGTCGAGGGTGGGATCACCCAGAAGGGTGTGAACT
TTCTGCCAGAGTCCCGCCCTCTGGCTGAGGAAGGAGGTCTTCCTTACTAGGATCTGACCTGCTGGTTGAGCATGGGGCT
CTTTTTCAAGAGGTCTGGGGACTCCCGGGGGAGGGCTTTCTCGCCTACTGTCCTGGGCTGAGTCCAAGCCCAGTCAACC
TCTCCCACCATTGCAATTTCAGTGCAAACCTTCTCCTTGGGCAAAAAGACTGGAAAGAAGCTCTACGTGAGCAACGGCG
AAAAGATGTCTTTTTCTAAAGTGAAGGCTCTGTGTGCCGAGCTCCAGGCCACTGTGGCCACCCCTAAGAGTGCTGAGGA
GAACAAAGCCATCCAAGATGTGGCCAAGGAAGAGGCCTTCCTGGGCATCACGGACAAGGTGACCGAAGGCCACTTCAT
GTATGTGACCGGAGGGAGCCTGGTCTACAGCAACTGGAGGAAGAATGAGCCAAACAACCACGGCTCGGGGGAGGACT
GTGTGATCCTCCTCCAGGATGGGTTCTGGAATGACATCTCCTGCGAGTCCTCCTTCCTGGCCGTCTGTGAACTCCCAGCC
TGATGAGGCAGCTTCCTCAGCCCCCTCCCGGCATTCCTGCTGTGCTCTCTGCTGCCCTGAAAGAGAATTCATGGTCCCCT
TTCC
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Anexo 2: Comparagédo entre as MBLs de diferentes mamiferos:
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Anexo 3: Tabela comparando os fenétipos da MBL em diferentes mamiferos:

MBL 1/A MBL 2/C

CAO X
HOMEM X
PORCO X X
CHIMPANZE X X
RATO X X
CAMUNDONGO X X
CAVALO X
BOI X X

O X representa a presenca da proteina.

Botucatu, 2010 Pagina 62



