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RESUMO

Neste estudo investigou-se a eficdcia da PCR para o diagndstico
da leishmaniose visceral canina (LVC) e o desempenho da PCR-RFLP
para a identificacao da espécie de Leishmania. Além disso, a
técnica PCR quantitativo em tempo real (gPCR) foi padronizada
para a quantificacdao do numero de codépias de kDNA. Foram
analisadas amostras de pele, sangue e medula de 217 caes
classificados como assintomaticos e sintomdticos. Com base nos

resultados de exames soroldgicos e parasitoldgicos convencionais,

os animais foram divididos em dois grupos: caes com exames
convencionais negativos (ECN = 70) e com exames convencionais
positivos (ECP = 147). A presenca do parasito em amostras

clinicas foi investigada através da amplificacdao de um fragmento
de 120 pb da regiao conservada do kDNA de Leishmania. Os
resultados mostraram que a PCR detectou DNA do parasito até a
concentracao de 0,1 fg. As amostras pele e medula foram as mais
adequadas para a realizacao do diagndéstico através da PCR. No
grupo ECN, 95% dos caes apresentaram PCR positiva em pelo menos
uma amostra clinica e no grupo ECP, aproximadamente 96% dos céaes
foram PCR positivos. A identificacao da espécie de Leishmania
através da PCR-RFLP revelou que 192 cédes estavam infectados por
Leishmania infantum chagasi e 2 por Leishmania braziliensis. A
andlise do real time PCR revelou que na medula dos cdes com ECP
havia maior numero de cdépias de DNA de Leishmania do due no
sangue e dque a comparacdo da carga parasitaria entre os cées
sintomaticos e assintomdticos nao apresentou diferenca
significativa. Nossos resultados revelam que a PCR é sensivel e
util para detecgao de Leishmania em amostras clinicas de céaes
naturalmente infectados e que a PCR-RFLP mostrou ser uma
ferramenta rdpida e sensivel para identificacdo de espécies. Além
disso, o gPCR mostrou ser uma metodologia promissora para estudos

de quantificacado da carga de DNA de Leishmania.
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ABSTRACT

In the present investigation, we assessed the effectiveness of
polymerase chain reaction (PCR) for canine visceral leishmaniasis
(CVL) diagnosis as well as restriction fragment length
polymorphism (RFLP-PCR) for identification of the Ileishmania
species. Moreover, SYBR Green real time PCR was standardized in
order to have the number of kDNA copies quantified. Canine
samples under analysis comprised skin, blood and bone marrow from
217 dogs, classified into asymptomatic and symptomatic for CVL.
The animals were divided into two groups according to results
from serological and parasitological conventional examinations:
negative conventional examinations (NCE = 70) and positive
conventional examinations (PCE = 147). The presence of parasite
in clinical samples was investigated through amplification of a
120 bp fragment of the Leishmania kDNA. Our results revealed that
PCR showed to Dbe capable to detect Leishmania DNA up to the
concentration of 0.1 fg. Skin and bone marrow samples provided
the most accurate results by PCR. In group NCE, 95% of the
animals showed to be positive for at least one of the clinical
samples and, in the group PCE, approximately 96% of the dogs were
PCR-positive. PCR amplified products from positive samples were
further analyzed by RFLP and the species identified was L.
infantum chagasi (192 dogs) and L. braziliensis (2 dogs). Real
time PCR has shown that the bone marrow samples from PCE dogs
contained a higher number of Leishmania DNA copies than blood;
also, the parasitic load between asymptomatic and symptomatic
animals showed no significant difference. Our results show that
PCR is a sensitive and useful tool for Leishmania detection in
clinical samples from naturally infected dogs as well as RFLP,
which was capable to provide the species identification.
Furthermore, real time PCR showed to be a promising methodology

for studies on Leishmania DNA quantification.
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Introdugio

1. A LEISHMANIOSE VISCERAL

As leishmanioses sao consideradas primariamente zoonoses
podendo acometer o homem, gquando este entra em contato com o
ciclo de transmissao do parasito. Atualmente, encontram-se entre
as seis endemias consideradas prioritdrias no mundo (TDR/WHO,
2006) . Sdo causadas por protozodrios do género Leishmania, oS
quais podem provocar no homem duas formas principais: cuténea e
visceral (WHO, 1990). Afetam populacdes de 88 paises, sendo que
mais de 90% dos casos de leishmaniose cutédnea ocorrem no Ira,
Afeganistao, Siria, Ardbia Saudita, Brasil e Peru, e
aproximadamente 90% dos casos de leishmaniose visceral ocorrem
predominantemente nos paises em desenvolvimento: Bangladesh,
Brasil, India e Sudao (WHO, 2006) . As leishmanioses sao
consideradas pela Organizacdao Mundial de Saude (OMS) doencas
emergentes ou ndo-controladas, onde o foco de pesquisa estd na
aquisicao de novos conhecimentos sobre métodos de diagndstico e
drogas terapéuticas e no planejamento de estratégias para seu
controle.

A posicao taxonbmica e a origem do agente etioldgico da
leishmaniose visceral (LV) no novo mundo tem sido uma questao
polémica e muito discutida. Desde que Cunha e Chagas (1937)
descreveram e incriminaram a Leishmania chagasi como uma nova
espécie responsavel pela doengca nas Américas, a sua origem tem
sido objeto de muito debate e especulacao. Alguns autores separam
L. infantum, o agente etioldédgico da LV no velho mundo, e L.
chagasi em duas espécies (Lainson & Shaw 1987; Palatnik et al.
1990; Ellis & Crampton 1991, Gramiccia et al. 1992). Outros
acreditam que estes parasitos sao diferentes, mas decidiram
separa-los em duas subespécies (Lainson & Rangel 2005). E ainda,
alguns pesquisadores acreditam que L. chagasi e L. infantum sao
sinbnimos, e que a primeira foi importada da Europa no periodo da

colonizagao portuguesa e espanhola (Killick-Kendrick 1985; Rioux
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Introdugio

et al. 1990; Dantas-Torres 2006). Entretanto, até o momento
nenhuma destas classificacdes foram consensualmente aceitas.
Desta forma, decidimos adotar neste trabalho a nomenclatura
proposta por Shaw (2006), Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi. O autor afirma que ainda existem muitas perguntas acerca
da origem, identidade e epidemiologia dos parasitos causadores da
LV no novo mundo, por 1sso ¢é mais prudente wutilizar esta
nomenclatura.

O ciclo de vida da L. 1i. chagasi inclui uma fase no tubo
digestivo do vetor flebotomineo - Lutzomyia longipalpis, e outra
em diferentes hospedeiros vertebrados - canideos silvestres
(Cerdocyon thous e Dusicyon vetulus) e domésticos (Canis
familiaris), marsupiais (Didelphis albiventris) e roedores
principalmente dos géneros Rattus, Mus, Bolomys, Oryzomys, Akodon
(MS, Secretaria de Vigiladncia em Saude, 2006; Oliveira et al.
2005). O habito sinantrdépico destes hospedeiros pode favorecer o
intercémbio entre os ciclos silvestre e doméstico.

A transmissao ocorre pela picada de fémeas de insetos da
ordem Diptera, Familia Psychodidae, Sub-familia Phlebotominae. No
momento do repasto sanguineo, ao picarem um animal infectado,
estes insetos sugam juntamente com o sangue formas amastigotas
que apds atingirem o tubo digestivo se transformam em
promastigotas e se multiplicam intensamente. Em seguida, migram
para as partes anteriores do tubo digestivo do flebotomineo, o
qual ao picar outro animal poderda regurgitar as formas
promastigotas metaciclicas. Estas formas serdao fagocitadas por
células do sistema mononuclear fagocitdrio, principalmente os
macréfagos, onde irdao se transformar em amastigotas e se
multiplicar.

Nas Américas a LV ou calazar é considerada uma zoonose Jue,
inicialmente estabeleceu-se em 4&reas rurails, mas atualmente
também ocorre em A&areas peri-urbanas e urbanas. A LV no Brasil

encontra-se em franca expansao, e desde a década de 90 vem
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ocorrendo o aumento significativo do numero de casos (Gontijo &
Melo 2004) . Com o) processo de urbanizacao, o) perfil
epidemioldégico das leishmanioses passou a ser variavel e
especifico para cada area. A doenca deixou de ser primariamente
silvestre e passou a se estabelecer em &areas rurais e também em
regides urbanas, desde que haja fatores ©propicios para a
sobrevivéncia dos vetores e a permanéncia de animais wvertebrados
que funcionem como reservatdédrios mantendo o parasito nestes
ambientes. A LV assumiu, entdo, um papel importante na saude
publica de inumeras regides e, uma vez estabelecido um foco de
transmissdao, muitas pessoas seradao acometidas até que medidas de
controle comecem a conter o avanco da doenca. Além disso, a
Leishmania é um protozodrio que apresenta ciclo de vida complexo
em dois hospedeiros, exigindo um grande numero de acdes de
controle.

Os caes sao considerados os mais importantes reservatdrios
domésticos e certamente contribuem para a mudanga no perfil
epidemioldégico da doenca (Marzochi et al. 1994). Na transmissao
da L. 1i. chagasi, o homem serve apenas como uma fraca fonte de
infecgcao para os flebotomineos e a transmissao depende largamente
da presenca de caes infectados (Laison & Shaw, 1987). O cao e a
raposa apresentam um intenso parasitismo cutédneo, o que permite a
facil infeccao dos flebotomineos (Deane & Deane, 1954) .
Entretanto, € provavel gque em algumas situacdes especificas,
existam outras fontes de infeccao (Deane & Deane 1955 a e Db) e
que o homem esteja envolvido na cadeia de transmissao, como por
exemplo, no caso de pacientes imunodeficientes portadores do HIV
(Arias et al. 1996).

Com o aumento considerdvel do numero de casos de LV em
regides urbanas e o conseqgqiente surgimento de focos da doenca em
dreas até entdo indenes, varias cidades de médio e grande porte
se tornaram areas de intensa transmissao. Os dados

epidemioldégicos dos ultimos dez anos revelam a periurbanizacgao e
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urbanizacao da LV, destacando-se os surtos ocorridos no Rio de
Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG), Aracatuba (SP), Santarém (PA),
Corumbd& (MS), Teresina (PI), Natal (RN), Sao Luis (MA), Fortaleza
(CE), Camagari (BA) e mais recentemente as epidemias ocorridas
nos municipios de Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas
(TO), (MS, Secretaria de Vigilédncia em Saude, 2006). Seguindo
essa tendéncia, nos uUltimos anos, o numero de casos de LV na
regiao metropolitana de Belo Horizonte aumentou de forma
expressiva, 1indicando uma elevagao da taxa de transmissao da
doenca nesta 4area, onde o municipio de Belo Horizonte aparece
como © responsavel pelo maior numero de casos (Silva et al.,
2001). A existéncia de casos humanos parece estar fortemente
relacionada a ocorréncia da doenca canina nesta e em outras
regides endémicas. De fato, Oliveira et al. (2001) observaram uma
forte evidéncia de que os casos humanos de LV no municipio de
Belo Horizonte no periodo de 1994 a 1997 ocorreram em areas onde
a taxa de prevaléncia da doengca em caes era alta. Assim, a
leishmaniose visceral canina (LVC) se tornou um importante
problema de saude publica e veterindria e sua incidéncia vem
aumentando apesar da existéncia de um programa nacional de
controle que enfatiza a identificacdao e eliminacao dos caes
soropositivos (Arias et al. 1996; MS, Secretaria de Vigildncia em

Saude, 2006).
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2. A LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

A importdncia do cdo na transmissdo da leishmaniose visceral
tem sido investigada por varios autores. Cdes infectados por L.
i. chagasi desenvolvem lesdes cutédneas e viscerais (Slappendel,
1988) a despeito da natureza viscerotrdépica desse protozoario.
Independente da presenca de lesdes cutédneas, a pele parece
representar o principal tecido reservatdrio de amastigotas (Manna
et al., 2004) e, por conseqgiiéncia, o cdao ¢ uma fonte intermitente
de infeccgdo para os flebotomineos.

A doenca no cao é de evolucao lenta e insidiosa. A LVC é uma
doenca sistémica severa cujas manifestacdes clinicas sao
intrinsecamente dependentes do tipo de resposta imunoldgica
expressa pelo animal infectado (Barbieri et al. 2006). As
caracteristicas clinicas do calazar canino variam muito, devido a
numerosos mecanismos patogénicos envolvidos na evolucao da doenca
e a diversidade da resposta imune desenvolvida pelos diferentes
individuos (Mancianti et al., 1988). Os sinais clinicos e o tempo
transcorrido até o aparecimento da doenca variam enormemente, de
dois meses a sete anos, podendo o cao nunca desenvolver a doenca
(Gaeta et al. 1994; Slappendel, 1988; Rioux et al. 1990). Dessa
maneira, o quadro clinico no cao infectado pode variar desde
animais aparentemente saudédveis até estdgios severos da doenca.
Existem varias maneiras de classificar as formas clinicas nestes
animais (Reis et al. 2006), mas a proposta de Mancianti et al.
(1988) é a mails empregada. Nesta classificacao, os caes
infectados sdo divididos em polissintomaticos, oligossintomdticos
e assintomaticos. Uma caracteristica muito importante & a
permanéncia da doenca clinicamente inaparente por longos
periodos. Porém mesmo sem sinais clinicos, os caes podem estar
infectados e transmitirem os parasitos para os insetos vetores.
Molina et al. (1994) mostraram que de cinco cdes assintomdticos

com sorologia positiva, trés foram capazes de infectar
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flebotomineos tado bem quanto os sintomdticos. Michalsky (2004)
utilizando experimentos de xenodiagndstico, verificou que dentre
sels caes assintomdticos, dolis infectaram flebotomineos.

A histdéria natural e a evolucao do calazar canino variam
amplamente entre os individuos infectados. Muitos cdes nunca
evoluem para doenca, através de mecanismos nao muito bem
conhecidos de auto-cura, outros ficam gravemente afetados
progredindo rapidamente para morte. A despeito destas diferengas
individuais, geralmente formas amastigotas de Leishmania sao
encontradas em muitos &érgaos internos dos céaes, como também no
sangue, pele e até mesmo na saliva desses hospedeiros (Deane,
1956; OMS, 1990; Abranches et al. 1991). Inicialmente, o©os
parasitos estao presentes no local da picada infectiva,
posteriormente, ocorre a infeccao de visceras e mais tarde podem
se tornar distribuidos através da derme (MS, Secretaria de
Vigilédncia em Saude, 2006).

No Brasil os caes tém sido o alvo das agdes de controle
desde a década de 50, baseado em evidéncias que mostram seu
envolvimento no ciclo de transmissao da LV (Marzochi et al.,
1985; MS, Secretaria de Vigilédncia em Saude, 2006). A deteccgdo e
eliminacdo dos cédes soropositivos tém sido prioridade em varios
municipios brasileiros onde a LV ¢é endémica; entretanto, a
eficdcia desta abordagem vem sendo muito questionada (Arias et
al. 1996; Costa 2001). Existe uma incerteza muito grande com
relagcao ao emprego desta medida, pois em muitos locais apesar de
ser amplamente empregada, a eutandsia de cdes sorologicamente
positivos parece nao ter efeito algum na redugcao do numero de

casos humanos (Costa et al. 1991).
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3. METODOS DIAGNOSTICOS DA LVC

O Ministério da Saude atualmente recomenda que o diagndstico
laboratorial da LVC seja Dbaseado no exame parasitoldégico ou
soroldégico (MS, Secretaria de Vigildncia em Saude, 2006). No
entanto, devido a maior rapidez e ao menor custo, o0s testes
soroldgicos sao os mais empregados pelos programas de controle.
De uma maneira geral, o diagnéstico da LVC vem se apresentando
como um problema para oS servicgos de saude publica,
principalmente devido a inexisténcia de um teste diagndstico 100%
especifico e sensivel. Os mais utilizados sdo a RIFI e o ELISA,
mas estes métodos nem sempre alcancam sensibilidades e
especificidades satisfatdérias, Jja gque muitos animais infectados
apresentam testes soroldégicos negativos. Existem evidéncias de
que os indices de prevaléncia da infeccgdo por Leishmania em &areas
endémicas sao mais altos gque aqueles confirmados por estudos
soroldégicos (zZaffaroni et al. 1999; Solano-Gallego et al. 2001).

O diagndéstico parasitoldégico é o método de certeza e se
baseia na demonstracao do parasito obtido de material bioldgico
de puncdes hepdtica, esplénica, de medula o6ssea, de linfonodos e
bidépsia ou escarificacdao de pele. O exame parasitoldgico ¢é
classicamente utilizado para confirmar a LVC pela demonstracgao
direta do parasito. Os mais utilizados sao o exame microscdpico
de esfregacgcos por aposicao de tecidos, o isolamento do parasito
em meios de cultura e a inoculacdao em hamster. Estes métodos
detectam o parasito em animais com doengca patologicamente
confirmada em menos de 80% das vezes (Ashford et al. 1995). Esta
sensibilidade é dependente da gquantidade de parasitos presentes,
tipo de material bioldégico e do tempo de leitura da léamina, sendo
menor nos assintomdticos que nos sintomaticos. Portanto, a
sensibilidade pode ser diminuida devido a problemas de
contaminacdo da cultura, inexperiéncia na leitura de laminas e as

dificuldades na manutencgao de hamsters por um periodo
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relativamente longo de incubacgdo. A inoculacdo em hamster é
dificultada devido ao alto custo ou a auséncia de coldnias
mantidas em condig¢des estéreis. A deteccdo de parasitos pelo
exame microscépico de esfregacos de tecidos ¢é dependente da
presenga de muitos organismos no aspirado ou na amostra de tecido
coletada. Andlises histopatoldégicas de o6rgaos infectados tais
como baco, figado, linfonodos e medula &ssea, podem também ser
utilizadas para detectar parasitos intracelulares (Tafuri et al.
2001). Entretanto, estes métodos parasitoldgicos sao limitados
pela Dbaixa sensibilidade, requerem repetidas amostragens de
tecidos e técnicos de laboratdério experientes, além de serem
muito invasivos, demorados e laboriosos, portanto inapropriados
para estudos epidemioldgicos e principalmente para subsidiar as
acdes de controle.

Os procedimentos soroldgicos tradicionalmente utilizados

para o diagnéstico da LVC incluem, principalmente, técnicas como:

RIFI - imunofluorescéncia indireta (Badardé et al. 1983 e 1986),
ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay (Badardé et al. 1986),
reacao de fixagcao de complemento (Hockmeyer et al. 1984),

hemaglutinacdo direta e hemaglutinacao indireta (Harith et al.
1986). Porém, as mals utilizadas sdo a RIFI e o ELISA, devido a
melhor sensibilidade e especificidade das mesmas em comparacdo as
demais (Badard 1983, Guimaraes et al. 1990). Além destes, outros
métodos tém sido testados para a detecgcdao da infeccao canina,
como por exemplo, um novo teste de aglutinacao direta (DAT).
Oskam et al. 1996 avaliaram essa técnica baseada em antigeno
estdvel e liofilizado para a deteccdo de anticorpos anti-
Leishmania em soros caninos, e o0s seus resultados mostraram uma
sensibilidade de 100% e especificidade de 98,8%. A técnica
combina altos niveis de wvalidade intrinseca e facilidade de
execucao. A desvantagem é que este antigeno ainda nao é produzido
no Brasil, limitando a execucao do teste por causa do alto custo

de importacao.

26



Introdugio

0 diagndéstico soroldgico possui sensibilidade e
especificidade satisfatdérias em cdes sintomdticos, porém & mais
dificil nos assintomaticos e naqueles com poucos sintomas. Nestes
casos e também para propdsitos epidemioldgicos, € necessdario um
teste com alta sensibilidade.

Em dreas endémicas do Brasil, que tem a mais alta
prevaléncia de leishmaniose visceral do hemisfério ocidental, os
programas de controle do calazar sao baseados em trés medidas
principais: identificagao e tratamento dos doentes, combate aos
insetos vetores e eliminacao de caes soropositivos. A deteccao de
cdes infectados ¢é feita através de sorologia, principalmente a
RIFI e, apesar destes hospedeiros serem periodicamente
examinados, essa técnica nao permite a deteccao de todos os caes
parasitados por Leishmania, fazendo com que um grande numero de
cdes infectados passem por negativos. Este fato é relevante e
pode ser grave, Jja que existe uma suspeita de que os cdes falso-
negativos podem continuar sendo fonte de infeccdo para os
flebotomineos. Além disso, é grande o numero de reacgdes cruzadas
dos testes soroldgicos e eles nao sao aptos a discriminar entre
infecgdes passadas e atuais (Schulz et al. 2003). Em resumo, a
falha nos programas de controle em conter o aumento do numero de
casos de LVC pode ser devido a demora na retirada dos caes
positivos aliada a rdpida reposicdo de cdes nas dreas de
transmissdo, bem como as limitagdes dos métodos soroldgicos de
diagnéstico do calazar canino. Dessa forma, ¢é imprescindivel a
busca por técnicas mais sensiveis e especificas para diagnosticar
a LVC.

Métodos diagndésticos utilizando o DNA tém sido
exaustivamente explorados visando superar as inumeras limitacdes
que os métodos diagndésticos de rotina apresentam. Varios
trabalhos tém mostrado que o0s ensaios moleculares permitem uma
deteccdo mais rdapida e sensivel de diversas doencas parasitdarias

além da possibilidade de caracterizacdao dos microrganismos

27



Introdugio

envolvidos. De acordo com Reithinger et al. (2000), Leontides et
al. (2002) e Schonian et al. (2003), técnicas moleculares
baseadas na reagao em cadeia da polimerase (PCR) podem prover um
melhor desempenho no diagndéstico da LVC. Diferentes métodos de
extragcao de DNA, diferentes pares de iniciadores, alvos distintos
do DNA e amostras de varios tecidos (sangue, medula, pele,
figado, baco e outros) tém sido comparados (Lachaud et al. 2001),
sendo que em grande parte destes estudos a PCR tem mostrado ser
uma ferramenta mais especifica e sensivel que os métodos
tradicionais, além da possibilidade de ser realizada em varios
tipos de amostras bioldgicas.

Iniciadores desenhados para amplificar sequéncias alvo de
multicdépias, como a regiao conservada dos minicirculos de DNA do
cinetoplasto, tém facilitado o diagndéstico de infecgdes por
Leishmania (Reale et al. 1999; Singh et al. 1999; Smyth et al.
1992). Outras seqgliéncias alvo também podem ser utilizadas na PCR,
como o DNA ribossomal e a regido espagadora entre os transcritos
internos ou “internal transcribed spacer” (ITS-1) deste gene
(Nasereddin et al. 2006). O kDNA contém aproximadamente 10.000
minicirculos de DNA, qgque tém um tamanho entre 600 e 800 pb em
todas as espécies do género Leishmania. Cada minicirculo ¢é
dividido em uma regido conservada de aproximadamente 150pb e uma
regido varidvel de 600pb (Morales et al. 2001). Iniciadores
dirigidos para amplificar a regidao conservada podem ser
utilizados para detectar todas as espécies de Leishmania (Degrave
et al. 1994), enquanto aqueles dirigidos para a regido varidvel
originam produtos que sao diferenciados para cada espécie ou
complexo de espécies existentes (de Bruijn & Barker 1992; Eresh
et al. 1994; Cortes et al. 2004). Rodgers e cols. (1990),
mostraram que a PCR pode detectar o kDNA equivalente a um
parasito. Entretanto, a PCR ainda nao foi padronizada para sua
utilizacdo no diagnéstico de rotina da doenca, mas grandes

esforcos tém sido feitos nesse sentido.

28



Introdugio

4. CLASSIFICAGAO E CARACTERIZAGAO TAXONOMICA DE LEISHMANIA

A identificacdo dos parasitos presentes em uma area endémica
¢ de extrema importédncia em estudos epidemioldgicos, gque buscam
conhecer a(s) espécie(s) que circula(m) em determinado foco de
transmissdo da doenca. E importante acumular informacdes sobre um
determinado organismo, uma vez dgque algumas das caracteristicas
estudadas poderao ser Uteis no descobrimento e desenvolvimento de
drogas terapéuticas e vacinas, aliados importantes nos programas
de controle da doenca.

A partir da descrigdao do género Leishmania Ross, 1903,
surgiram as primeiras tentativas de classificagdo dos parasitos
em espécies considerando, inicialmente, aspectos clinicos e
epidemioldégicos da doenca humana.

Na tipagem das leishmdnias as técnicas usadas sao adaptadas
para a deteccdo de marcadores especificos usualmente testados
para a classificacao de outros organismos. No género Leishmania a
morfologia ndo € um bom cardter para distinguir espécies, pois as
diferencas observadas sao pequenas e sutis. No entanto, cada vez
mais tém sido descobertos novos caracteres, a partir de métodos
mais avancados, que auxiliam na caracterizacdao taxondmica das
espécies deste género.

Atualmente sao considerados bons marcadores, desde as
andlises de isoenzimas e determinantes antigénicos com anticorpos
monoclonais até uma série de métodos moleculares usados em
andlises de DNAs com especificidade varidvel dependendo da
natureza da seqgiiéncia-alvo investigada (Floeter-Winter & Shaw,
2004) .

Varios sistemas taxondmicos que consideram os niveis de
subgénero, espécie e subespécie tém sido propostos, mas até o
momento nao existe uma classificacdao amplamente aceita que
incorpore todos estes elementos. O modelo taxonbmico mais

utilizado no momento foi proposto por Lainson e Shaw (1987) sendo
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as espécies de Leishmania divididas em dois subgéneros: Viannia e
Leishmania. Atualmente, o nuUmero total de espécies estd em torno
de 30, sendo que cerca de 20 infectam humanos (Cupoclillo et al.
1994; Volpini 2003). Como a classificacao de qualquer grupo, a de
Leishmania estd sujeita a mudancas com a aquisicdo de novas
informagdes, sendo necessaria a wutilizagdo do maior numero
possivel de caracteres (Gontijo 2000). Dessa forma, com o passar
do tempo novas espécies sao descobertas e descritas, assim como
as relagdes filogenéticas dentro do grupo vao sendo elucidadas.
Dai a necessidade de metodologias que possibilitem a investigacao
de caracteristicas especificas para que ao se isolar um organismo
seja mais fédcil sua identificacdo com base em comparacgdes com
caracteristicas ja estabelecidas.

No Brasil, é consenso que apenas uma espécie é causadora da
LV tanto em caes guanto em humanos, contudo a hipdtese da
existéncia de polimorfismos entre cepas isoladas destes
diferentes hospedeiros tem sido aventada. Esta diversidade
ajudaria a explicar as diferencas observadas na evolugao e
manifestacdes clinicas em caes.

Com a wutilizacdao de técnicas moleculares nos estudos
epidemioldégicos, muitos conhecimentos acerca das relagdes entre
as espécies, bem como entre cepas da mesma espécie poderao ser
gerados, contribuindo para o entendimento do comportamento do
parasito, sua relagdao com os vetores e hospedeiros nos diversos

ambientes onde a transmissao se processa.
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5. IDENTIFICAGAO DAS ESPECIES DE LEISHMANIA UTILIZANDO PCR—-RFLP

Dentro deste gquadro taxondmico complexo do género Leishmania
pergunta-se qual seria a importdncia pratica da identificacéo
destes patdgenos. A caracterizacao da espécie é particularmente
importante em regides onde ocorrem simultaneamente, a
leishmaniose visceral e a leishmaniose tegumentar. Achados
recentes relatam a dispersdo da L. 1. chagasi para d4areas de
ocorréncia da L. braziliensis (Camargo-Neves 2004). Visto gque
estes novos focos aparecem em areas onde a Lv nao é
tradicionalmente prevalente, o principal problema ¢é distinguir
entre casos autdctones e infeccgdes adquiridas em outras areas
endémicas. Na LVC, as manifestacdes clinicas causadas por
diferentes espécies podem ser semelhantes e se sobrepor. Como se
sabe a infecgcao por L. 1. chagasi no cao pode causar lesdes
cutdneas assim como observado nas infecc¢des por L. braziliensis.
Portanto, com base no diagnéstico clinico nao é possivel saber
com seguranca qual espécie esta parasitando o animal. Os métodos
diagnésticos de rotina também nao sao capazes de fazer esta
distincao.

Atualmente, o) procedimento mais empregado para a
identificacdo de varios parasitos, é a anadlise de isoenzimas,
método este considerado como ferramenta-ouro na identificacao de
isolados de Leishmania (Cupolillo et al. 1994; 1995 a e Db). O
polimorfismo entre os aminodcidos é responsavel pela mudanca na
mobilidade da enzima produzindo diferentes fendtipos ou zimodemas
(Rioux et al. 1990) . Esta técnica requer o isolamento e
crescimento do parasito em meio de cultura, porém muitas cepas
sdo de dificil isolamento e manutencao em cultura. O cultivo de
promastigotas é raramente feito no diagndéstico de rotina por ser
um método trabalhoso, demorado e que requer muita experiéncia
(Schallig & Oskam 2002; Ferreira et al. 2007). Um outro aspecto

relevante a ser considerado sao as contaminagdes da cultura por
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outros microrganismos, que acontece com relativa freqgliéncia
apesar de todos os cuidados tomados. Uma grande desvantagem da
andlise de isocenzimas ¢ a falta de padronizacao da técnica entre
laboratérios o que pode impedir a comparacdao de resultados. Além
da andlise de zimodemas, existem outras formas de caracterizar o
parasito tais como: uso de anticorpos monoclonais (Grimaldi et
al. 1987), andlise de esquizodemas e o emprego de sondas de DNA
(Weigle et al., 2002), porém sao técnicas menos utilizadas por
serem também muito laboriosas e muitas vezes inconclusivas.
Buscando contornar estas dificuldades e encontrar uma forma
mais rapida, barata e segura de caracterizar os parasitos de
amostras c¢linicas, algumas ferramentas moleculares vém sendo
utilizadas separadamente ou em associacao. Na escolha de um
método de identificacdo deve-se considerar que sua eficiéncia
dependera, dentre outros fatores, do tipo de amostra utilizada e
do nivel de especificidade desejado. A aplicacao de alguns
métodos, como por exemplo andlise de isoenzimas ou anticorpos
monoclonais, é limitada no caso de serem aplicados diretamente em
tecidos, ja os métodos moleculares ndo apresentam esta limitacdo.
A técnica “Restriction Fragment Length Polymorphism” (RFLP)
associada a PCR pode ser wutilizada para o propdsito de
identificacdao de algumas espécies de Leishmania. A RFLP utiliza
uma ou mais enzimas de restrigcdao que cortam o DNA em sitios
especificos. Atualmente, existem centenas de enzimas de restricao
disponiveis no mercado, com as mais variadas seqiiéncias de

reconhecimento, 1isoladas de varias bactérias. Em
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fragmentos gerados. Muitos demonstraram que o kDNA das diferentes
espécies possuem seqgiiéncias suficientemente diferentes para
distinguir varios grupos (Barker & Butcher 1983; Lopez et al.
1984; Pacheco et al. 1989). Com o advento da PCR tornou-se
possivel a associacdao desta com a RFLP. A PCR trouxe mais
confiabilidade a RFLP, por suas caracteristicas de especificidade
ao amplificar uma seqgiiéncia alvo conhecida, evitando que
fragmentos de um mesmo tamanho, porém com seqiiéncias diferentes
possam ser interpretados como a mesma molécula. Apds a descricao
de um protocolo de PCR-RFLP em Trypanosoma cruzi (Avila et al.
1990), a técnica comecou também a ser empregada em Leishmania.
Para alguns autores com a utilizacao da PCR-RFLP parece ser
possivel superar as limitacdes das técnicas até entdao empregadas
para a identificacadao de parasitos do género Leishmania (Kapoor et
al. 1998; Volpini et al. 2004; Andrade et al. 2006; Ferroglio et
al. 2006).
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6. AVALIAQAO DA DENSIDADE PARASITARIA EM AMOSTRAS BIOLOGICAS

As enfermidades causadas pelas varias espécies de Leishmania
sao caracterizadas por flutuagdes no numero de parasitos durante
o curso da infecgao (Leclercq et al. 1996; Mattner et al. 1997;
Melby et al. 1998). Na leishmaniose visceral, a carga parasitéaria
pode variar com o tempo apds a infecgao no mesmo tecido e também
entre diferentes tecidos num mesmo momento apdés a infeccao (Melby
et al. 1998; Rica-Capela et al. 2003). Quantificar a carga
parasitaria pode ser uma boa maneira de acompanhar a evolugdo da
infeccdo e também verificar o efeito de um determinado esquema
terapéutico. A maioria dos estudos sobre a imunobiologia de
Leishmania, triagem, eficdcia e desenvolvimento de novas drogas e
estudos relacionados a padronizacdo de novas vacinas requer a
deteccdo e quantificacdo da carga parasitaria em diferentes
amostras de tecidos. Métodos para gquantificacdao de parasitos
precisam ser empregados para verificar a eficdcia do tratamento
e, conseqglientemente como critério de cura da doenca.

A determinagao da densidade de parasitos em diferentes
amostras bioldgicas pode ser conseguida através da microscopia,
pela contagem de amastigotas em relagao aos nucleos das células
do hospedeiro em esfregacos do tecido (Stauber et al. 1958; Reis
et al. 2006). No entanto é uma técnica consumidora de tempo e
pouco acurada considerando que 0os parasitos nao estao
distribuidos igualmente nos tecidos e drgaos. A quantificacao
através dos ensaios de microdiluicdo limitante em cultura também
pode ser utilizada. Porém, esta técnica requer o cultivo do
parasito, o que limita a sua execucao devido a todas as
dificuldades associadas a manutencdo da cultura, além de ser
extremamente demorado e laborioso (Bretagne et al. 2001). Devido
as dificuldades que estas técnicas de quantificacdo apresentam,

métodos baseados na PCR em tempo real tém sido desenvolvidos para
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a detecgcdo e quantificacdao do DNA do parasito em amostras
clinicas.

Recentemente uma técnica altamente sensivel para O
monitoramento continuo dos produtos amplificados por PCR tem sido
aplicada para a quantificacdo de acidos nucléicos (Higuch et al.
1993; Bassler et al. 1995; Morrison et al. 1998, 1999; Abe et al.
1999; Donovan et al. 2000) . Esta técnica, denominada PCR
quantitativo em tempo-real (gPCR), ¢é Dbaseada na deteccdo e
quantificacao em tempo real da fluorescéncia emitida
proporcionalmente a sintese do produto de PCR. Os sinais de
fluorescéncia requeridos para deteccdao podem ser obtidos pela
marcagao dos “amplicons” com corante fluorescente. Esta marcagao
pode ser feita utilizando uma sonda que se liga a seqgliéncia alvo
(sistema Tag—-Man) ou entao uma molécula fluorescente dgue se
intercala na dupla-fita de DNA (sitema SYBR-Green). Ambos o0s
sistemas combinam um termociclador e um fluorimetro, permitindo o
monitoramento continuo do acumulo de produto de PCR gerado.

A quantificacao através da incorporacao do corante
fluorescente SYBR-Green na dupla-fita do DNA permite a definicéao
aproximada do ciclo de PCR em que o produto comegou a ser formado
(Threshold cycle) e por inferéncia, a quantificacao precisa de
DNA “template” presente no inicio da reacdo. A partir da
quantificacdo de DNA “template” uma estimativa da carga relativa
de parasitos pode ser obtida (Mortarino et al. 2004).

A PCR em tempo real também pode ser utilizada para o
diagnéstico e identificacdo de microrganismos pertencentes ao
mesmo género. A técnica permite nao sé a quantificacao de DNA em
varias amostras Dbioldgicas, como também a diferenciacdo de
espécies ou cepas de varios microrganismos de importdncia médica
através da andlise das curvas de dissociacdo dos produtos de PCR
(Logan et al. 2001). Dessa maneira, L. major foi diferenciada de
L. donovani, L. tropica e L. infantum, de acordo com a

temperatura de anelamento, a qual é uma funcao do indice GC/AT,
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comprimento e seqgiiéncias do produto amplificado. A andlise da
curva oferece uma alternativa rdpida para a identificacdo de
espécies no diagnéstico ou estudos epidemioldégicos das
leishmanioses e também no monitoramento de parasitoses
assintomaticas (Nicolas et al. 2002Db).

O gPCR, portanto, ¢é considerado uma ferramenta muito
promissora para a detecgdo e quantificacdao de parasitos, e ja é
empregada para Toxoplasma gondii (Jauregui et al. 2001), Borrelia
burgdorferi (Piesman et al. 2001), Plasmodium falciparum (Hermsen
et al. 2001; Bruna—-Romero et al. 2001), Neospora caninum
(Collantes-Fernanandez et al. 2002) e Leishmania (Bretagne et al.

2001; Nicolas et al. 2002a e 2002b; Rolao et al. 2004) .
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Justificativa

Considerando a importédncia do cdo no ciclo de transmissao de
Leishmania, a grande dificuldade do diagndéstico da LVC devido as
manifestacdes clinicas variadas e ndo-especificas e as limitacdes
dos métodos soroldgicos, e ainda, o fato de qgue poucos estudos
empregando a PCR foram realizados utilizando diferentes amostras
clinicas de cédes naturalmente infectados (Ikonomopoulos et al.
2003; Manna et al. 2004), este estudo avaliou a eficdcia da PCR
no diagnéstico e identificacdo das espécies de Leishmania, ao
serem utilizadas amostras de pele, medula 6ssea e sangue de caes
com quadros clinicos distintos, provenientes de 4drea endémica de
LV do municipio de Belo Horizonte. Além disso, a eficadcia do PCR
quantitativo em tempo real para a quantificagcao da carga de DNA
de Leishmania nestas mesmas amostras c¢linicas também foi
avaliada, visto que poucos trabalhos (Vitale et al. 2004;
Francino et al. 2006; Manna et al. 2006) foram realizados
empregando essa metodologia em diferentes tecidos de caes

provenientes de 4drea endémica.
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Objetivos

1. Objetivo Geral

Avaliar a PCR como técnica para o diagndéstico da leishmaniose
visceral canina, identificar a espécie de Leishmania e

quantificar a carga parasitdria em diferentes amostras clinicas.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o desempenho da PCR como método diagndéstico da LVC;

2. Avaliar a concordidncia entre a PCR e os métodos soroldgicos e
parasitoldégicos convencionais;

3. Comparar a eficdcia de diferentes amostras bioldgicas no
diagnéstico molecular da leishmaniose em cdes apresentando
diferentes formas clinicas;

4. Identificar a(s) espécie(s) de Leishmania através da PCR-RFLP;
5. Padronizar e avaliar a técnica de gPCR para a quantificacao de
DNA de Leishmania em amostras clinicas de caes com diferentes

formas clinicas.
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Material e Métodos

1. AMOSTRAS

Foram utilizadas amostras de sangue total, sangue em papel
filtro, medula éssea e fragmento de pele integra da face interna
da orelha de 217 caes (Canis familiaris) de ambos os sexos, de
idades e racas variadas, provenientes da regional Nordeste de
Belo Horizonte, &area endémica para LV.

As amostras foram coletadas nos anos de 2003 e 2004, durante
a realizacao do projeto “Aplicacao em campo dos testes de
Aglutinagao Direta (DAT - Direct Agglutination Test e FAST -
Agglutination Sceening Test) para leishmaniose visceral canina no
municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais” aprovado pela Comisséao
de Etica no Uso de Animais CEUA/ FIOCRUZ sob o N° P0119-02 (Anexo
1).

Foram coletadas amostras de sangue total por via endovenosa,
especificamente na veia radial, para a obtencao de soro, e sangue
em papel filtro (tiras de papel Klabin 80 de 15 x 6 cm) coletado
da ponta da orelha dos cédes com uma lanceta descartdvel, para a
obtencao de eluato. As amostras de soro foram estocadas em
freezer a -20°C e as de papel filtro conservadas a 4°C para a
realizacao das técnicas soroldgicas. Também foi feita puncao de
medula &éssea e bidpsia de pele da orelha para a realizacao dos
ensaios moleculares.

Durante o periodo de <coletas e apds exame clinico foi
preenchida uma ficha c¢linica epidemioldgica (Anexo 2), onde
constam informagdes sobre o animal e o seu aspecto geral,
procurando por sinais da doencga canina.

Com base nas avaliacdes clinicas, 0s 217 caes foram
classificados como assintomdticos (73 cdes) e sintomdticos (144
cdes). Foram considerados assintomdticos todos os cdes com
auséncia de sinais clinicos caracteristicos de infecgao por
Leishmania e sintomdticos aqueles cdes que apresentaram um ou

mais sinais clinicos caracteristicos da infeccadao, entre eles

42



Material e Métodos

alopecia, dermatite furfuracea, Ulceras, hiperqueratose,
onicogrifose, emagrecimento, ceratoconjuntivite, adenopatia
linfdéide, opacificacdo das coérneas e opacificacao do pélo. Apds a

realizacdo de exames parasitoldgicos e soroldgicos convencionais,

os caes foram divididos em 2 grupos: animais com exames
convencionais negativos (ECN = 70) e animais com pelo menos um
dos exames convencionais positivos (ECP = 147). Os caes ECN

compreendem aqueles animais com resultados negativos para os
exames parasitoldgicos e soroldgicos convencionais - grupo PNSN
(n = 70, sendo 33 assintomaticos e 37 sintomdaticos). Os cdes ECP
foram estratificados em dois grupos: animais com resultados
parasitoldégicos convencionais negativos e soroldgicos positivos -
grupo PNSP (n= 45, sendo 21 assintomdticos e 24 sintomdticos) e
cdes com resultados positivos para os exames parasitoldgicos e
soroldégicos - grupo PPSP (n= 102, sendo 19 assintomdticos e 83

sintomdaticos).
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2. METODOS CONVENCIONAIS DE DIAGNOSTICO

Os testes convencionais de diagndéstico da LVC foram
previamente realizados no Laboratério de Leishmanioses do Centro
de Pesquisas René Rachou / FIOCRUZ como parte da dissertacdo de
mestrado “Comparacao de técnicas soroldgicas para a identificacao

da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) wvisando a otimizacao do

diagnéstico em inquéritos epidemioldgicos” (Ferreira, 2005). Os
métodos utilizados foram: parasitoldgicos - exame de laminas e
mielocultura, e soroldégicos - Reacdao de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI), Ensaio Imunoenzimdatico (ELISA) e Teste de

Aglutinagao Direta (DAT).

2.1. Diagndstico Parasitolégico

Neste estudo foram considerados parasitologicamente
positivos os caes que apresentaram pelo menos um dos exames

positivo.

2.1.1. Exame de léminas

Foram confeccionadas lédminas a partir de esfregagco de
medula &éssea e impressao por aposicao do fragmento de pele de
orelha. Estas lédminas foram fixadas com metanol e coradas pelo
Giemsa, para a busca de formas amastigotas de Leishmania. AS
leituras foram realizadas por dois microscopistas, considerando-
se positivos os resultados em que pelo menos um dos leitores

encontrou formas amastigotas.

2.1.2. Mielocultura

As amostras de medula o6ssea eram armazenadas em geladeira
(4°C) durante 24 horas em solucao salina com antibidéticos

(estreptomicina 100pg/ml e penicilina 500U/ml) e wuma parte
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colocada em meio de cultura NNN (Novy e Mc Nel, 1903; Nicolle,
1908) enriquecido com LIT (Liver Infusion Tryptose) e mantido a
25°¢ C £ 1°C. O exame da cultura foil realizado semanalmente e
considerado positivo quando foi observada a presenga de formas
promastigotas de Leishmania. Se apds quatro semanas nao fosse
observada a presenca de promastigotas, o) resultado era
considerado negativo. As amostras isoladas foram criopreservadas
e depositadas no banco do Laboratério de Leishmanioses do CPgRR,

para posterior caracterizacgao.

2.2. Diagndstico Soroldgico

Foram realizados os testes ELISA, DAT e RIFI. Foram usados
como controle soros de 20 caes nao infectados (sorologicamente e
parasitologicamente negativos) nascidos e criados em canil de
experimentacao. Caes que foram reativos para pelo menos um dos

trés testes foram considerados sorologicamente positivos.

2.2.1. ELISA - Ensaio Imunoenzimdtico

Foi utilizado o) Kit EIE-LEISHMANIOSE CANINA - Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ/RJ. O antigeno utilizado, fixado no fundo das
placas sao parasitos pertencentes ao complexo Leishmania
donovani.

Resumidamente, 5 Ul das amostras de soro e dos controles
positivo e negativo foram diluidas (diluigcao de 1:100) e
homogeneizadas em 500Ul do diluente de amostra/conjugado. Picotes
de 6 mm das amostras em papel filtro foram colocados em tubos
adicionados de 500ul de diluente da amostra/conjugado. Apds a
diluicdo ou eluicao das amostras, 100Ul destas foram distribuidas
em placas e incubadas a 37°C por 30 minutos. Apds este intervalo,

o conteudo das placas foi despejado e as placas foram lavadas 6

vezes com o tampao de lavagem. Em seguida adicionou-se 100 pnl do
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conjugado e as placas foram incubadas novamente a 37°C por 30
minutos. Ao fim deste periodo, foi removido o conteudo das placas
e elas foram lavadas como anteriormente. O substrato foi

distribuido e apds 1incubacdo a temperatura ambiente por 30

minutos, a reacao foi bloqueada adicionando-se 50Ul de 4&acido
sulfurico 2M. Em seguida procedeu-se a leitura no leitor de
ELISA, da marca “Stat Fax - 2100”7 / Awareness Technology INC,
utilizando-se um filtro de 450 nm.

O ponto de corte foi estabelecido através de um experimento
realizado com 20 amostras de cédes nao infectados de &area nao
endémica. O valor obtido (0,05 DO) foi wutilizado em todos os

experimentos posteriores feitos com kits do mesmo lote.

2.2.2. DAT - Direct Aglutination Test

Para a execugao do teste de aglutinacao direta (DAT) foi

utilizado o protocolo descrito por Harith et al (1988) e Meredith

et al (1995). As amostras foram diluidas em salina fisioldgica
(0,9% NaCl) contendo 1,56% de B - mercaptoetanol. Diluigdes

seriadas dos soros foram feitas a partir de 1:100 até a diluicéao
maxima de 1:102.400, ficando a ultima coluna das placas para os
controles positivo e negativo. Em todas as reacgdes foi utilizado
o antigeno liofilizado e congelado produzido pelo Royal Tropical
Institute (KIT - Amsterda, Holanda) e gentilmente cedido pelo Dr.
Henk Schallig. Cinglienta microlitros do antigeno (concentracao de
5x10’ promastigotas/mL), diluido em 5mL de solucdo de cloreto de
sédio 0,9% acrescido de 50uL de soro fetal bovino inativado foram
adicionados a 50UL do soro diluido. As placas foram cobertas e
agitadas levemente. A leitura dos resultados foi feita apds 18
horas de incubacdo a temperatura ambiente. O ponto de corte da
reagcao para soros de caes, estabelecido em estudos prévios, foi

de 1:400 (Oskam et al. 1996; Ozbel et al. 2000; Schallig et al.
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(2002). Soros reativos a diluicao > 1:400 foram considerados

positivos.

2.2.3. RIFI - Reagao de Imunofluorescéncia Indireta

As reagdes de imunofluorescéncia indireta foram realizadas
utilizando o kit produzido por Bio-Manguinhos/FIOCRUZ/RJ. Dez

microlitros de soros diluidos a partir de 1:40 até 1:640 foram

47



Material e Métodos

3. METODOS MOLECULARES DE DIAGNOSTICO

Técnicas de bioclogia molecular foram empregadas neste estudo
com o objetivo de diagnosticar a infeccgado ©por Leishmania,
identificar a espécie e por fim quantificar a carga de DNA do
parasito em amostras clinicas de sangue e medula. Para a deteccéao
de Leishmania nas amostras clinicas dos céaes foi empregada uma
PCR convencional que amplifica um fragmento da regiao conservada
do kDNA de tripanosomatideos do género Leishmania (figura 1). A
técnica RFLP associada a PCR foi utilizada para identificar a
espécie de Leishmania presente nas amostras. Finalmente, foi
padronizado um ensaio de PCR em tempo real que quantifica os

niveis de DNA do parasito em amostras bioldgicas provenientes de
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Figura 1 - Formas amastigota de Leishmania mostrando a

localizacdo do cinetoplasto e diagrama esquemdtico do minicirculo
do kDNA, com as regides varidvel e conservada. As setas indicam o
local aproximado do anelamento dos primers 1 e 2.

3.1. Cultivo e lavagem de promastigotas de Leishmania

Aliquotas das cepas de referéncia das espécies L. (L.)
amazonensis IFLA/BR/67/PHS8), L.(V.) braziliensis

(MHOM/BR/75/M2903) e L. (L.) 1i. chagasi (MHOM/BR/74/PP75) foram
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retiradas do criobanco do Laboratdério de Leishmanioses do Centro
de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ para serem utilizadas como
controles positivos nas reacdes de PCR. Apds descongelamento, as
formas promastigotas foram cultivadas em meio agar-sangue, NNN
(Novy—-MacNeal-Nicolle) associado ao meio liquido LIT (Liver
Infusion Tryptose). As culturas foram mantidas em estufa BOD a
25° + 1° C, durante um periodo de cinco a seis dias. A cada seis
dias as culturas foram examinadas quanto a motilidade, morfologia
e auséncia de contaminacdo por outros microrganismos. Além disso,

0s parasitos eram repicados transferindo-se uma aligquota de
aproximadamente 500UL do meio liquido para um novo tubo de

cultura contendo 500UL NNN/LIT. Apds algumas passagens, quando a
cultura atingiu a concentracdo de 1 x 10° promastigotas/mL,
procedeu-se a lavagem das massas para posterior extracdo do DNA.
Os parasitos foram transferidos para tubos falcon de 15mlL,
lavados trés vezes com PBS pH 7,2 estéril e centrifugado por 10
minutos a 4°C a 3.000 r.p.m. Em seguida, essa massa foi estocada

em freezer -20°C até sua utilizacao.

3.2. Extragcdo de DNA das massas de promastigotas

O método do fenol-clorofdérmio foi wutilizado, seguindo o
seguinte procedimento: os parasitos estocados foram retirados do
freezer -20°C e apds o descongelamento as células foram
ressuspendidas em solugcao de lise (SDS 1%, 50mM EDTA, 100mM NaCl,
50mM Tris-HCl pH 8,0) contendo 60ug/ml de proteinase K. Os tubos
foram incubados em banho-maria a 52°C por 1 hora. Apds este
periodo, adicionou-se igual volume de fenol neutralizado pH 8,0 e
homogeneizando por 10 minutos. Em seguida os tubos foram
centrifugados por 10 minutos a 8.000 r.p.m. A fase aquosa
(sobrenadante) foi transferida para um novo tubo contendo 0,5
volume de fenol e 0,5 volume de clorofdrmio- &lcool isocamilico

(24:1). Agitou-se e centrifugou-se como antes. Novamente a fase
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aquosa foi transferida para um novo tubo contendo igual volume de
cloroférmio-dlcool iscamilico, seguida de agitacao e
centrifugacao.

Para a precipitagdao do DNA foram adicionados 2 volumes de
etanol 100% gelado e 1/10 do volume de acetato de sdédio 3M pH
5,2. Os tubos foram incubados em freezer -20°C “overnight” e
depois foram centrifugados por 10 minutos a 4°C a 8.000 r.p.m.

Os tubos foram invertidos em papel absorvente para a
evaporacgao do etanol. Depois de seco, oS DNAs foram
ressuspendidos em agua deionizada e apdés um tempo de hidratacao a
temperatura ambiente, foram estocados em freezer -20°C até a
utilizacao.

Para utilizacao como controles positivos nas reacdes de PCR,
o DNA extraido foil dosado e diluido em &agua para a concentracéao

de 1ng/uL.

3.3. Extragdo de DNA das amostras clinicas

As amostras clinicas de sangue, medula &ssea e pele foram
retiradas do freezer -20°C e descongeladas a temperatura ambiente
alguns minutos antes da extragao. Para o isolamento do DNA desses
tecidos, foram utilizados kits comerciais apropriados, pelo fato

de conferirem maior pureza ao DNA extraido.

3.3.1. Sangue periférico total e medula dssea

Para a extracao do DNA de amostras de sangue periférico total
e medula O6ssea foi utilizado o Kit de Cromatografia em Coluna -
GEFX™ Genomic Blood DNA Purification (AMERSHAM BIOSCIENCES).
Resumidamente, as amostras foram lisadas com a solucgao RBC (10mM
KHCO3, 155mM NH4C1, O0,1mM EDTA); apds centrifugacao, o sedimento
contendo as células brancas foi incubado com a solucadao de
extragao. A mistura foi transferida para coluna GFX e novamente

centrifugada. Apds adicionar a solugcao de lavagem (tampao Tris-
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EDTA adicionado de etanol absoluto), o DNA foi eluido da coluna
com agua destilada e deionizada aquecida a 65°C e estocado a -

20°C até o uso.

3.3.2. Pele

A extracao do DNA a partir de amostras de pele foi feita
utilizando o Kit Genomic Prep Cells and Tissue DNA Isolation Kit
(AMERSHAM BIOSCIENCES), segundo o protocolo descrito pelo
fabricante. Brevemente, fragmentos de 10 - 20 mg do tecido foram
mergulhados em solucdao de lise adicionada de proteinase K na
concentracdo de 20ug/ml, exaustivamente triturados com o auxilio
de um pistilo descartédvel e incubados a 55°C por 12 horas. Apds a
precipitagcao das proteinas por centrifugagao, o sobrenadante
contendo DNA foi transferido para um novo tubo contendo etanol
100% e centrifugado para a obtencdo de um precipitado branco de
DNA. O etanol foi descartado e depois de os tubos estarem bem
secos, efetuou-se a hidratagcdo do DNA com &gua destilada e

deionizada, o qual foi armazenado a —-20°C até sua utilizacao.

3.4. Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Duas reagdes de PCR convencional foram realizadas nas
amostras clinicas de pele, sangue e medula déssea: a primeira para
detectar a presenca de DNA de Leishmania, e assim, diagnosticar
0s caes positivos para LV; a segunda para avaliar se o passo de
extragcao do DNA foi bem sucedido. Nesta ultima reagdao foram
utilizados iniciadores que amplificam o gene constitutivo P
globina do cao. Esta reacao de PCR para controle da qualidade do
DNA foi realizada somente nas amostras negativas na PCR para

detectar o parasito.
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3.4.1. PCR para o género Leishmania

O par de iniciadores utilizado foi previamente desenhado
para o género Leishmania a partir da regido conservada do
minicirculo do DNA do cinetoplasto (kDNA) do parasito: primer A:
5" (C/G)(C/G) (G/C) cCC(C/A) CTA T(T/A)T TAC ACC AAC CCC 3’ e
primer B: 5’ GGG GAG GGG CGT TCT GCG AA 3’ (Degrave et al. 1994),
que amplifica um fragmento de 120 pb. As reagdes foram preparadas

para um volume final de 25Ul contendo 24l de DNA, solugao tampao

10x - 1,5mM MgCl,, 50mM KC1l, 10mM Tris-HCl (pH 8,0), 200uM dNTPs,
10pmoles de <cada iniciador e 1,25 U de Tag DNA polimerase
(AMERSHAM BIOSCIENCES) .

A amplificacao foi feita em equipamento termociclador
automdtico (Perkin-Elmer—-Geneamp PCR Sistem 2400) wutlizando o
seguinte programa: 94°C por 4 minutos, seguido de 30 ciclos de
94°C por 30 segundos para desnaturacao, 60°C por 30 segundos para
anelamento e 72°C por 30 segundos para extensao. A extensao final

foi feita a 72°C por 10 minutos.

3.4.2. PCR para amplificacdo do gene P globina
Com o objetivo de avaliar a extragao de DNA das amostras
clinicas utilizadas, foi efetuada a amplificacao de um fragmento

do gene constitutivo do cdo que codifica a subunidade protéica P
globina da proteina transportadora de oxigénio em mamiferos, a

Hemoglobina, a qual é composta de duas cadeias protéicas alfa (o)
e duas cadeias beta (B). Os iniciadores utilizados nessa PCR
foram os seguintes: P globina: > CAA CTT CAT CCA CGT TCA cc *
e B globina 01: > ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC °'. Uma mistura

contendo 200puM de cada dNTP em uma solugao tampao 10x com 100mM
Tris-HCL (pH 8,0), 1,5 mM de MgCl, e 50 mM de KCL; 10 pmoles de

cada primer e 2U de Tag DNA polimerase foi completada com 2,0 Ul

de DNA, de forma a obter um volume final de 20 ul.
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A reacdo foil realizada no termociclador automdtico (Perkin-
Elmer—-GeneampPCRSistem 2400) e as condig¢des de amplificacédo foram
as seguintes: 94°C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de 94°C
por 30 segundos para desnaturacao, 45°C por 30 segundos para
anelamento e 72°C por 45 segundos para extensao. No ultimo ciclo
a extensao final foi realizada a 72°C por 5 minutos.

Esse passo fol realizado para comprovar se a etapa de extracao
de DNA foi bem sucedida, de forma a assegurar que as amostras
negativas na PCR para o género Leishmania nao estavam mesmo

infectadas pelo protozodrio. Assim, as amostras positivas na PCR
B globina foram consideradas amostras clinicas vdlidas, ou seja

eram de cdes ndo-infectados, jad as amostras que foram PCR

globina negativas foram excluidas do estudo.

3.4.3. Visualizagao dos resultados

Os produtos amplificados foram separados através de
eletroforese em gel de poliacrilamida 6% e visualizados apds
coloracao por nitrato de prata a 0,2%. Foram aplicados no gel
10ul de cada amostra (5ul do material amplificado + 5ul do
corante). O marcador de peso molecular utilizado foi o ¢x174,

digerido por Hae III, apresentando 11 fragmentos variando de 72 a

1357 pb.
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4. PCR-RFLP PARA IDENTIFICAGAO DA ESPECIE DE LEISHMANIA

A técnica RFLP ou polimorfismos de comprimento dos
fragmentos de restricdo utiliza enzimas de restricao que cortam a
dupla-fita do DNA pelo reconhecimento de uma pequena seqgiiéncia de
nucleotideos, usualmente de 4 a 6 pares de bases de tamanho. O
kDNA das espécies L. (L.)amazonensis, L. (V.)braziliensis e L. (L.)
i. chagasi apresentam seqliéncias suficientemente distintas para
ser utilizado na separacao destas espécies. Segundo Volpini
(2003), a digestao com a endonuclease Hae III possibilita a
distincao das trés espécies, entretanto a enzima Apal I
diferencia apenas 0s complexos Leishmania e Viannia. A
variabilidade dos tamanhos de fragmentos obtidos apds a digestao

¢ mostrada na tabela 1.

Tabela 1 - Enzimas de restricdao e tamanhos dos fragmentos obtidos
apdés a digestao do kDNA das espécies L. (L). amazonensis, L. (V).
braziliensis e L. (L). 1. chagasi.

Enzima de Restrigao

Espécie Hae III ApalL I

Tamanho dos fragmentos apds digestdo (pb)

L. (L). amazonensis 116 116
L. (V). braziliensis 80, 40 88 e 32
L. (L). 1. chagasi 120, 80, 60 e 40 120

Para a identificacao da espécie de Leishmania nas amostras
de caes infectados foi utilizada a enzima Hae III. A PCR-RFLP do
kDNA de Leishmania foi realizada de acordo com protocolo proposto
por Volpini et al. 2004. Resumidamente, 5 pl de produto de PCR
obtido com os iniciadores A e B foram digeridos através da adicao

de 1U da enzima de restricao Hae III e o seu tampao apropriado
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(1x). A mistura foi incubada a 37°C por 3 horas. Os fragmentos de
restricao foram separados através de eletroforese em gel de
poliacrilamida 10% e visualizados apds coloracdao por nitrato de
prata.

Os fragmentos de restricao obtidos pela digestao do DNA das
amostras clinicas foram comparados com o perfil gerado apds a
digestao de DNA das cepas referéncia para cada espécie de
Leishmania: L. amazonensis (PH8), L. braziliensis (M2903) e L. 1.

chagasi (PP75).
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5. QUANTIFICAGAO DA CARGA DE DNA DE LEISHMANIA

O PCR quantitativo em tempo real (gPCR) ¢é uma metodologia
que utiliza marcadores fluorescentes e um sistema dptico
eletrbnico que capta e avalia a emissao de fluorescéncia
permitindo o monitoramento continuo dos produtos de PCR formados
a cada ciclo da reacao. O sistema de deteccao com
“intercaladores” nao-especificos da dupla-fita de DNA foi
empregado nos experimentos. O *“intercalador” SYBR Green (APPLIED
BIOSYSTEMS) fluoresce fortemente quando ligado a dupla-fita de
DNA, mas tem fluorescéncia minima quando estd livre em solucédo.

Curvas padrao foram utilizadas para cada experimento de
quantificacdo wutilizando gquantidades conhecidas dos plasmideos

contendo os genes de interesse clonados. Assim, foili necessario

clonar os produtos de PCR do gene P globina de c&o e do fragmento
de 120 pb da regiao conservada do minicirculo do kDNA de

Leishmania, conforme abaixo descrito.

5.1. Clonagem dos fragmentos dos genes do kDNA e P globina

Os produtos de PCR dos fragmentos dos genes do kDNA de

Leishmania e P globina do c&o foram clonados no vetor TOPO pCR
2.1 (INVITROGEN) , (figura 2), conforme especificacgao do

fabricante.
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3.931 nucleotideos
i
Figura 2 - Mapa mostrando as caracteristicas do vetor TOPO pCR 2.1

e a seqliéncia em torno do sitio de clonagem. Os sitios de restrigao
estdo marcados para indicar o local exato de clivagem. As setas
indicam o inicio da transcrigdao pela T7 polimerase.

Resumidamente, 4 pl do produto de PCR, 1lpl do tampao de
reacao (4x) e 1lpl do vetor defosforilado contendo T (timina) na
extremidade 3’ foram incubados durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, todo o volume da reacao foi incubado no
gelo com 70 pl da bactéria Escherichia coli da linhagem TOP 10 F’
cdlcio competente, durante 30 minutos. A transformacao da E. coli
foi feita por choque térmico a 42°C durante 30 segundos. Em
seguida, adicionou-se 1 ml de meio Luria-Bertani (LB) sem
antibidético e o tubo incubado a 37°C por 1 hora com agitacao.
Apds este periodo, as bactérias foram plagqueadas em meio LB &agar
com 100pg/ml de ampicilina e incubadas a 37°C durante 12h. As

coldbnias de bactérias foram submetidas a PCR com os iniciadores
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especificos para o gene de interesse, para a confirmacao da
clonagem (figura 3). Apds confirmacao, as bactérias foram
crescidas em meio LB com 100pg/ml de ampicilina, a 37°C com
agitagao durante 12h. Posteriormente, submeteu-se o sedimento das
bactérias a extracdao de plasmideo utilizando o Kit mini-prep
(QIAGEN) , conforme protocolo do fabricante. Os plasmideos
contendo os genes de interesse foram dosados e diluidos (10% a

10® moléculas) para serem utilizados como curva padrao no gPCR.
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PM 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 CP

Figura 3 - Fragmentos de 118pb do gene Pglobina do cdo (A) e de
120pb do kDNA de Leishmania (B), amplificados a partir de DNA
extraido de coldénias bacterianas contendo os plasmideos
recombinantes. PM - marcador de peso molecular ¢X 174 digerido por
Hae III; 1 a 13 - diferentes coldnias de bactérias contendo os genes
clonados; CP - controles positivos: DNA extraido de formas

promastigotas de Leishmania (A) e sangue de cao nao infectado
proveniente do canil da UFOP, Ouro Preto (B).
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5.2. PCR quantitativo em Tempo—-Real (gPCR)

PCR quantitativo em tempo real foi utilizado para determinar
a quantidade de DNA de Leishmania presente nas diferentes
amostras clinicas. Foram selecionados 35 caes com resultados
positivos na PCR convencional, sendo 11 pertencentes ao grupo
PNSN, 9 animais ao grupo PNSP e 15 ao grupo PPSP. Destes, 21 eram
assintomaticos e 14 sintomdticos. O DNA extraido das amostras de
sangue e medula foi submetido a amplificacao e quantificacao das
coépias do fragmento de 120pb do kDNA de Leishmania. A
amplificacao foi realizada pelo Sistema de Deteccao da Seqgiliéncia
Gene-Amp 5700 (PE Applied Biosystems). Os iniciadores utilizados

foram os mesmos da PCR convencional: primers A e B. O gene
constitutivo P globina do cédo foi wusado para normalizar a
quantidade de amostra analisada, utilizando os 1iniciadores B

globina e P globina 01.

As reacbes foram preparadas contendo 10 pmoles de cada
iniciador, tampao 1X SYBR Green (Applied Biosystems), 25 mM
MgCl,, 200 pM dNTP, 1 U AmpliTag Gold DNA polymerase, 5 pl de DNA
e 4agua deionizada para completar o volume final da reacdo de 25
pl. O corante SYBR Green intercala na dupla fita de DNA
permitindo quantificar o produto de PCR a cada ciclo da reacao.
Apds aplicar as amostras, a placa foi vedada com um selante e
colocada no equipamento.

O programa de amplificagcao foi realizado nas seguintes
etapas: 94°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 94°C por 15
segundos para desnaturacao, 60°C por 1 minuto para anelamento e
extensao. Curvas-padrao foram utilizadas para cada experimento
utilizando quantidades conhecidas (diluig¢des seriadas ao décimo)

dos plasmideos TOPO pCR 2.1 (INVITROGEN) com o0s genes de

interesse clonados. Os genes recombinantes do cdo, P globina de

118pb e do parasito, kDNA de 120pb, foram wutilizados como
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controles da reacgao para garantir a especificidade das reacdes de
gPCR. Os resultados foram analisados wutilizando o programa
“Sequence Detection System” (Applied Biosystems), que permite
avaliar a curva de dissociacdo, a intensidade de fluorescéncia da
amostra a cada ciclo e quantificar o numero de cdépias conforme a

curva padrao.

6. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada wutilizando o pacote
estatistico MINITAB versao 13. As diferencas das freqgiiéncias de
positividade em cada teste, as andlises de comparacdo das
diferentes amostras clinicas empregadas na PCR e também a

comparagao entre os grupos clinicos foram realizadas pelo teste

do Qui-quadrado (xz) e Comparacdes multiplas pela metodologia de
Bonferroni. Os resultados da quantificacdo de moléculas de kDNA
de Leishmania através do gPCR foram analisados pelo Teste T
Student, Teste T pareado, ANOVA e Comparacdes multiplas de Tukey.
Os valores foram previamente transformados em logaritmos naturais
(Ln) para obtencao de uma distribuigcdo normal. O nivel de

significéncia utilizado para todas as andlises foi de 5%.
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Resultados

Um total de 217 amostras de pele, sangue e medula o6ssea foi
submetido a PCR convencional para deteccgdo de parasitos do género
Leishmania. Dentre elas, 194 amostras de caes positivos na PCR
convencional foram submetidas a PCR-RFLP para identificacao da
espécie de Leishmania; 35 amostras de sangue e 35 de medula ao

gPCR para quantificagao da carga de DNA do parasito.

1. PCR CONVENCIONAL PARA O GENERO LEISHMANIA

Considerando a aplicabilidade da PCR, foi avaliada a
sensibilidade desta técnica na busca por uma ferramenta
alternativa para a detecgcao segura de Leishmania em diferentes
tecidos de caes. Diferentes maneiras de avaliar a performance da
PCR foram abordadas: determinagcao da concentracao minima de DNA
necessaria para que o método consiga detectar a presenca do
parasito; comparagao da eficéacia de diferentes amostras
bioldégicas como fonte de DNA nas reacdes de amplificacéao;
comparagao do desempenho da PCR em relacgao a métodos
convencionais de diagnéstico (soroldégico e parasitoldgico);
avaliacao do desempenho da PCR no diagndstico da LV em caes com
diferentes formas clinicas e agrupados de acordo com resultados

dos exames convencionais.

1.1. Avaliagao da sensibilidade do ensaio de PCR

Inicialmente, buscou-se determinar a concentracdo minima de

DNA de Leishmania necessaria para visualizacdo de wuma banda

positiva apds revelacao em gel de poliacrilamida. A partir desse

valor, foi estabelecida a concentracdao de DNA do parasito seria
utilizada como controle positivo das reagdes de PCR.

Com o objetivo de estimar a sensibilidade dos ensaios de

PCR wutilizando os iniciadores A e B (Degrave et al. 1994),

diluicdes seriadas de DNA purificado de formas promastigotas de

L. 1. chagasi foram submetidas a reacdo de amplificacdo. Foram
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feitas diluicgdes seriadas de 10x a partir da concentracao de 1lng

de DNA por microlitro de &agua até 0,0001fg de DNA/UL. A figura 4
mostra o perfil de bandas encontrado apds a amplificacao. Foi

possivel verificar a presenca do fragmento de 120pb até a

canaleta oito, que corresponde a concentracao igual a 0,1fg

DNA/uU1.

234

194 — “— o
118 — - W s o e e |
R RS AT AR Y, YR LR T b PG R DTS Y T A AT A DR IR
72
Figura 4 - Perfil de bandas gerado apdés a amplificacao de diluicgodes

seriadas de DNA purificado de promastigotas de L. (L.) chagasi com
os iniciadores A e B. Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata. PM

- marcador de peso molecular ¢X-174 digerido por Hae III; 1- 1lng de
DNA de Leishmania/pl; 2- 0,1lng/pwl; 3- 0,01 ng/pl; 4- 0,001 ng/pl (1
pg/ml), 5- 0,1 pg/ml; 6- 10,0 fg/pl; 7- 1,0 fg/pul; 8- 0,1 fg/ul; 9-
0,01 fg/mi; 10- 0,001 fg/ml; 11- 0,0001 £fg/mul; CN - controle
negativo (sem DNA) .

1.2. Eficdcia de diferentes amostras clinicas no diagnéstico da

Leishmaniose Visceral Canina

Com o objetivo de avaliar o ensaio de PCR para a deteccao
de DNA de Leishmania em material Dbioldgico, foi wutilizado DNA
extraido de amostras de pele, sangue e medula de 217 caes. As

amostras negativas nestas reacdes foram submetidas a amplificacao
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de um fragmento de DNA presente em um gene constitutivo de

mamiferos que codifica a subunidade protéica P globina para
avaliar se a etapa de extragcao de DNA foi bem sucedida. As
amostras negativas foram excluidas das andlises. Assim, © numero
de amostras clinicas utilizadas, bem como a porcentagem de PCR

positiva para cada tecido estao representados na tabela 2.

Medula &éssea e pele foram as amostras clinicas mais
adequadas para a detecgcdo de DNA de Leishmania através da PCR. A
PCR utilizando amostras de medula apresentou positividade de 85%
e utilizando sangue, aproximadamente 75%, sendo esta diferenca
estatisticamente significativa (p = 0,017). Entretanto, quando
comparadas as amostras de medula e pele bem como de pele e
sangue, nao houve diferenca no indice de positividade da PCR (p =
0,220 e 0,234, respectivamente).

A andlise da eficdcia da PCR considerando os diferentes
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PELE SANGUE MEDULA
Figura 5 - Comparagcao entre a proporgcao de positivos nas diferentes
amostras clinicas coletadas de cdes provenientes de 4drea endémica do
municipio de Belo Horizonte. A - cdes assintomdticos (p = 0,548),

B - cdes sintomdticos (p = 0,084).

1.3. Desempenho da PCR para o diagnéstico da LV em cées

assintomaticos e sintomaticos

A PCR foi positiva em pelo menos uma das amostras clinicas
em 69 dos 73 caes assintomdaticos e em 142 dentre os 144
sintomaticos. A comparacdo (figura 6) mostrou gque ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre esses dois grupos
de animais (p = 0,083). Esses resultados demonstram que a PCR é

um bom método para o diagndéstico da leishmaniose em caes que

apresentam quadro clinico diferente.

98,6
100,0 - 94,5
80,0 -
60,0 -
S
40,0 -
20,0 A
0,0 A
Sintomaticos Assintomaticos
Figura 6 - Porcentagem de cdes assintomdticos e sintomaticos
positivos para a PCR em pelo menos um dos tecidos avaliados

(p = 0,083).
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A PCR utilizando as amostras clinicas pele, sangue e medula
foi igualmente apta para a deteccdo de Leishmania independente do
quadro clinico dos caes avaliados. A comparacadao entre o numero de
positivos na PCR para cada um dos tecidos nao mostrou diferenca
significativa entre o grupo dos sintomdticos e dos assintomaticos

(figura 7).

Figura 7 - Comparagao da porcentagem de caes positivos na PCR das
amostras pele (p = 0,305), sangue (p = 0,234) e medula (p = 0,064)
entre os grupos clinicos sintomdaticos e assintomaticos.

1.4. Desempenho da PCR para o diagnéstico da LV em caes agrupados

de acordo com os resultados de exames convencionais

Apds a realizacao de exames parasitoldgicos e soroldgicos
convencionais os caes foram divididos em dois grupos: animais com
exames convencionais negativos (ECN) e animais com pelo menos um
dos exames convencionais positivos (ECP). Os caes ECN compreendem
aqueles animais com resultados negativos para 0s exames

parasitoldgicos e soroldgicos convencionais— grupo PNSN (n= 70),
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e o0s caes ECP sao os animais com resultados parasitoldgicos
convencionais negativos e soroldgicos positivos - grupo PNSP
(n= 45) ou os caes com resultados positivos para os exames
parasitoldégicos convencionais e soroldégicos - grupo PPSP (n=
102).

No grupo ECN, 95,7% dos caes apresentaram PCR positiva em
pelo menos uma amostra clinica. No grupo ECP, aproximadamente 97%
dos caes foram PCR positivos. A figura 8 mostra gque nao houve
diferenca significativa na proporcao de caes infectados por

Leishmania detectados por PCR entre os dois grupos (p = 0,747).
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PNSN PNSP PPSP

Figura 9 - Porcentagem de caes positivos para a PCR em pelo

menos um dos tecidos no grupo de animais PNSN, PNSP e PPSP
(p = 0,004).
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2. COMPARAGAO ENTRE A PCR E 0S METODOS SOROLOGICO E PARASITOLOGICO CONVENCIONAIS

A tabela

parasitoldgicos

3 mostra os

convencionais e

resultados

PCR

de exames

realizados

soroldgicos,

sintomaticos e assintomdticos para leishmaniose visceral.

em

caes

Tabela 3 — Resultados de exames sorologicos, parasitolégicos convencionais e PCR realizados em 217
caes, provenientes de area endémica do municipio de Belo Horizonte, de acordo com o quadro clinico.

Z Z PCR
SOROLOGICO PARASITOLOGICO
Pele Sangue Medula
+ 107 83 111 102 113
8 (74,3%) (57,6%) (82,2%) (77,8%) (88,3%)
o
3]
\g _ 37 61 24 29 15
8 (25, 7%) (42,4%) (17,8%) (22,2%) (11, 7%)
4
=
© TOTAL 144 144 135 131 128
) + 40 19 51 477 50
8 (54, 8%) (26,0%) (76,1%) (70,1%) (78,1%)
E
g _ 33 54 16 20 14
g (45, 2%) (74,0%) (23,9%) (29,9%) (21,9%)
&
0
i TOTAL 73 73 67 67 64
TOTAL 217 217 202 198 192
Dentre os 37 animais sintomdticos com sorologia negativa,

foram detectados 36 positivos em alguma PCR,

97% de falso-negativos

(tabela 4).

parasitoldégicos convencionais negativos,

na PCR.

58 (96%)

O que corresponde a
Dos 61 que apresentaram exames

foram positivos

Dos 33 cédes assintomdticos com exames soroldgicos negativos,

31 foram positivos
falso—-negativos (tabela 4).

convencionais

negativos,

na PCR,

ou seja,

93%

eram

sorologicamente

E dos 54 com exames parasitoldgicos

48 foram

corresponde a 88% de falso—-negativos.

PCR

positivos,

que
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Tabela 4 — Resultados da PCR nos grupos de animais com sorologia negativa e positiva
separados de acordo com o quadro clinico.

SINTOMATICOS ASSINTOMATICOS
SOROLOGIA SOROLOGIA
TOTAL TOTAL
+ - + - TOTAL
+ 107 36 143 38 31 69 212
PCR
- 00 01 01 02 02 04 05
TOTAL 107 37 144 40 33 73 217

A comparacado dos resultados dos testes soroldgicos entre os
cades sintomdticos e assintomaticos mostrou que houve diferenca na
proporcao de animais positivos entre os grupos clinicos (p =
0,004). Nos cédes sintomdticos para LV a proporcgdo de testes

soroldgicos positivos foi significativamente maior (figura 10).

100,0 -
80,0 1 74,3
60,0 -
X
40,0 -
20,0
0,0 -+
SINTOVATIOOS ASSINTOMATIOOS
B Sorolégico + | Sorolégico -
Figura 10 - Comparacao dos resultados de testes soroldgicos

entre os cdes sintomdticos e assintomdticos mostrando a
diferen¢a na proporgao de caes com sorologia positiva entre
os arupos clinicos (o = 0.004).

Em relacdo aos exames parasitoldgicos convencionais, a
proporcao de caes positivos também foi significativamente

diferente entre os grupos clinicos (p = 0,000). A figura 11

71



Resultados

mostra que entre os cdes sintomdticos houve maior numero de

resultados positivos.

100,0

80,0 74,0

60,0 -

Ve

40,0 -

20,0 -

0,0
SINTOMATICOS ASSINTOMATICOS

B Parasit. Conv. + | Parasit. Conwv. -

Figura 11 - Comparacao dos resultados de testes parasitoldgicos

convencionals entre os cdes sintomdaticos e assintomdaticos

mostrando a diferenca na proporgao de caes positivos entre os

grupos clinicos (p = 0,000).

A comparagao dos testes soroldgicos, parasitoldgicos
convencionais e PCR mostrou que houve diferenca significativa na
sensibilidade entre os trés métodos de diagnéstico (p = 0,000),
sendo que a PCR mostrou ser o melhor método para deteccdao da
infecgcdo nos caes avaliados e o parasitoldgico convencional o

pior (figura 12).

97,2 B positivo

100,0

80,0 -

60,0 -

%

40,0

20,0 4

0,0
PCR SOROLOGICO  PARASITOLOGICO

Figura 12 - Comparagao da proporgao de positivos entre os
trés diferentes métodos diagndsticos testados (p = 0,000).
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3. AVALIAGAO DA CONCORDANCIA ENTRE A PCR E O0S METODOS SOROLOGICO E

PARASITOLOGICO CONVENCIONAIS

O indice kappa informa a proporgao de concordidncias além da
esperada pela chance e seu valor varia de “menos 1” (completo
desacordo) a “mais 1” (concordancia total). A tabela 3 mostra a
concordédncia entre a PCR, a sorologia e o parasitoldgico
convencional. Comparando a PCR e a sorologia o teste kappa
evidenciou que houve concorddncia ruim entre os testes (k =
0,00). Quando a PCR foi comparada ao método parasitoldgico
convencional o valor do kappa foi um pouco melhor (k = 0,049),
contudo, ainda assim a concorddncia foil considerada fraca.

Se considerarmos gque o0s animais positivos na PCR sao os
verdadeiramente infectados, notamos que dentre os 70 caes
negativos na sorologia, 68 eram falso-negativos. E dos 115
parasitologicamente negativos, somente 7 eram verdadeiramente
negativos. A concordéncia entre os métodos foi ruim devido ao
grande nuUmero de caes com exames soroldgicos e parasitoldgicos

negativos que foram positivos na PCR.

Tabela 5 - Concorddncia entre a PCR e os métodos soroldgico e
parasitolégico convencionais utilizados para o diagndstico da
LvC.
SOROLOGIA PARASITOLOGICO CONVENCIONAL
PCR + - + -
+ 142 68 102 108
- 05 02 00 07
TOTAL 147 70 102 115
kappa k = 0,00 k = 0,049

73



Resultados

4. IDENTIFICAGAO DA (S) ESPECIE(S) DE LEISHMANIA ATRAVES DA PCR—-RFLP

Os prodUOtos ampliificados a partir de amostras peile, medula e
sangue de caes positivos na PCR convencional e de cepas
referéncia de Leishmania (controles positivos) foram digeridos
pela enzima de restrigcdao Hae III. A enzima de restricao Hae III
digere o produto de PCR de 120pb da L. (V.) braziliensis em dois
fragmentos, um de 80pb e outro de 40pb, mas nao digere o produto
amplificado de L. (L.) amazonensis. Por outro lado, a digestao
desse amplicon de L. (L.) 1i. chagasi com essa mesma enzima gera
um perfil com 4 bandas distintas de 120, 80, 60 e 40pb (figura
13).

Através da PCR-RFLP, conseguimos identificar a espécie de
Leishmania presente em 194 dos 212 caes PCR positivos.
Encontramos L. braziliensis na amostra de sangue de um cao e na
medula de outro. Nos outros 192 animais as amostras submetidas a
digestao foram identificadas como L. i. chagasi (146 amostras de
pele, 44 de medula e 2 de sangue). Em 18 caes nao foi possivel

caracterizar a espécie de Leishmania.

PM 01 02 03 04
—
—
‘.—-_ — i
-_— S - s -
—
- e oas e e e
— o . . e
Figura 13 Fragmentos—de—restricie—gerades—apds—argessao dos

amplicons de 120pb da regido conservada do kDNA de Leishmania
pela enzima Hae III. Gel de poliacrilamida 10% corado pela
prata. PM: padrao de peso molecular 50pb; 01- L. amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8), 02- L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), 03- L.
i. chagasi (MHOM/BR/74/PP75); 04 a 07 produtos amplificados a
partir de DNA extraido de pele.
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5. QUANTIFICAGAO DA CARGA DE DNA DE LEISHMANIA ATRAVES DO QPCR

5.1. Avaliagado da especificidade dos iniciadores e

estabelecimento das curvas-padr3o para os genes kDNA e [B-globina

PCR quantitativo em tempo real das amostras de sangue e
medula dos caes foi utilizado com o objetivo de comparar a carga
parasitaria em diferentes tecidos do mesmo animal e verificar se
existe alguma associacgao entre a densidade de parasitos e a forma
clinica da doencga. Inicialmente foi obtida wuma curva padrao
utilizando diluig¢des ao décimo dos plasmideos recombinantes
contendo os fragmentos da regido conservada do kDNA de Leishmania
e da P globina do céo (10* a 10’ cépias - figura 11A) clonados no
vetor TOPO pCR2.1. Para ambos o0s genes, a 1intensidade de
fluorescéncia de cada amostra, que é proporcional a quantidade de
DNA, foi expressa pelo valor do ciclo da PCR tomando como base de
andlise o cycle threshold (Cr). Observamos que ambas as curvas
apresentaram uma linearidade satisfatéria, com os valores de r?
préximos de 1 (r? = 0,9938 para o kDNA de Leishmania e 0,9806
para a P globina) para uma ampla faixa de concentracdo dos
plasmideos testados.

O SYBR Green ¢é um corante fluorogénico que se liga a
qualquer dupla-fita de DNA, detectando nao apenas as fitas de DNA
alvo, mas também produtos de PCR inespecificos e dimeros de
primers. Os graficos da dissociacdo temperatura-dependente desse
corante para os produtos de PCR do kDNA e B globina revelaram que
a fluorescéncia foi emitida apenas em uma temperatura,
demonstrando que sé um produto de PCR foi gerado em cada reacéao.
A figura 14 mostra a curva de dissociacao dos produtos de PCR
amplificados com os iniciadores especificos para os genes do kDNA
de Leishmania e da P globina de cdo para as amostras de sangue (B)

e para as amostras de medula (C), evidenciando um unico pico,
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mostrando que somente um produto especifico foi amplificado para
cada gene. A quantidade de codpias do fragmento de 120pb do kDNA
para as diferentes amostras foi determinada a partir de uma
regressao linear usando os valores do Cr da curva padrao gerada
com as quantidades conhecidas dos plasmideos do kDNA. A medida do

numero de cdépias do kDNA foi normalizada pela comparacao com

aquela obtida para o gene constitutivo de cépia tunica P globina

do cao.
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Figura 14 — Amplificagao dos genes kKDNA de Leishmania e |3 globina por qPCR. A — Curva padrao
obtida a partir da amplificagdo de dilui¢oes seriadas ao décimo dos plasmideos recombinantes contendo
o fragmento de 120pb do kDNA e da B globina. Os graficos mostram os valores de C obtidos para cada
uma das dilui¢bes. B — Graficos da dissociagao temperatura-dependente do SYBR Green mostrando a

especificidade da amplificacdo dos genes kDNA de amostras de sangue (1), medula (2) e B globina (3).
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5.2. Avaliagao da carga de DNA de Leishmania em diferentes

tecidos de cdes com ECP e ECN, assintomaticos e sintomaticos

A figura 15A mostra a comparacao do numero de cdpias do kDNA
de Leishmania presente no sangue e na medula de 35 céaes
selecionados para a avaliacao da carga parasitdria. A andlise dos
resultados do gPCR mostrou que nao houve diferenca significativa
na carga de DNA de Leishmania entre as amostras de sangue e
medula de todos os caes avaliados (p = 0,076). Porém, a analise
do numero de cdépias de kDNA nesses dois tecidos no grupo de caes
que apresentaram exames convencionais positivos revelou que na
medula destes animais havia mais parasitos gque no sangue (p =
0,014 - figura 15B). Nao foi encontrada diferenca significativa

na carga parasitdria entre as amostras sangue e medula dos cées

com exames convencionais negativos (ECN - p = 0,892).
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Figura 15 - Comparacao da proporcao de moléculas de kDNA de Leishmania
determinado por gPCR no sangue e na medula dos caes avaliados; A - nao
houve diferenca significativa na carga parasitaria entre os dois
tecidos de todos os 35 caes (p = 0,076). B - houve diferengca na carga
parasitdria entre os dois tecidos dos caes com ECP (p = 0,014).
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A comparagcao da carga de DNA de Leishmania entre os dois
grupos de caes, ECP e ECN, mostrou que os caes com ECP
apresentaram maior densidade de parasitos na medula (p = 0,044 -
figura 16). No entanto, nao foi observada esta diferenca no
numero de parasitos presentes no sangue desses animais (p =

0,570).

15+ Medula

10 .

. A

In(DNA Leishmania)
T

L} _.-‘A—
0 . .
-5
ECN ECP
Figura 16 - Numero de moléculas de DNA de Leishmania

determinado por gPCR na medula de cades com ECN e ECP. Houve uma
densidade parasitdria significativamente mais alta na medula
dos caes com ECP (p = 0,044).

Foi feita também a anadlise da carga parasitdria
separadamente para os caes agrupados de acordo com o0s testes
soroldgicos e parasitoldgicos convencionais com o objetivo de
verificar se positividade desses métodos estd relacionada com a
densidade de parasitos. Os resultados da comparacao entre os 3
grupos: PNSN, PNSP e PPSP, mostraram gque no sangue desses caes
nao houve diferenca significativa na carga de DNA de Leishmania
(p = 0,2517). No entanto, os resultados do gPCR nas amostras de
medula mostrou que houve diferengca no numero de cdpias do kDNA
entre o grupo PPSP e os demais (PNSN e PNSP), com uma valor de p

= 0,004, (figura 17).
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Figura 17 - Comparagao do numero de moléculas de kDNA de
Leishmania determinado por gPCR na medula de caes dos grupos
PNSN, PNSP e PPSP. Houve uma densidade parasitdria
significativamente mais alta na medula dos caes PPSP
(p = 0,004).

Do total de 35 cédes avaliados quanto a densidade parasitéaria
no sangue e na medula, 21 eram assintomdaticos e 14 sintomdticos.
A comparacao do numero de cdépias de DNA de Leishmania nas
amostras de medula e sangue entre os grupos clinicos mostrou que
nao houve diferenca significativa (p = 0,933 e 0,537 para medula

e sangue, respectivamente).
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Muitos pesquisadores ainda questionam os efeitos da
prevencao da LVC, baseada na eliminacdao de caes soropositivos,
sobre a reducdo do numero de casos humanos em 4&dreas endémicas
(Reithinger et al. 2002; Capelli et al. 2004). A despeito disso,
o0 cédo é um importante reservatdédrio da L. 1i. chagasi no ciclo
doméstico, atuando na manutencdo do parasito nesse ambiente. A
participacao dos cades domésticos no ciclo de transmissdao da LV
foi reconhecida desde a década de 50 no Nordeste brasileiro por
Alencar, quando o sacrificio desses animais passou a ser usado
como uma medida de controle da doenca (Alencar 1961). A
constatagao de que os animais sintomdticos e mesmo os
assintomdaticos apresentam intenso parasitismo cuténeo, lhes
confere um lugar de destaque na dindmica da transmissdo como
fonte de infeccadao dos insetos vetores (Molina et al. 1994; Silva
et al. 2001).

O papel do cao como principal reservatdédrio de L. 1.
chagasi e fonte de infeccdao para os vetores tem aumentado o
interesse pelo estudo de métodos que identifiquem a infeccgéao
nesses animais. Diferentes técnicas podem ser utilizadas para o
diagnéstico da LVC. Métodos soroldgicos e parasitoldgicos sao
amplamente empregados e muitos avangos ja foram alcancgados, mas
nenhum deles apresenta 100% de especificidade e de sensibilidade.
O problema dos testes soroldgicos consiste principalmente na
inseguranca dos resultados, pois existe um alto indice de reacgdes
cruzadas e de falso—-negativos. Com relacgao aos testes
parasitoldgicos, sao muito laboriosos para serem empregados na
rotina de &dreas endémicas onde hd uma demanda alta de exames, e
principalmente tém a desvantagem de apresentarem sensibilidade
muito baixa. Por causa dessas limitacgdes os métodos convencionais
de diagndéstico da LVC deixam lacunas na triagem dos caes
infectados, contribuindo para a ineficdcia da eutandsia de cées

no controle da doenca. Para tentar preencher estas lacunas, a
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busca por métodos diagndésticos mais sensiveis e especificos
constitui o grande esforco de muitos parasitologistas.

Além disso, com a liberacao e ampla comercializacao da
vacina contra LVC, composta por antigeno Fucose—-manose-ligante,
denominada Leishmune®(da Silva et al. 2000), tornou-se muito mais
dificil discriminar entre cao vacinado e infectado. Através da
sorologia convencional nao é possivel fazer essa distincao, uma
vez administrada a vacina, o cdo se apresentard sempre SsSoro-
positivo. A padronizacado de um método diagndéstico que consiga
detectar um animal seguramente infectado ¢é de suma importéncia
para a eficdcia dessa medida preventiva e também para o sucesso
dos programas de controle. O ponto chave dessa questao é a
possibilidade de alguns caes mesmo vacinados se infectarem, e se
isso acontecer, qual o seu potencial de transmissao para os
vetores. E, nesse caso, como diagnosticar estes animais de forma
segura. No ambito do controle da doenca, € preciso ter certeza de
que uma vacina contra a doenca <canina previna realmente a
infeccdo desse hospedeiro. Dessa maneira, faz-se necessario o
estabelecimento de uma metodologia de deteccao da infeccao de
caes por Leishmania que possua altas sensibilidade,

especificidade e confiabilidade.
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1. A PCR NO DIAGNOSTICO DA LVC

Dentre os métodos moleculares para diagndéstico, a PCR é o
que alia sensibilidade e especificidade a facilidade na sua
realizacao. Nao ¢é necessdria a utilizacao de sondas ou
hibridizacdao do DNA nem procedimentos laboriosos e lentos para a
visualizagcao dos resultados. Os produtos de PCR podem ser
visualizados através de métodos padrdo na biologia molecular,
como Southern blotting e eletroforese em gel. Assim, nos uUltimos
anos, diferentes ensaios de PCR foram desenvolvidos para a
deteccao de DNA de Leishmania em amostras clinicas, utilizando
varios alvos. A  escolha da seqgiiéncia alvo influencia na
sensibilidade e especificidade. O maximo de sensibilidade ¢&
alcancado guando seqliéncias presentes em codpias multiplas sao
utilizadas. Exemplos de tais seqgiiéncias alvo sao genes do RNA
ribossomal, DNA do cinetoplasto (kDNA), genes de RNA derivados do
mini-exon e repetigdes gendmicas (Alvar et al., 2004). A
especificidade da PCR pode ser adaptada as necessidades
particulares pela utilizagao de alvos em regides conservadas ou
varidveis. Dessa maneira ¢é possivel caracterizar o parasito
presente na amostra ao nivel de género, complexo, espécie ou até
mesmo isolado.

Os ensaios de PCR utilizados nesse estudo apresentaram
relativa facilidade na execucgao, assim como bons indices de
positividade. Além disso, um grande numero de caes (217) e de
amostras clinicas foi empregado para avaliar o desempenho da PCR.

Nossos resultados mostraram que foi possivel verificar a
presenca do fragmento de 120pb do kDNA de Leishmania até a
concentragao 0,1 fg/ul. Uma caracteristica que contribuiu para a
alta sensibilidade da PCR conseguida nestes ensaios foi a
seqiiéncia utilizada como alvo. 0 cinetoplasto contém

aproximadamente 10.000 minicirculos de DNA e a regiao conservada

84



Discussao

desses minicirculos é um alvo ideal para as reagdes de PCR (Gomes
et al. 2006). Manna et al. (2004) descreveram uma sensibilidade
da PCR 10.000 vezes menor (lpg de DNA), no entanto os autores
utilizaram um outro par de iniciadores, que amplifica uma
seqgiiéncia de 1l6pb também do kDNA. Além disso, em nossos
experimentos utilizamos gel de poliacrilamida corado pela prata
para revelar os produtos de PCR em vez de gel de agarose corado
com brometo de etideo como os autores citados acima. A separacao
dos produtos de PCR em gel de poliacrilamida corado pela prata é
uma técnica bem mais sensivel, aumentando a capacidade de
visualizar bandas fracas, gque provavelmente nao apareceriam no
gel de agarose.

A PCR tem se mostrado sensivel e especifica para o
diagnéstico da LV também a partir de amostras clinicas
provenientes de casos humanos (Silva et al. 2001; Martin-Sanchez
et al. 2004) e caninos (Solano-Gallego et al. 2001; Leontides et
al. 2002; Ikonomopoulos et al. 2003; Manna et al. 2004). Porém,
alguns cuidados devem ser tomados para otimizar os resultados
obtidos, como a utilizacao de salas separadas para a preparacgao
das reacgdes e visualizacao de produtos amplificados e a inclusao
de controles positivos e negativos em todas as reagdes. Em nossos
experimentos, além dos controles das reagdes de amplificacao,
utilizamos um controle do processo de extragcao de DNA, a PCR de
um gene constitutivo presente em todas as células de mamiferos.
Assim, as amostras negativas na PCR convencional foram submetidas
a amplificacdo do gene P globina. Concluimos que nas amostras
negativas para essa PCR, a etapa de extracao do DNA nao foi bem
sucedida. Nossas hipdteses sao gque foi isolado pouco DNA da
amostra ou havia a presenca de algum contaminante que inibiu a

reacao de PCR.
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Existem poucos trabalhos comparando o diagnéstico da LVC
baseado na PCR utilizando diferentes tecidos. O presente estudo
avaliou amostras de pele, sangue e medula O&éssea. A comparacao
entre as diferentes amostras clinicas nas reacdes de PCR mostrou
que medula e pele foram as mais adequadas para a deteccao de DNA
de Leishmania. Resultados semelhantes ja foram descritos por
outros autores: Solano-Gallego et al. (2001) encontraram 51% de
positividade em amostras de pele, 32% em conjuntiva e 18% em
medula &éssea; Manna et al. (2004) observaram dque a pele,
independente da presenca de lesdes cutdneas, foi melhor due
sangue e linfonodo para detectar DNA de Leishmania por PCR.

Quando foi analisada a eficdcia da PCR wutilizando os
diferentes tecidos na amostra total de caes, observamos que a
medula apresentou indice de positividade superior ao do sangue.
Ja os resultados obtidos com as amostras de pele ndo apresentaram
diferenca significativa em relagcdo as amostras de medula e
sangue. A principal desvantagem da utilizacado de medula &ssea
como fonte de DNA para as reagdes de PCR sao as dificuldades
envolvidas na técnica de coleta do material quando levantamentos
epidemioldégicos em larga-escala sdo necessarios. A bidpsia de um
pequeno fragmento de pele é bem mais simples e menos invasiva, e
provou ser também uma boa fonte de DNA para detecgao de
Leishmania em caes. Apesar de ter tido wum menor numero de
positivos, a PCR em amostras de sangue apresentou uma porcentagem
de deteccao do parasito significativa, o qgque nao desqualifica
esse tecido como fonte de DNA para a realizacao do diagndstico
através da PCR.

As andlises considerando os cdes agrupados segundo a forma
clinica nao mostraram diferencas em relacdao ao tipo de amostra
tanto no grupo dos assintomdticos quanto dos sintomaticos.
Portanto, com base nestes resultados, podemos inferir que o tipo
de amostra (medula, sangue ou pele) nao teve influéncia

determinante nos indices de positividade observados.
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2. A PCR E AS FORMAS CLINICAS

O desempenho da PCR como teste diagndéstico entre os caes com
diferentes formas clinicas também nao foi estatisticamente
diferente. Ao contrdrio da PCR, a comparacdo da proporgao de
animais positivos entre os grupos clinicos foi diferente quando
utilizados testes soroldgicos e parasitoldgicos convencionais.
Entre os cédes sintomdticos houve maior nuUmero de resultados
positivos gue nos assintomdticos (figuras 7 e 8), indicando que
as 1infecgdes mais antigas sao mais facilmente detectadas por
estes métodos. Provavelmente devido a uma maior producao de
imunoglobulinas como também uma multiplicacdo mais intensa do
parasito nos sintomdticos. Relatos prévios tém documentado uma
baixa sensibilidade da RIFI para o diagndstico da infeccdao canina
por L. 1i. chagasi em animais assintomdticos (Dye et al. 1993), e
tém mostrado que a LVvC assintomatica é caracterizada
principalmente por imunidade mediada por células, e em menor Jgrau
por aumento da resposta humoral IgG2 (Bordoisseau et al. 1997;
Cabral et al. 1998). Nossos resultados mostram que a PCR é um bom
método para detectar DNA de Leishmania independentemente da forma
clinica apresentada pelo cao. Este aspecto ¢ um importante ganho
no diagnéstico da LVC se considerarmos as limitagdes dos métodos
soroldédgicos e parasitoldgicos convencionais na detecgao da
infecgcao inaparente.

Outro achado que reforgca a aplicabilidade da PCR para o
diagnéstico da LVC foi o bom desempenho do método em caes tanto
com exames convencionais positivos quanto negativos. Os
resultados mostram que até mesmo naqueles animais em que o0s
métodos tradicionais falharam em diagnosticar a infecg¢do, a PCR
obteve sucesso. Como esperado, no grupo PPSP houve uma
porcentagem mais alta de caes PCR positivos em relagcao aos grupos
PNSP e PNSN, o que confirma a sensibilidade e especificidade da

técnica. A PCR foi ©positiva em 97,2% dos caes avaliados
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(considerando os animais com pelo menos uma amostra clinica
positiva), a sorologia 67,7% e o parasitololdgico 47% (figura 9).
A auséncia de bandas nos controles negativos da PCR assegurou que
os produtos de PCR observados nado estavam relacionados a
contaminacdao e sim, a presenca de DNA de Leishmania no material
bioldégico. Esses resultados reforcam a idéia de que os métodos
diagnésticos utilizados na rotina em dreas endé&micas subestimam o
numero de animais infectados. 0Os resultados encontrados indicam
que o emprego da PCR em associacao com um ou mais métodos
soroldgicos e/ou parasitoldgicos poderia auxiliar na determinacdo
do numero de infecgdes inaparentes, visto que ja foi demonstrado
que a PCR é adequada para detectar infeccdo canina sub-clinica

por Leishmania (Solano-Gallego et al., 2001).

Grande parte dos estudos publicados sobre leishmaniose
canina foi baseada na sorologia, principalmente utilizando os
métodos RIFI, ELISA e DAT (Gradoni et al. 1999; Ferreira, E.C.
2005). A sorologia detecta a maioria dos cdes sintomdticos
(Koutinas et al. 1999), e uma proporcgcao dos assintomdticos, que
compdem uma grande parte da populacgdo canina de areas endémicas.
No entanto, Almeida et al. (2005) afirmam que para se conseguir
resultados satisfatdérios ¢é essencial o uso de dois testes
diferentes associados para a sorologia da LVC. Evidentemente, o
grande ©problema no controle da doenga canina sao os caes
assintomdticos que passam por negativos nos inquéritos
soroldgicos.

Em nosso estudo, houve um grande nuUmero de animais
assintomdticos positivos na PCR (69/73). Destes, muitos eram
negativos nos exames soroldgicos (93%), indicando um numero alto
de falso-negativos, se considerarmos os caes PCR positivos como
verdadeiramente infectados. Silva, E.S. (2001) também observou um
nimero alto de caes infectados assintomdticos em um estudo na

regiao metropolitana de Belo Horizonte. De fato, muitos dos
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infectados apresentam forma inaparente ou oligossintomdtica da
doenca, e o numero de casos com sinais manifestos é relativamente
pequeno em relacdo ao de infectados (Alvar et al. 1997). E
possivel qgue alguns dos caes com sorologia negativa entraram em
contato com o parasito, se infectaram, mas nao tinham produzido
ainda titulos detectdveis de anticorpos. Como os métodos
soroldégicos falham em detectar caes infectados no periodo pré-
patente da infecgcao e antes da soroconversao, agqueles gue nunca
vao soroconverter e o0s caes soropositivos que convertem em
soronegativos, mas ainda permanecem infectados (Dye et al. 1992;
Dye et al. 1993; Pinelli et al. 1994; Quinell et al. 1997), o
numero alto de caes infectados encontrados através da PCR pode
ser justificado pelas limitagdes da sorologia convencional.

Recentes estudos usando técnicas moleculares, tailis como a
PCR, para determinar a prevaléncia da infeccdo em caes de 4areas
endémicas tém mostrado que a porcentagem de infectados é mais
alta que dos animais que desenvolvem a doenca (Berrahal et al.
1996; Sideris et al. 1999; Solano-Gallego et al. 2001). Portanto,
a infecgdo do cédo por L. i. chagasi ndo quer dizer que ele ficara
doente, sabendo-se que a histdéria natural da doenca pode evoluir
de diferentes maneiras. Alguns animais podem controlar a
multiplicagcdao dos parasitos e curar a infecgao, em outros a
infecgao pode permanecer subclinica por tempo indefinido e
naqueles que nao tiverem a capacidade de controlar o parasito, a
doencga progride. Nestes, apds dois a quatro meses de incubacao os
sintomas da LVC aparecem (Fisa et al. 1999; Quinnell et al. 2001;
Moreno & Alvar 2002).

A avaliagao da concorddncia entre a PCR e os métodos
soroldégico e parasitoldgico utilizando o indice Kappa (tabela 3),
mostrou que houve concorddncia ruim entre a PCR e a sorologia e
que foi fraca a concordédncia entre a PCR e o parasitoldgico.

Considerando que os animais positivos na PCR sao os verdadeiros
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infectados, a concordadncia entre a PCR e os métodos convencionais

foi ruim devido ao grande numero de falso-negativos.

Considerando-se que a prevaléncia da LVC é comumente
determinada por levantamentos soroepidemioldégicos e que céaes
soropositivos tém indicagdo de eutandsia como uma das medidas
para o controle da transmissdo (MS, Secretaria de Vigiladncia em
Saude, 2006) podemos identificar alguns problemas:

i. a sensibilidade limitada das técnicas soroldgicas, discutida
anteriormente, leva a uma intervencao incompleta deixando no
foco animais soronegativos, porém infectados, os falso-
negativos;

ii. por outro lado, em determinadas situacdes, também é possivel
superestimar a prevaléncia devido a baixa especificidade dos
antigenos utilizados podendo ocorrer falso-positivos devido
as reacgdes cruzadas ou a infeccdo transitdéria que sera
eliminada pelo cao posteriormente (Alvar et al. 2004).

Em nosso estudo, todos os caes parasitologicamente positivos
(n = 102) foram também positivos na PCR. No entanto, cinco caes
positivos na sorologia foram negativos na PCR, sugerindo que
estes eram na verdade, falso positivos, provavelmente devido a
reacdes cruzadas. Em estudo realizado testando 20 soros de caes
infectados com diferentes patdgenos foi observada reacgcao cruzada
na RIFI e ELISA em um numero significativo de soros de caes
infectados com Trypanosoma cruzi, Leishmania braziliensis e
Ehrlichia canis (Ferreira et al. 2007). Estas observacgdes 3ja
haviam sido relatadas anteriormente por Costa et al. (1991) e
Mancianti et al. (1996).

Considerando as diferentes formas clinicas que os caes
infectados por Leishmania podem apresentar e nossos resultados
satisfatdérios em relacdo ao desempenho da PCR no diagndéstico da
LVC, acreditamos que a PCR poderda auxiliar na elucidacdo de
situacdes duvidosas que podem envolver a caracterizacao do padrao

epidemioldégico da doencgca e também casos clinicos em particular.
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Dentre estas situacgdes, estdo os caes assintomaticos e negativos
para os exames convencionais residentes em adreas endémicas, cées
com resultados dubios devido a contradicdo de varios resultados e
também a real situacdo de caes vacinados. Portanto, para fins de
melhoria no diagndéstico de cdes assintomaticos de &area endémica,
confirmagbes de casos 1individuais e monitoramento de caes
vacinados, sugerimos a utilizagcao da PCR como ferramenta
auxiliar. Enfatizamos esta sugestao, acrescentando que, ao
contrario do que se pensa até entdo, a PCR ndo ¢é mais tao
laboriosa e nem possul o custo tdo elevado. Ja existem reagentes
de diversas marcas no mercado, varios procedimentos para extracao
de DNA foram padronizados e também uma gama de protocolos de
amplificacdao. Estes fatores vém contribuindo para simplificar,
diminuir os custos e agilizar a obtencao dos resultados baseados
na PCR. Portanto, com base em nossos resultados podemos reforcar
que a utilizacdao da PCR em associagao com o0s testes tradicionais
seria muito uUtil para o diagndéstico da LVC, contribuindo para a

melhoria das agdes efetuadas pelos programas de controle.
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3. IDENTIFICAGAO DA(S) ESPECIE(S) DE LEISHMANIA ATRAVES DA PCR-RFLP

A identificacdo das espécies de Leishmania que circulam num
determinado foco de transmissao ¢ muito importante para o
conhecimento da epidemiologia das leishmanioses e para o
planejamento de estratégias de controle. Tratando-se de
leishmaniose visceral nas Américas, a uUnica espécie considerada
responsavel pela doenca é a L. (L). 1. chagasi. O conhecimento
das espécies de Leishmania ¢é particularmente importante em
regides onde a leishmaniose visceral e a leishmaniose tegumentar
(LT) ocorrem simultaneamente (Schallig & Oskam 2002). No Brasil,
existem muitas regides endémicas para ambas, como é o caso da
regiao metropolitana de Belo Horizonte.

Os caes sao conhecidos por serem o0s principais reservatédrios
domésticos da L. (L.) infantum chagasi, mas ainda é questionavel
0 seu papel como reservatdério do agente etioldgico da LT, ainda
assim, é fato gque esses hospedeiros contribuem para a ocorréncia
de L. braziliensis no ambiente doméstico e peridoméstico
(Falqueto 1986; Gontijo et al. 2002). Existem muitas regides onde
se encontram os agentes etioldgicos da LV e da LTA de forma
simpatrica, porém a presenca de cdes infectados ao mesmo tempo
por L. chagasi e L. braziliensis nao é tao comum. Madeira et al.
(2005) relataram o primeiro caso de infeccdao mista com L. (V.)
braziliensis e L. (L.) i. chagasi em um cao naturalmente infectado
no Rio de Janeiro. Os parasitos isolados de lesdes cuténeas foram
caracterizados como L. braziliensis e os isolados de sangue e
linfonodos como L. (L.) i. chagasi.

As técnicas wusualmente empregadas para a identificacao de
Leishmania compreendem a caracterizacdo isoenzimdtica (Cupolillo
et al. 1994), anticorpos monoclonais, PCR associada a
hibridizacao molecular com marcadores radioativos (Fernandes et
al. 1999; Silva et al. 2004) ou quimioluminescentes (Bastrenta et

al. 2002) e PCRs especificas para as regides varidveis de cada
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espécie ou complexo de espécies (de Bruijn & Barker 1992; Eresh
et al. 1994; Cortes et al. 2004; Gomes et al. 2006). A andlise de
isocenzimas requer o 1solamento e cultivo do parasito, a
utilizacao de anticorpos monoclonais é limitada pela
possibilidade de reacgdes cruzadas, a PCR especifica e a PCR
associada a hibridizacdo sdo técnicas muito dispendiosas. As
sondas aumentam a sensibilidade na deteccao dos parasitos, mas
nao contribuem tanto para a identificacdo de espécies (Volpini et
al. 2004). Entretanto, a metodologia considerada como padrao—-ouro
na identificacdo especifica de amostras de Leishmania ainda é a
eletroforese de isoenzimas (WHO, 1990). Porém, gquando nao &
possivel o isolamento do parasito e sdo wutilizadas amostras
clinicas, os métodos baseados na PCR sdo amplamente empregados.
Neste trabalho empregamos uma metodologia que confere mais
rapidez e segurancga na identificacdo de espécies de Leishmania: a
PCR-RFLP (Volpini et al. 2004). Todas as amostras de caes
positivos na PCR convencional para o género Leishmania foram
caracterizadas em relacdo a espécie do parasito. Assim, o produto
amplificado a partir do DNA extraido de uma das amostras (pele,
medula e sangue) foi submetido a PCR-RFLP com a enzima Hae III.
Os perfis de restrigcao da regiao conservada dos minicirculos do
kDNA mostraram ser muito adequados para a identificacgcao de
Leishmania. Em algumas amostras que apresentaram perfis de
restricao duvidosos ou bandas muito fracas, a PCR foi repetida
utilizando DNA ‘template’ um pouco mais concentrado. Assim,
conseguimos identificar a espécie presente em todas as amostras.
Os 212 caes portadores de Leishmania diagnosticados neste
estudo eram provenientes de uma area endémica para as
leishmanioses em Belo Horizonte. Neste local, estava ocorrendo um
surto de LV com intensa transmissao e um grande numero de casos
humanos e caninos no periodo em que as amostras foram coletadas.
Apesar de ser uma area com elevado numero de casos de LV, também

foram registrados casos de LT. A espécie de Leishmania presente
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em 194 dos 212 caes PCR positivos foi identificada através da
PCR-RFLP. Encontramos L. braziliensis na amostra de sangue de um
cdo e na medula de outro, sendo que estes foram os Unicos tecidos
positivos destes animais na PCR convencional. Contudo, a grande
maioria das amostras, 192 animais, estava infectada por L. 1.
chagasi, corroborando com o grande nuUmero de casos humanos de LV
na area. Em 18 cdes ndo foli possivel caracterizar a espécie de
Leishmania, porque nao havia DNA extraido suficiente, ou entao o
perfil de restrigao obtido foi duvidoso.

Apesar de medidas de controle da LV serem exaustivamente
empregadas, a incidéncia da doenca continua aumentando (MS,
Secretaria de Vigiladncia em Saude 2006; WHO 2006). A falha dos

programas de controle em conter o avanco da LVC pode ser
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4. QUANTIFICAGAO DA CARGA DE DNA DE LEISHMANIA ATRAVES DO QPCR

A avaliacdo da carga parasitdria em hospedeiros infectados
por Leishmania ¢ feita atualmente, por métodos um tanto gquanto
laboriosos e subjetivos (ensaios de microdiluicao limitante e
LDU). Os ensaios moleculares podem melhorar a sensibilidade e a
confiabilidade da quantificagcdo de niveis ©parasitdrios em
amostras clinicas. A técnica de PCR em tempo real foi empregada
com este objetivo em varios trabalhos (Vitale et al. 2004;
Francino et al. 2006; Manna et al. 2006) e realmente atingiu bons
resultados. No presente estudo, nos propusemos a padronizar um
ensaio de PCR em tempo real seguro e especifico para quantificar
os niveis de DNA de Leishmania em diferentes tecidos. Todos os
relatos de gPCR em caes foram realizados através do sistema Tag-
Mam, que apresenta boas sensibilidade e especificidade, porém tem
a desvantagem de ter alto custo e necessidade de uma seqgliéncia
alvo igual ou maior que 300pb. Entao, optamos por empregar um
ensaio de gPCR que alia baixo custo a praticidade, sem perder a
sensibilidade e especificidade que uma boa técnica de
quantificacdo precisa ter. A técnica PCR quantitativo em tempo
real utilizando o sistema SYBR Green foi entdo padronizada para a
quantificacdo do numero de cépias do fragmento de 120pb do kDNA
de Leishmania e mostrou ser apta para o estudo de carga
parasitaria, como evidenciam nossos resultados.

Dessa maneira, o ensaio SYBR Green PCR quantitativo em tempo
real (gPCR) foi padronizado com o intuito de ser uma alternativa
para o monitoramento dos indices de parasitismo em hospedeiros
vertebrados. Durante a infeccgédo por Leishmania, o parasitismo em
diferentes ¢érgaos pode diferir, por 1isso ¢é relevante para
propdésitos de diagndéstico a identificacdao dos compartimentos que
apresentam maiores niveis de parasitos, com o objetivo de
melhorar a sensibilidade do diagndéstico da LVC (Reis et al.

2006). A andlise das correlagdes entre a carga de DNA de
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Leishmania, positividade dos testes convencionais de diagndstico
e forma clinica da doencga, pode prover informacdes importantes
para uma melhor compreensao da evolugao da infecgao nos caes.

A quantificacdo dos parasitos no sangue e na medula &ssea
nao mostrou diferenca em um total de 35 caes avaliados;
entretanto, no grupo ECP houve uma maior quantidade de parasitos
na medula do que no sangue (figura 12) e no grupo dos animais ECN
nao foi observada esta diferenca. Os resultados sugerem que
quando a carga parasitaria é mais alta na medula, os métodos
convencionais sao mais sensiveis para diagnosticar a infeccdo.
Talvez porgque nesse estagio, 0s parasitos ja estao bem
estabelecidos nesse 6rgdo e a doenca ja esteja mais avancada com
um tempo longo de estimulacdo do sistema imune e/ou maior
multiplicagcdao do parasito. Porém, nao podemos inferir o mesmo
para a amostra sangue, que mostrou nao ter nenhuma correlacao
entre a sua carga parasitaria e o aumento da sensibilidade dos
testes diagnésticos. De acordo com Cardoso e Cabral (1998), o
aspirado de medula oéssea ¢é mais sensivel e, portanto mais
indicada para o diagndéstico. No entanto, Abranches et al. (1991)
atestam que o exame de medula leva a resultados positivos somente
durante estdgios avancados da LVC.

A andlise da carga de parasitos na medula entre 0s grupos
PPSP, PNSP e PNSN, mostrou que oS animais com exames
parasitoldgicos positivos apresentaram maior nuUmero de cédpias de
DNA de Leishmania. Os métodos parasitoldgicos convencionais
utilizados neste estudo foram mielocultura e leitura de laminas
contendo esfregagco de medula. Isto pode Jjustificar a relacéao
direta encontrada entre testes parasitoldgicos positivos e altos
niveis de carga parasitdria neste tecido. Como ndo foi realizado
nenhum teste parasitoldégico utilizando sangue, esta relagcao nao
foi encontrada para esta amostra.

Foi relatado por outros autores (Cardoso & Cabral 1998) que

apdés a infecgao, a partir do sitio de inoculacao na pele, os
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parasitos se disseminam para os linfonodos, medula &éssea, bacgo,
figado, rins, pulmdes e trato gastrintestinal, mas raramente sao
detectados nas vias sanguineas. De fato, o sangue parece ter
somente o papel de disseminador de parasitos e nao de dérgao
reservatério. Manna et al. 2006, observaram que a quantificacao
da carga parasitaria no sangue, especialmente dos caes
assintomdticos, parece nédo ser critica para predizer clinicamente
o curso da infeccao.

A quantidade de cépias de kDNA de Leishmania variou
enormemente, mas valores muito altos foram raramente obtidos. De
fato Ferrer (2002) considerou que em condig¢des naturais, os
flebotomineos transmitem baixo numero de promastigotas (100-
1000), os quais sao suficientes para induzir doenca em caes
susceptiveis. No entanto, a competéncia imunoldégica e outras
condig¢des intrinsecas do hospedeiro influenciam de maneira muito
mais determinante nos niveis parasitdrios subseqlientes a infeccéao
do gque a carga inoculada pelo vetor. A despeito disso, os niveis
de DNA “template” de Leishmania para cada tecido foram
seguramente obtidos, visto que todas as amostras foram

amplificadas em duplicata. Além disso, foi utilizado em todas as

reacdes de gPCR iniciadores que amplificam para o gene da pB-
globina, que foi o normalizador quantitativo.

Ao contrario de outros relatos (Reis et al. 2006; Manna
et al. 2006), em nosso estudo nao encontramos nenhuma diferenca
na carga de DNA de Leishmania entre os caes sintomdticos e
assintomaticos. Isso pode ter acontecido em decorréncia do
tamanho da amostra (35 caes) e porque apenas dois tecidos foram
avaliados, o gque nao permitiu uma comparacao mais completa das
possiveis diferencas existentes entre os varios O&érgaos do
hospedeiro infectado. A existéncia de uma correlacao direta entre
a presenca de sintomas e a carga parasitdria alta ndo € um
consenso. Alvar (2004), afirma que a evolugao da doenga canina

parece partir de uma condigao anérgica, com disseminacao
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generalizada, grande numero de parasitos e poucos ou nenhum sinal
clinico para uma forma hiperreativa, na gqual nenhum parasito é
detectado, mas os cdes apresentam lesdes orgédnicas significantes
e sintomatologia grave. Portanto, investigacgdes adicionais
utilizando uma maior variedade de amostras clinicas em um numero
maior de caes de cada forma clinica devem ser realizadas para gue
esses questionamentos sejam elucidados.

Dessa forma, nossos resultados constituem um primeiro
passo para a validacdo da técnica SYBR Green - gPCR como um
método de custo relativamente baixo, se comparado a outras formas
de quantificacdao molecular. Podemos afirmar que esta é uma
metodologia segura e promissora para auxiliar nos estudos de
monitoramento dos niveis de parasitismo em amostras clinicas com
inumeras aplicacbes praticas como, por exemplo, em animais

submetidos ao tratamento
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Conclusées

A PCR se mostrou uma ferramenta sensivel, especifica e util para
a deteccao de Leishmania em amostras clinicas de caes
naturalmente infectados, independentemente da forma clinica

apresentada.

A PCR detectou um maior numero de caes infectados por Leishmania
do que os métodos soroldgicos e parasitoldgicos utilizados no

diagnéstico de rotina da LVC.

As amostras medula de déssea e pele foram as mais adequadas para o
diagnéstico através da PCR. No entanto, sugerimos a pele como
amostra de escolha para o diagnédéstico da LVC devido a maior

facilidade de coleta do material.

A PCR-RFLP como ferramenta para identificacdao da espécie de
Leishmania apresentou facilidade, custo moderado e confiabilidade

para ser utilizada em estudos epidemioldgicos.

O PCR quantitativo em tempo real mostrou ser uma metodologia
promissora para estudos de quantificacdo da carga de DNA de
Leishmania, visto que as técnicas até entdao utilizadas sao
laboriosas e pouco sensiveis, principalmente, para deteccao de

cargas parasitdrias baixas.

As metodologias baseadas na PCR podem ser especialmente Uteis em
dreas endémicas para a leishmaniose visceral que possuem um
grande nuUmero de cdes que apresentem a forma assintomatica da

doenca.
Nossos resultados sugerem dque a prevaléncia da infeccao por

Leishmania pode ser subestimada quando sao utilizados apenas

testes soroldgicos nos inquéritos da LVC em areas endémicas.
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Nossas observagdes apontam para a necessidade da utilizacdo de um
método diagndstico mais sensivel e especifico em &dreas endémicas,

onde existe um grande numero de caes assintomdticos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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