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RESUMO

As leishmanioses podem assumir duas principais formas clinicas: leishmaniose visceral (LV) e
leishmaniose cutanea (LC). Em areas urbanas, o cdo participa como reservatorio de Leishmania
infantum (causadora da LV) e, devido a isso, ¢ alvo das estratégias de controle da doenga. Esses
animais também podem ser encontrados naturalmente infectados pelas espécies que levam o
desenvolvimento de LC. Embora essas infec¢des sejam raras, alguns achados da literatura t€ém
aberto o questionamento sobre o papel desses animais no ciclo bioldgico dessas espécies € o
potencial infectivo das mesmas. Assim, torna-se importante a caracterizagdo molecular e
avaliagdo do comportamento infectivo desses parasitos. O presente estudo objetivou a
identificacdo da espécie de duas cepas selvagens isoladas de cdes procedentes do municipio de
Uberlandia (MG), bem como a avaliagdo do seu comportamento in vitro e infectividade a
macrofagos caninos de linhagem comercial e camundongos BALB/c. Para tal, os produtos de
amplificacdo dos alvos ITS1 e hsp70 de Leishmania spp. foram submetidos a restricao
enzimdtica (PCR-RFLP). O perfil de proliferacdo in vitro foi estabelecido pela curva de
crescimento, sendo UDI-1 e UDI-2 comparadas a duas cepas de referéncia, Bal99
(MHOM/BR/1989/Bal99 — L. amazonensis) e BH401 (MCAN/BR/2002/BH401 — L.
infantum). Nos experimentos de infectividade in vitro foram utilizados macréfagos (DHS2),
bem como formas promastigotas de fase estaciondria e amastigotas axénicas das cepas
selvagens e de referéncia. A avaliacdo da infeccdo in vivo foi verificada através da analise da
carga parasitaria no figado, baco e lesdo de camundongos infectados com as quatro linhagens
de parasitos (UDI-1, UDI-2, Bal199, BH401). Além disso, foi verificada a cinética da infec¢ao
por acompanhamento do peso, tamanho da lesdo e comportamento. Os resultados da PCR-
RFLP mostraram que UDI-1 apresentou um perfil de pares de bandas similar a L. amazonensis
e UDI-2 a L. infantum. O comportamento in vitro diferiu entre UDI-2 e BH401, sendo similar
entre UDI-1 e Bal99. Promastigotas de fase estaciondria de UDI-1 apresentaram a maior
capacidade infectiva em comparagdo as demais cepas, sendo que quando utilizadas formas
amastigotas axénicas, BH401 foi a cepa que apresentou o maior indice de infectividade. Em
ambos os casos, UDI-2 mostrou a menor infectividade in vitro. In vivo, UDI-1 induziu lesdes
mais rapidamente (trés semanas) e apresentou uma carga parasitaria média maior na lesdo e no
figado, em comparagdo a Bal99. Foi comprovado o fendtipo metastatico, com consequente
visceralizacdo de UDI-1. Em oposi¢ao, os valores médios da carga parasitaria de UDI-2 foram
menores do que os de BH401 nos tecidos avaliados (figado e baco). Nao foram observadas
alteragdes comportamentais e no ganho natural de peso. Em conjunto, esses dados mostram que
entre as cepas selvagens, UDI-1 apresenta a melhor capacidade infectiva in vitro e in vivo, sendo
que UDI-2 exibiu o fendtipo menos infectivo. Além disso, este € o primeiro relato sobre a
infec¢do natural de um c@o com L. amazonensis na regido do Triangulo Mineiro (MG).

Palavras-chave: infec¢do, macrofagos caninos, curva de crescimento, carga parasitdria e
visceralizagao.



ABSTRACT

Leishmaniasis can take on two main clinical forms: visceral leishmaniasis (VL) and cutaneous
leishmaniasis (LC). In urban areas, the dog participates as a reservoir of Leishmania infantum
(causing LV) and, because of this, is the target of the disease control strategies. These animals
can also be found naturally infected by the species that lead to the development of LC. Although
these infections are rare, some findings in the literature have opened the question about the role
of these animals in the biological cycle of these species and their infective potential. Thus, it
becomes important the molecular characterization and evaluation of the infective behavior of
these parasites. The present study aimed to identify the species of two wild strains isolated from
dogs from the city of Uberlandia (MG), as well as the evaluation of their in vitro behavior and
infectivity to canine macrophages of commercial lineage and BALB / ¢ mice. To this end, the
amplification products of the ITS1 and Asp70 targets of Leishmania spp. were subjected to
enzyme restriction (PCR-RFLP). The in vitro proliferation profile was established by the
growth curve, with UDI-1 and UDI-2 being compared to two reference strains, Bal99
(MHOM/BR/1989/Bal99 - L. amazonensis) and BH401 (MCAN/BR/2002/BH401 - L.
infantum). In vitro infectivity experiments were performed using macrophages (DH82), as well
as promastigotes of stationary phase and axenic amastigotes of wild and reference strains. In
vivo evaluation of the infection was verified by analyzing the parasite load in the liver, spleen
and lesions of mice infected with the four parasite strains (UDI-1, UDI-2, Ba199, BH401). In
addition, the infection kinetics were verified by weight monitoring, lesion size and behavior.
The results of PCR-RFLP showed that UDI-1 presented a profile of pairs of bands similar to L.
amazonensis and UDI-2 to L. infantum. The in vitro behavior differed between UDI-2 and
BH401, being similar between UDI-1 and Bal99. Stationary phase promastigotes of UDI-1
showed the highest infectivity capacity compared to the other strains, and when using axenic
amastigote forms, BH401 was the strain with the highest infectivity index. In both cases, UDI-
2 showed the lowest infectivity in vitro. In vivo, UDI-1 induced lesions more rapidly (three
weeks) and had a higher mean parasitic load on lesion and liver compared to Bal99. The
metastatic phenotype was verified, with consequent visceralization of UDI-1. In contrast, the
mean values of the parasitic load of UDI-2 were lower than those of BH401 in the evaluated
tissues (liver and spleen). No behavioral changes and no natural gain were observed. Together,
these data show that among the wild strains, UDI-1 shows the best infectivity capacity in vitro
and in vivo, and UDI-2 exhibited the least infective phenotype. In addition, this is the first report
on the natural infection of a dog with L. amazonensis in the Tridngulo Mineiro (MQG) region.

Keywords: infection, canine macrophages, growth curve, parasite load and visceralization.
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1. INTRODUCAO
1.1. O agente etiologico das leishmanioses

As leishmanioses constituem um conjunto de patologias graves e negligenciadas com
ampla distribuigao nas regides tropical, subtropical e na bacia do Mediterraneo (OLIVEIRA et
al., 2013; WHO, 2018). Essa doenga ¢ causada por protozoarios digenéticos (heteroxenos)
pertencentes ao género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), tdxon que ¢ dividido
em trés subgéneros capazes de infectar mamiferos, sdo eles: Leishmania, Viannia e Mundinia
(BATES, 2007; LAINSON, 2010; ESPINOSA et al., 2016). A divisao nos dois primeiros se da
em fungdo dos sitios anatomicos de adesdo e diferenciagdo do parasito no tubo digestivo do
inseto vetor, sendo que Leishmania (Leishmania) se desenvolve na regido abdominal do
intestino médio (porg¢ao anterior ao piloro) e Viannia na parte posterior (segmento entre o piloro
e o ileo) de onde migra para as regides antecedentes (LAINSON; SHAW, 1987; KILLICK-
KENDRICK, 1990). O subgénero Mundinia foi recentemente proposto para agrupar espécies
com proximidade filogenética anteriormente incluidas no complexo Leishmania enrietti

(ESPINOSA et al., 2016).

Apesar dos diversos registros e das distintas denominagdes, a primeira descri¢ao da
leishmaniose visceral (LV) data de uma publicacao de 1827, onde William Twining relatou o
aumento do baco, anemia aguda e febre intermitente de um paciente indiano (TWINING, 1827,
STEVERDING, 2017). Em 1885 e 1900, David Cunningham seguido de William Leishman
foram os primeiros a observar “corpos ovoides” (formas amastigotas) em esfregacos de tecido
e a correlaciond-los as apresentacdes clinicas da leishmaniose (AZIZI et al., 2016;
STEVERDING, 2017). O agente etiologico, entretanto, s6é foi formalmente descrito,
classificado e nomeado em 1903 por Ronald Ross, com auxilio dos dados publicados por
Charles Donovan (ROSS, 1903; STEVERDING, 2017). Curiosamente, em 1908 Charles
Nicolle identificou e descreveu Leishmania infantum em uma crianga tunisiana, mesmo ano em
que Charles Comte encontrou o parasito em caes procedentes da mesma regiao (NICOLLE;
COMTE, 1908; HAOUAS; BABBA, 2017). Desde entdo, o cao (Canis familiaris) t€ém sido
considerado um dos principais reservatorios do parasito em areas urbanas (HARHAY et al.,

2011).
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Em 1571, colonizadores espanhdis relataram que trabalhadores no leste dos Andes
peruanos sofriam com uma doenga que causava a desfiguracao da face, sendo o nariz e os labios
as regioes mais comprometidas (LAINSON, 2010). Embora essa tenha sido uma das primeiras
descrigdes da leishmaniose mucocutanea (LMC) nas Américas, representagdes em ceramica
das deformidades faciais oriundas desta moléstia foram encontradas em sitios arqueologicos
reminiscentes do século V (TUON; AMATO NETO; SABBAGA AMATO, 2008). A
associacdo de que as lesdes que acometiam pessoas na regido neotropical correspondiam a
leishmaniose cutanea (LC) s6 se deu em 1909, quando Adolpho Lindenberg, Anténio Carini e
Ulyssses Paranhos encontraram os “corpos ovoides” descritos por Cunningham e Leishman em
esfregacos provenientes das feridas (CARINI; PARANHOS, 1909; LINDENBERG, 1909;
STEVERDING, 2017). A LV, por apresentar uma sintomatologia facilmente confundida com
outras patologias e visualmente menos evidente em comparagdo a LC, so foi registrada no
Brasil em 1934 apds a andlise do material obtido de bidpsia hepatica post mortem (PENNA,
1934; LAINSON, 2010).

Em 1937, Aristides Cunha e Evandro Chagas ndo conseguiram infectar animais de
laboratorio com os parasitos isolados de casos de LV brasileiros, equivocadamente eles
concluiram que o agente etiologico divergia de L. infantum e o denominaram L. chagasi
(CUNHA; CHAGAS, 1937, STEVERDING, 2017). Apesar de apresentarem algumas
diferencas fenotipicas, posteriormente foi comprovado com base em dados moleculares que as
espécies eram sinonimias, dessa forma, a nomenclatura L. infantum é adotada neste trabalho
(MAURICIO et al., 1999). Desde entdo, muitas outras espécies foram caracterizadas e descritas
em animais domésticos e de vida livre, por exemplo, L. amazonensis foi primeiramente
encontrada em um esfregaco obtido da lesao da cauda do roedor Oryzomys capito (LAINSON;
SHAW, 1968; MACHADO et al., 1994; LAINSON, 2010). Achados como o de Deane e Deane
(1962) que comprovaram a participagdo de cdes e da raposa silvestre (Lycalopex vetulus) no
ciclo bioldgico de L. infantum, contribuiram para a fundamentagdo e estabelecimento das

medidas de controle da LV como conhecemos hoje.

Atualmente sdo conhecidas cerca de 33 espécies de Leishmania spp., sendo 15 das 22
espécies patogénicas encontradas nas Américas (PAHO, 2017). Apesar desta diversidade, duas
morfologias celulares bdasicas sdo conservadas entre as diferentes espécies, sdo elas:
promastigota e amastigota. As formas promastigotas (1,5-3um de largura e 16-40um de

comprimento) sdo flageladas, apresentam alta motilidade e podem ser encontradas no aparelho
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digestivo do inseto vetor, enquanto que as amastigotas (1,5-3um de largura e 3-6,5um de
diametro, sem flagelo evidente) sdo intracelulares obrigatorias, podendo ser identificadas nas
células do Sistema Fagocitario Mononuclear (SFM, constituido por mondcitos, macrofagos e
células dendriticas) do hospedeiro vertebrado infectado (BATES, 2007; SILVA et al., 2014).
Ambas as formas possuem nucleo oval localizado no centro do corpo celular, um conjunto de
organelas de coOpia unica, dentre as quais se destaca a mitocondria, que ocupa grande parte do
citoplasma e conta com uma regido em formato de bastdo (cinetoplasto) que ¢ composta por

uma massa de DNAs circulares (kDNA) (SUNTER; GULL, 2017).

A principal via de transmissdo de Leishmania spp. € através do repasto sanguineo do
vetor, o qual pertence a ordem Diptera, subordem Nematocera, familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotiminae e aos géneros Phlebotomus e Lutzomyia (BATES; ROGERS, 2004).
Phlebotomus spp. é prevalente nos ecossistemas semiaridos e desérticos da Europa, Asia, norte
da Africa e da peninsula Arabica (Velho Mundo), enquanto Lutzomyia spp. ocorre nas florestas
tropicais, peridomicilio e 4reas urbanas das Américas (Novo Mundo) (ORYAN; AKBARI,
2016). Das 900 espécies de flebotomineos registradas até o momento, aproximadamente 100
sdo vetores comprovadas das leishmanioses (GRADONI, 2018). Como insetos holometabolos,
apos a eclosdao do ovo, as larvas passam por quatro estadios até se tornarem pupas, das quais
emergem os adultos (BRAZIL; BRAZIL, 2018). Nesta ultima fase, os individuos apresentam
tamanho diminuto (1,5-3mm de comprimento), corpo piloso e habitos crepuscular e pds-
crepuscular, sendo que durante o dia eles se abrigam em lugares umidos e protegidos do sol,
como: tocas de animais, fendas no solo, troncos de arvores, rachaduras nas paredes e cantos
escuros das residéncias (KILLICK-KENDRICK, 1990; FELICIANGELI, 2004). Embora ainda
existam lacunas quanto ao conhecimento da biologia de algumas espécies, sabe-se que as
formas imaturas se desenvolvem sob residuos organicos e que o dimorfismo sexual ¢ expresso
em termos morfoldgicos e comportamentais, por exemplo: as fémeas possuem proboscides
alongadas e cibario adaptados para hematofagia, os machos sdo fitofagos e possuem apéndices
abdominais adaptados para a copula (BRAZIL; BRAZIL, 2018). No Brasil, as principais
espécies de flebotomineos envolvidas na transmissdo das leishmanioses sdo: Lutzomyia
Sflaviscutellata (principal transmissora de Leishmania amazonensis), L. whitmani, L. umbratilis,
L. intermedia, L. wellcomei, L. migonei (para os casos de LC), L. longipalpis e L. cruzi

(transmissoras de Leishmania infantum) (BRASIL, 2014; BRASIL, 2017).



17

Rotas alternativas de transmissdo de Leishmania spp. tém sido descritas tanto nos seres
humanos quanto em caes, podendo ocorrer por via sexual (venérea), transplacentaria (vertical),
por transfusdo sanguinea, transplante de oOrgdos e pelo compartilhamento de objetos
perfurocortantes, como agulhas (DA SILVA et al., 2009; DE OLIVEIRA; ALVES; SILVA
JUNIOR, 2015). No caso dos caes, embora a transmissdo venérea ainda seja discutida, ja foi
confirmado que L. infantum apresenta tropismo para o sistema reprodutor masculino, local onde
o parasito induz resposta imunoldgica que pode levar a atrofia degenerativa do epitélio
seminifero, prostatite ¢ azoospermia (DINIZ et al., 2005; RIERA; VALLADARES, 1996;
SILVA et al., 2009; TURCHETTI et al., 2014). A detec¢do do parasito em recém-nascidos ¢
natimortos associada ao aborto e a alteragcdes macro e microscopicas na placenta de cadelas
sintomadticas e assintomaticas, sugerem a dissemina¢ao do protozodrio por via vertical (DUBEY
etal., 2005; PANGRAZIO et al., 2009; DA SILVA etal., 2009). Outro dado que corrobora essa
rota € a proliferacdo de células T CD4" provenientes de filhotes de cadelas naturalmente
infectadas, frente a antigenos de L. infantum (BOGGIATTO et al.,, 2011). Ainda nessa
perspectiva, o potencial vetorial de outros artropodes hematofagos, como carrapatos e pulgas,
tém sido questionado visto o encontro do DNA de Leishmania spp. em alguns desses
ectoparasitos (COUTINHO et al., 2005; COUTINHO; LINARDI, 2007; DE MORALIS et al.,
2013).

Considerando a transmissao vetorial (Figura 1), o flebotomineo adquire o parasito ao se
alimentar de sangue infectado, mais especificamente, ap6s a ingestdo de células do SFM que
contenham amastigotas (BATES, 2007; ESCH; PETERSEN, 2013). A populagdo de
Leishmania spp. no intestino do vetor € composta por varias morfologias celulares que diferem
em tamanho, comprimento do flagelo, motilidade, moléculas de superficie e outras
propriedades bioquimicas (GRADONI, 2018). De forma simplificada, as amastigotas que
sobrevivem a acdo das enzimas digestivas se diferenciam em promastigotas prociclicas, as quais
proliferam por divisao bindria no bolo alimentar (SUNTER; GULL, 2017). Apds rompem a
matriz peritrofica (membrana quitinosa que envolve e separa o alimento digerido do epitélio
intestinal), os parasitos atacam e prendem-se as microvilosidades do intestino médio por meio
de hemidesmossomos presentes na ponta do flagelo (LEHANE, 1997; DE ASSIS et al., 2012;
DOSTALOVA; VOLF, 2012). Neste estgio, as promastigotas transformam-se em
promastigotas metaciclicas, que constituem a forma infectante para o hospedeiro vertebrado
(SACKS, 1989; BATES, 2007). Essas formas migram e estabelecem intensa infec¢do na

valvula estomodeal do inseto, o que impede a correta alimentacdo, estimula o refluxo de saliva
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e a regurgitacdo dos protozoarios presentes nas por¢des anteriores do intestino € no aparato

bucal (ROGERS et al., 2004).

Durante a hematofagia, a integridade da epiderme do hospedeiro e dos capilares
adjacentes ¢ danificada, sendo formado um “poo/” constituido por componentes extravasados
do sangue e da matriz extracelular (ALMEIDA et al., 2003; DE MENEZES; SARAIVA; DA
ROCHA-AZEVEDQO, 2016). Com a inoculacado e regurgitacdo das promastigotas metaciclicas
na solu¢ao de continuidade provocada pela picada, os parasitos podem entram em contato com
as células do SFM. Virias substancias com a¢ao vasodilatadora, anti-coagulante, quimioatica e
imunoregulatoria presentes na saliva do vetor potencializam esse encontro (KAMHAWI,
2000). O reconhecimento do protozoario pelos fagdcitos ocorre através de uma gama de
receptores de reconhecimento padrdo, como: receptores do Complemento (CR3 e CR1, que
reconhecem microrganismos opsonizados pelas proteinas C3b e C1 do Sistema Complemento),
receptores para proteina C reativa, receptores de fucose-manose, receptores de fibronectina e
receptores para a por¢ao Fc de anticorpos inespecificos ou especificos (FcR) (ALEXANDER;
RUSSELL, 1992; AKILOV et al., 2007; UENO; WILSON, 2012). Uma vez fagocitados, ocorre
a fusdo do fagossomos com lisossomos (organelas que contém enzimas proteoliticas e
moléculas microbicidas), formando o fagolisossomo (LODGE; DESCOTEAUX, 2008). Com
vista ao fato de que ¢ criado um microambiente indspito, as promastigotas metaciclicas recém
internalizadas sdo capazes de degradar algumas enzimas e modificar o ambiente intracelular,
tornando-o apropriado para sua diferenciacdo em amastigotas (LODGE; DESCOTEAUX,
2005; DUQUE; DESCOTEAUX, 2015; SEGUIN; DESCOTEAUX, 2016). Com tais

alteracdes, o ambiente fagolissosomal passa a se chamar vacuolo parasitéforo (VP).

Além dos seres humanos, as leishmanioses podem acometer um amplo espectro de
animais, sendo as principais ordens de mamiferos: Carnivora (canideos e felideos), Rodentia
(roedores), Primata (macacos e demais simios), Marsupialia (gambas), Cingulata (tatus), Pilosa
(preguigas e tamanduds), Chiroptera (morcegos), Perissodactyla (antas, equinos e asininos) e
Artiodactyla (porcos, catetos, cervideos, bovinos e ovinos), que sdao tomados como
reservatorios do parasito (GRAMICCIA; GRADONI, 2005; ROQUE; JANSEN, 2014;
BRASIL, 2017). Conforme o envolvimento destes hospedeiros, a doenca assume dois perfis de
transmissao principais: zoonoético (quando envolve o reservatdrio animal) e antroponotico
(quando o parasito circula somente entre seres humanos), sendo que em ambos os casos 0 agente
etioldgico precisa do inseto vetor para completar o ciclo bioldgico (DESJEUX, 2004; WHO,
2010; BRASIL, 2014; BRASIL, 2017).
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Figura 1: Ciclo biologico de Leishmania spp. Brevemente, as fémeas de flebotomineos adquirem o parasito ao ingerirem células do SFM contendo amastigotas durante o
repasto sanguineo em hospedeiro vertebrado infectado, em seu trato digestivo essas formas se diferenciam em promastigotas prociclicas e, posteriormente, em promastigotas
metaciclicas. Apds migrarem para o intestino médio toracico e valvula estomodeal, as promastigotas metaciclicas (formas infectantes) sdo inoculadas e regurgitadas na
solucdo de continuidade gerada pela hematofagia. Ao encontrarem novamente as células do SFM do hospedeiro humano ou do reservatorio animal, os protozoarios sao
reconhecidos e fagocitados. No vactiolo parasitoforo, os parasitos se diferenciam novamente em amastigotas, que proliferam por divisdo bindria e ao romperem a célula
hospedeira, infectam novos fagocitos e tecidos (adaptado de Esch e Petersen, 2013).



1.2. Aspectos clinicos e imunologicos das leishmanioses

Com a inoculagdo das promastigotas metaciclicas na pele, inicia-se uma complexa
interacao entre o parasito e a resposta imunologica do hospedeiro que, em conjunto com fatores
inerentes a espécie de Leishmania spp. envolvida na infecgdo, ird determinar a expressao dos
sinais clinicos. Basicamente, apos a descoberta das subpopulagdes de linfocitos T CD4"
auxiliares, a natureza da imunidade celular tornou-se a “chave” para defini¢do de como a
doenga ird progredir, sendo proposto um paralelo entre resisténcia/susceptibilidade conhecido
como “dicotomia Th1/Th2” (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). A resisténcia, nesta
perspectiva, estd associada a capacidade da células Thl (7 helper 1) em reconhecer antigenos
especificos e estimular a producdo de citocinas inflamatoérios do tipo 1, como interferon-gama
(IFN-y) e o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), que induzem sinergicamente a geracao de
oxido nitrico (NO, do inglés Nitric Oxide) e das espécies reativas de oxigénio em macrofagos
infectados (HORTA et al., 2012; KIMA, 2007; SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017).
Além disso, a elimina¢do do parasito também estd ligada a producdo de interleucina-12 (IL-
12), IL-1B, IL-8 € o desenvolvimento de linfocitos T citotoxicos (CD8") e Natural killer, que
promovem a morte das amastigotas intracelulares por eliminacdo das células infectadas

(SCOTT; NOVAIS, 2016).

Por outro lado, a susceptibilidade esta relacionada a ativagao de células Th2 (T helper 2),
as quais sdo responsaveis por suprimir a resposta imunologica do tipo 1 por meio da secre¢ado
de citocinas anti-inflamatoérias, como IL-10 e o fator transformador do crescimento-beta (TGF-
B) (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). Além disso, linfocitos T regulatorios também podem
atuar antagonizando os efeitos do INF-y e modulando a via de producao de NO (BELKAID et
al., 2002; PETERS; SACKS, 2006; SCOTT; NOVALIS, 2016). Embora muitos autores ainda
defendam a importancia dessa dicotomia, pesquisas apontam que a resisténcia ao parasito nao
¢ exclusivamente explicada com base em respostas celulares, mas sim em um conjunto de
mecanismos ainda nao elucidados (ALEXANDER; BRYSON, 2005). Fatores do hospedeiro
como sua constituicdo genética, idade, seu status sanitdrio e nutricional também devem ser
considerados como determinantes no processo de infec¢do e evolucio da enfermidade, pois eles
condicionam a fisiologia e a capacidade do organismo de reagir ao agente agressor (MCCALL;
ZHANG; MATLASHEWSKI, 2013). Aspectos relacionados ao vetor, como composicao da
saliva e nimero de promastigotas metaciclicas inoculados, também tém sido discutidos (MAIA

etal., 2011; MCCALL; ZHANG; MATLASHEWSKI, 2013).
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Em seres humanos, as manifestagdes clinicas das leishmanioses sdo diversas, porém, na
maioria dos casos resultam em quatro formas principais: LC, LMC, LV e leishmaniose dérmica
pos-kalazar (LDPK) (DESJEUX, 2004; WHO, 2010). A LC, em particular, apresenta-se de
duas formas distintas conforme a distribui¢ao das lesdes, sendo elas: leishmaniose cutanea

localizada (LCL) e leishmaniose cutanea difusa (LCD) (HARTLEY et al., 2014).

No Velho Mundo, a LCL ¢ causada por L. (Leishmania) tropica e L. (L.) major, enquanto
que no Novo Mundo, os agentes etiologicos sdo: L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis, L.
(Viannia) panamanensis, L. (V.) peruviana, L. (V.) lainsoni, L. (V.) braziliensis ¢ L. (V.)
guyanensis (WHO, 2010; BRASIL, 2017). A infec¢do por L. (L.) aethiopica (Velho Mundo) e
L. amazonensis, podem levar o desenvolvimento de LCD (WHO, 2010; BRASIL, 2017). A
LMC ocorre devido a infecgdo por L. braziliensis € ocasionalmente por L. panamanensis ou L.
guyanensis (AMATO et al., 2008; GUERRA et al., 2011; BRASIL, 2017). Esse quadro clinico
¢ decorrente da disseminacgdo linfatica ou hematogénica dos parasitos apds um intervalo
variavel da doenga cutanea e, sem o correto tratamento pode vir a comprometer as mucosas
nasais, orofaringeas, o trato respiratdrio superior e ocasionar a completa destruicao da piramide
nasal (AZEVEDO-COUTINHO; MENDONCA, 2014). Em oposi¢@o as demais formas, a LMC
¢ caracterizada por uma resposta imunologica exacerbada (polo hiperérgico) associada a baixa
quantidade de amastigotas teciduais e alta positividade no diagndstico por intradermorreagdo

de Montenegro (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017).

O primeiro sinal clinico da LCL ¢ um pequeno eritema no local onde o flebotomineo
realizou o repasto sanguineo, que se desenvolve ap6s um periodo pré-patente que varia entre
15 dias a trés meses (AMEEN, 2010; BRASIL, 2017). O eritema d4 origem a uma papula de
coloragdo rubra, que aumenta de tamanho, tornando-se um nddulo ulcerativo com necrose
central, que progride ao longo de duas semanas a seis meses (AMEEN, 2010). As ulceras
geralmente sdo indolores e apresentam um aspecto arredondado, tamanho variavel (de poucos
milimetros até 20 centimetros ou mais), bordas bem delimitadas emoldurando a lesdo
propriamente dita, elevadas e eritematosas, fundo granuloso grosseiro, avermelhado e com
pouca secrecdo (AZEVEDO-COUTINHO; MENDONCA, 2014; BRASIL, 2006; BRASIL,
2017). A infecgdo cronica pode persistir por meses ou anos e geralmente progride para a cura,
exceto em casos onde ha reativacdo, que na maioria das vezes € ocasionada por

imunossupressao (REITHINGER et al., 2007). Quanto aos aspectos imunologicos, hd o



22

desenvolvimento de uma resposta marcada por equilibrio entre a produgdo de citocinas do tipo

1 e 2 (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017; SCOTT; NOVALIS, 2016).

A LCD, ¢ caracterizada pela presenca de multiplas lesdes nodulares ou papulas nao
ulcerativas, bem como auséncia de resposta celular efetiva (GOTO; LINDOSO, 2010). Em
comparagio com a LCL, a produgdo de INF-y, IL-12, TNF-o e de NO ¢ reduzida (CANEDA-
GUZMAN et al., 2014; DIAZ et al., 2006). A infec¢io geralmente ndo progride para a cura,
sendo altamente resistente ao tratamento convencional (SCORZA; CARVALHO; WILSON,
2017). Somente com terapia adequada, o quadro evolui para a cura clinica, mesmo que os danos
teciduais sejam permanentes € possam atuar como estigma estético por toda a vida (YANIK et
al., 2004; HARTLEY et al., 2014). A leishmaniose disseminada (LD) ¢ uma apresentagao rara
e que pode ser facilmente confundida com a LCD, visto seu potencial metastatico (FRANCA-
COSTA etal., 2012). Ao contrario da forma difusa, o paciente com LD exibe numerosas lesdes

pleomorficas e boa resposta ao tratamento (TURETZ et al., 2002; MACHADO et al., 2011).

Nos focos de transmissdo da LC, LMC e LCD, o cdo também pode ser encontrado
naturalmente infectado por diversas espécies de Leishmania spp. (DANTAS-TORRES, 2009).
No entanto, sua importincia epidemioldgica reside apenas na manuten¢do do ciclo bioldgico
de L. infantum (BRASIL, 2014; BRASIL, 2016). Esses achados incomuns geralmente relatam
o desenvolvimento de uma doenga cronica com manifestagoes semelhantes a LC, sendo que o
parasitismo se estabelece preferencialmente nas mucosas das vias aerodigestivas superiores, na
bolsa escrotal e pavilhdo auricular (MADEIRA et al., 2005; DANTAS-TORRES, 2007;
BRASIL, 2017). Como nesses casos o animal ¢ tomado como hospedeiro acidental, desde que
a forma clinica seja confirmada pelo diagndstico diferencial, a eutanasia € preconizada somente
quando hé o agravamento das ulceracdes ou o desenvolvimento de infecgdes secundarias que
possam gerar sofrimento (REITHINGER; DAVIES, 1999; FIGUEIREDO; MADEIRA, 2014;
BRASIL, 2014). De forma similar, também ha descri¢cdes da leishmaniose cutdnea em gatos
(Felis catus), reportando o acometimento da face, membros e regides com pouco pelo
(SCHUBACH et al., 2004; DE SOUZA et al., 2005; SIMOES-MATTOS et al., 2005;
MARTINS et al., 2010).

A LV ¢ causada por L. (L.) donovani no Velho Mundo e L. (L.) infantum no Sudeste da
Europa, no Mediterraneo € Novo Mundo (WHO, 2010). As manifestacdes da doenga em seres
humanos variam desde infecgdes assintomaticas ou oligossintomadticas, at¢é um quadro

progressivo e potencialmente fatal (BRASIL, 2014). O periodo de incuba¢do varia de dias a
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anos, sendo que os achados clinicos caracterizam-se por perda de peso, palidez, fraqueza, febre
recorrente, anemia, leucopenia, trombocitopenia, hipergamaglobulinemia, hipoalbuminemia,
plaquetopenia, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia e pancitopenia (HERWALDT, 1999;
WHO, 2010; PEDROSA, 2017). O parasitismo se estabelece em o6rgaos no figado, baco e
medula 6ssea por migragdo e acumulo de células do SMF contendo amastigotas (PACE, 2014).
Essa forma ¢ considerada grave principalmente para criangas, idosos e portadores de
imunodeficiéncias, sendo sua letalidade determinada devido as complicagdes associadas ao
quadro visceral-debilitante (BRASIL, 2014; LINDOSO et al., 2016). A LDPK, normalmente ¢
observada nas infec¢des com L. donovani, que apoés um quadro de LV leva o desenvolvimento

de nédulos cutaneos (MURRAY et al., 2005).

Embora a infeccdo por L. infantum se estabeleca em diversos Orgdos, existe uma
sequéncia de eventos imunopatologicos gerais que determinam a colonizagdo tecidual pelo
parasito. Em um primeiro momento, as amastigotas estabelecem um intenso parasitismo nas
células de Kupffer do figado, sendo que o infiltrado inflamatorio nesse 6rgao forma granulomas
na tentativa de conter o protozoario (MURRAY, 2001). Ainda nesse estagio, diferentes
populagdes de macréfagos do baco podem ser encontradas levemente parasitadas
(RODRIGUES et al., 2016). Na fase cronica, a carga parasitaria hepatica ¢ controlada e a
infeccdo esplénica progride levando a desestruturacdo da zona marginal, destrui¢do dos
foliculos de células dendriticas e perda dos centros germinativos, ocasionadas pelos elevados
niveis de TNF-o (ENGWERDA et al., 2002; STANLEY; ENGWERDA, 2007). Essa
desorganizacdo associa-se diretamente a hiperplasia das células infectadas e a produgao
desregulada de anticorpos pelos linfocitos B (MILES et al., 2005; PACE, 2014; RODRIGUES
etal., 2016). Outros eventos marcantes no curso da LV sdo a exaustdo das células T, bem como
producdo exacerbada de IL-10 que pode ser detectada no soro, em aspirados dos Orgaos

linfoides e medula 6ssea (CALDAS et al., 2005; GAUTAM et al., 2014; ESCH et al., 2013).

No cdo, a infec¢do por L. infantum pode variar de um quadro de assintomatico a uma
forma aguda que leva rapidamente ao obito. O diagndstico geralmente ¢ complexo, visto que
os animais apresentam espectro clinico varidvel e inespecifico (RIBEIRO et al., 2018). Sendo
as principais apresentagdes da leishmaniose visceral canina (LVC): sinais oculares
(conjuntivite, ceratoconjuntivite e uveite), linfoadenopatia local ou generalizada, anemia, febre,
coriza, apatia, diarreia, hemorragia intestinal, vomito, hepatoesplenomegalia, paresia dos

membros, artrite, caquexia, inani¢do e morte (ALVAR et al., 2004; BRASIL, 2014). Também
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podem ocorrer ulceragdes na pele e demais acometimentos do tegumento, como: dermatites (do
tipo esfoliativa, erosiva-ulcerativa, nodular, papular ou pustular), hiperqueratose e
despigmentagdo nasal, onicogrifose, eczema e alopecia (BRASIL, 2014). O parasito pode ser
encontrado no bago, figado, linfonodos, lesdes, pele integra e medula 6ssea (ALVAR et al.,
2004; FIGUEIREDO; MADEIRA, 2014). Apesar dos mecanismos imunolégicos de resisténcia
ainda ndo serem bem conhecidos, sabe-se que a susceptibilidade varia conforme a raga,
expressao dos genes do complexo principal de histocompatibilidade de classe II (MHC II) e de
Slcllal (NRAMP1), que codifica a bomba de préton-cation fagolissosomal capaz de controlar

o crescimento das amastigotas (ALTET et al., 2002; QUINNELL et al., 2003).

Assim como na doenga humana, na LVC o desenvolvimento de uma resposta do tipo 1
esté relacionada a protecdo contra a infecgdo, € a do tipo 2 com a progressao da enfermidade
(BRACHELENTE et al.,, 2005). Caes sintomaticos (susceptiveis) apresentam elevada
expressao de TGF-f e IL-10 nos linfonodos, IL-4 na pele e um equilibrio de citocinas no bago,
com predominio de IL-10 com o avango da doenga (LAGE et al., 2007; ALVES et al., 2009).
No figado, as duas respostas também coexistem, sendo marcadas principalmente pelos altos
niveis de TGF-B1, IL-10 e INF-y (CORREA et al., 2007). Quanto a produgao de anticorpos, ela
caracteriza-se pelo aumento de imunoglobulinas totais no soro, sendo estas pertencentes as
classes IgG (IgG1 e 2), [gM e IgE (REIS et al., 2006a, 2006b; DAY, 2007). Na literatura ainda

ha divergéncias quanto a associagdo do isotipos com a apresentagdo de sintomas (DAY, 2007).

No que se referem as caracteristicas do parasito, variacdes de ordem genética, como o
aumento no numero de copias de um mesmo gene, polimorfismos de nucleotideos simples
(SNP, do inglés Single nucleotide polymorphism), presenca de pseudogenes, expressao
diferencial de determinados fatores de viruléncia e adaptacdes que induzem maior resisténcia
ao estresse oxidativo, podem determinar cursos patologicos distintos entre cepas de uma mesma
espécie de Leishmania spp. (SOLIMAN, 2006; ROGERS et al., 2011; MCCALL; ZHANG;
MATLASHEWSKI, 2013; HARTLEY et al., 2014; DE REZENDE et al., 2017). A espécie L.
amazonensis, por exemplo, exibe alta variabilidade intraespecifica e, devido a isso, infec¢des
por esta espécie podem se manifestar em um amplo espectro de formas clinicas, podendo variar
de assintomatica sem lesdes aparentes a formas desfigurantes e até mesmo viscerais (BARRAL
et al., 1991; FERNANDES et al., 2014). Anélises moleculares de isolados viscerotropicos de
L. braziliensis comprovaram que em um mesmo hospedeiro podem coexistir distintas

populagdes de protozodrios, estas parecem ter a capacidade de colonizar diferencialmente cada
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tecido (OLIVEIRA et al., 2013; MARQUEZ et al., 2017). Em oposicdo, cepas com baixa
infectividade de L. infantum e L. donovani também tém sido descritas acometendo

exclusivamente a pele (CUNHA et al., 2013; KARIYAWASAM et al., 2018).

Outros fatores que podem determinar o curso da patologia sdo coinfecgdes entre duas
espécies de Leishmania spp. ou destas com outros microrganismos € parasitos, visto que as
areas de transmissao se sobrepde (IBRAHIM et al., 1994; LINDOSO et al., 2016; MORGADO
et al., 2016). Em um estudo no interior da Bahia, L. amazonensis e L. infantum foram isoladas
de pacientes na mesma localidade, nesse caso especula-se que o desenvolvimento de LV possa
ter decorrido da infeccdo mista ou estar relacionada com uma cepa de L. amazonensis em
particular (BARRAL et al., 1991). Infec¢des experimentais em hamsters dourado da Siria
(Mesocricetus auratus) comprovaram que a coinfec¢@o entre ambas as espécies agrava o quadro
clinico, com L. amazonensis invadindo precocemente o bagco e o figado, causando
esplenomegalia e lesdes locais ou disseminadas (CELESTE et al., 2017). Entretanto, o melhor
exemplo de coinfeccdo que conduz a visceralizacdo de cepas originalmente cutaneas ¢ entre
Leishmania spp. € o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (VAN GRIENSVEN et al.,
2014).

1.3. Aspectos epidemiologicos e controle das leishmanioses

Endémica em mais de 98 paises e territdrios distribuidos em cinco continentes, as
leishmanioses apresentam uma incidéncia anual de 1,3 milhdes de novas infecg¢des, sendo 1,0
milhdo para a LC e 300.000 para a LV (WHO, 2018). Ainda quanto a forma visceral,
aproximadamente 350-400 milhdes de individuos encontram-se em 4reas de risco e 20-30 mil
dos casos evoluem para o obito do portador (CHAPPUIS et al., 2007; ALVAR et al., 2012).
Devido a isso, a Organizagdo Mundial da Satde (OMS) classifica a LV como o segundo grupo
de doengas parasitarias que mais mata no mundo, ficando atrds somente da malaria (DESJEUX,

2004; WHO, 2010).

A LC esta amplamente distribuida nas Américas, Mediterraneo, Asia e Oriente Médio,
sendo que destas regides os paises com maiores contagens de casos sdo: Afeganistao, Argélia,
Brasil, Colombia, Etidpia, Ira, Nicardgua, Peru, Sudao e Siria, que juntos representam 70-75%
dos niimeros globais (PAHO, 2017). Nestes locais, entretanto, observa-se um aumento no
numero de infecgdes, devido as melhorias no diagnostico e das falhas no controle do vetor e

dos reservatorios (REITHINGER et al., 2007). Além disso, o aumento na susceptibilidade do
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hospedeiro humano a infec¢do seja por imunossupressao, desnutri¢do, migracdes, pobreza e
conflitos étnicos-territoriais, também tem profundos impactos na epidemiologia da doenca
(DESJEUX, 2001; DU et al., 2016). Sendo assim, essa forma clinica ¢ considerada uma das
seis mais importantes doengas infecciosas, principalmente devido a capacidade de produzir
deformidades que comprometem a vida do individuo acometido, com reflexos no campo
psicolégico, social e econdmico (YANIK et al., 2004; WHO, 2010; DU et al., 2016; BRASIL,
2017). Considerando que a LC ¢ uma doenca ocupacional, sdo perdidos cerca de 42 mil anos
de vida ajustados por incapacidade (DALYs, do inglés Disability-ajusted life years)
(MURRAY et al., 2015).

No continente americano, a LC distribui-se amplamente do sul dos Estados Unidos até
norte da Argentina, exceto no Chile e Uruguai (COSTA, 2008; WHO, 2010). De 2001 a 2015,
a Organizacdo Pan-Americana de Satde notificou 845.775 casos, sendo eles registrados na sub-
regido Andina (40,25%), América Centra (15,45%), Brasil (41,65%), Colémbia (19,7%) e Peru
(13,12%) (PAHO, 2017). Ainda segundo esses dados, no ano de 2015 a média anual de
infec¢des foi aproximadamente 46.082 (com incidéncia de 17 casos/100 mil habitantes), sendo
0os maiores numeros observados no Suriname (218.48/100 mil habitantes) e Nicardgua

(76.64/100 mil habitantes).

No Brasil, a LC ¢ causada principalmente por L. amazonensis, L. guyanensis e L.
braziliensis, que apresentam ampla distribuicdo por todas as regides geograficas (COSTA,
2008; COELHO et al., 2011; BRASIL, 2017). Estima-se que no periodo de 1995 a 2014, a
forma cutanea apresentou média anual de 25.763 novos casos, com coeficiente de deteccdo
médio de 14,7 casos/100 mil habitantes (BRASIL, 2017). O mesmo estudo ainda aponta que
casos autoctones ja foram registrados em todas as regides. Entanto, a real prevaléncia da LC
em territorio brasileiro ndo se encontra plenamente estabelecida, principalmente em virtude de
subnotificagdes, diagndsticos incorretos, infecgdes inaparentes, variagdes de resposta do
hospedeiro e mudanga no perfil epidemiologico (COSTA, 2008). Inicialmente considerada uma
zoonose de animais silvestres, a doenca acometia ocasionalmente pessoas em contato com o0s
vetores presentes em areas naturais (BRASIL, 2017). Entretanto, devido as modificagdes
ambientais feitas pelo homem, como o desmatamento e a urbanizagdo mal planejada que levam
0S vetores e os reservatorios a entrar em maior contato com os seres humanos, observa-se a
inversdo do perfil epidemioldgico de silvestre para peridomiciliar (ASHFORD, 2000;
DESJEUX, 2001).
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Dado ao fato de que o cdo participa como hospedeiro acidental no ciclo bioldgico das
espécies causadoras de LC humana, a prevaléncia das infecgdes restringe-se a poucos estudos.
Tal escassez ¢ um reflexo de como o diagnostico das leishmanioses nesses animais ¢ realizado
em alguns locais, sendo o exame parasitologico e sorologico as metodologias mais utilizadas
(BRASIL, 2014; RIBEIRO et al., 2018). Essas ferramentas, no entanto, ndo possibilitam a
identificacdo do agente etioldgico e muitos cdes acabam sendo abatidos erroneamente
(DANTAS-TORRES, 2009). No Rio de Janeiro, por exemplo, um estudo com 66 caes positivos
para anticorpos anti-Leishmania revelou que 12 estavam infectados por L. braziliensis
(MADEIRA et al., 2006). Em Bauru (Sao Paulo), foram encontrados 77 (74,8%) de 103 caes
apresentando o perfil de L. amazonensis na analise de polimorfismo de tamanho dos fragmentos
de restri¢ao (RFLP, do inglés Restriction Fragment Length Polymorphism) (SANCHES et al.,
2016). Além desse achado, L. amazonensis jé relatada acometendo cdes em Sao Paulo, Minas
Gerais ¢ Parand (TOLEZANO et al., 2007; DIAS et al., 2011; HOFFMANN et al., 2012;
VALDIVIA et al., 2017).

A LV apresenta ampla distribuigio na Asia, Europa, Oriente Médio, Africa e nas
Américas, sendo que dos 88 paises onde a doenga ¢ endémica, 90% dos casos ocorrem na [ndia,
Bangladesh, Suddo, Etiopia e Brasil (PIGOTT et al., 2014). Das 52.176 notificagdes entre 2001
a 2015 nas Américas, 96,35% delas foi realizada no Brasil (50.268) (PAHO, 2017). Ainda
segundo esse dado, das 3.456 novas infecc¢des registradas em 2015, 95,15% (3.289) ocorreram
no Brasil (incidéncia de 2,54/100 mil habitantes), seguido do 2,7% no Paraguai (92), 1% na
Venezuela (37) e 0,6% na Colombia. Desse total, 257 (7,44%) dos casos foram coinfecgdes

com HIV e 268 (7,75%) evoluiram para 6bito do portador (PAHO, 2017).

No Brasil, de 1984-2002 os casos de LV somaram 48.455 ¢ de 2004 a 2014 a média anual
foi 3.156 notificagdes (incidéncia de dois casos/100 mil habitantes) (BRASIL, 2014). Em 25
anos de registros (1990-2015), torna-se evidente o aumento no niimero de casos, a mudanga no
perfil de transmissdo de rural para urbana e a expansdo no pais (BRASIL, 2014).
Historicamente, as migracdes representaram o principal fator que contribuiu para essa alteracao
(HARHAY et al., 2011; PAHO, 2017). Na década de 90, aproximadamente 90% dos casos de
LV eram notificados no Nordeste, entretanto, com o passar dos anos a doenga se expandiu para
outras regioes, como Norte, Centro-Oeste, Sudeste e, recentemente nove casos autdctones
foram registrados no Sul, onde anteriormente nao havia transmissao (HARHAY et al., 2011;

BRASIL, 2014; SINAN, 2018).
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No que se refere a LVC, o encontro de caes infectados precede o aparecimento de casos
humanos (BRASIL, 2014). Desse modo, a¢des de controle voltam-se para a importancia desse
reservatorio, sendo preconizada a eutandsia de animais infectados com L. infantum
(FIGUEIREDO; MADEIRA, 2014). Contudo, a constatacao de que o Ministério da Saude nao
tem conseguido reduzir os casos de LV humana, suscita o questionamento e a necessidade de
reavaliagdo dessa politica (PALATNIK-DE-SOUSA et al.,, 2001; ALVAR et al., 2004;
HARHAY et al., 2011). Em 2017, foi aceito o registro ¢ comercializagdo do medicamento
Miltefora® para cies, permitindo o tratamento de centenas de animais em todo o territorio
nacional (RIBEIRO et al., 2018). Uma vez que o tratamento ndo elimina por completo o parasito
do organismo (cura parasitologica), a decisdo de submeter o cdo aos protocolos terapéuticos
visa aumentar sua expectativa e qualidade de vida, bem como reduzir a carga parasitaria e o
potencial infectivo ao vetor (RIBEIRO et al., 2018). Outras alternativas de controle da infec¢ao
canina, sdo: o uso de coleiras impregnadas com inseticida piretrdides e a administracdo das

vacinas atualmente disponiveis (TRAVI et al., 2018).

1.4. Caracterizacio de isolados de Leishmania spp.

Os primeiros estudos de caracterizagdo dos protozoarios do género Leishmania spp.
objetivaram principalmente estabelecer uma relagdo entre a espécie e as manifestagoes da
infeccdo no hospedeiro. Com a introdugdo das metodologias moleculares e bioquimicas, a
distingdo das formas clinicas e a espécie do parasito puderam ser identificadas de forma mais
sensivel e especifica (GOMES et al., 2007). A analise de isoenzimas (MLEE, do inglés
Multilocus Enzime Eletrophoresis) constitui uma das ferramentas mais importantes para
estudos taxonomicos das leishmanioses (CUPOLILLO; GRIMALDI; MOMEN, 1994; DA
SILVA etal., 2010). Através desta, os pesquisadores foram capazes de identificar as zimodemas
(agrupamento de cepas com perfil isoenzimatico similar) e definir os complexos (conjunto de
espécies com menor variabilidade enzimadtica entre si) (GARDENER; CHANCE; PETERS,
1974, KREUTZER; CHRISTENSEN, 1980; GRIMALDI et al., 1991).

A reagao em cadeia da polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction)
possibilitou, além de um diagndstico sensivel e altamente especifico, o desenvolvimento de
estudos taxondmicos e filogenéticos com base nas analises do material genético (DEGRAVE
et al., 1994; GOMES et al., 2007; YANG; ROTHMAN, 2004). Variantes dessa técnica t€ém
surgido e sido aplicadas na detec¢ao da variabilidade intra e interespecifica dos parasitos, por

exemplo, a RAPD-PCR (do inglés Random Amplified Polymorphic DNA) baseia-se na
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amplificagdo do DNA utilizando primers de sequéncia arbitraria que se ligam em diversas
regides do genoma e geram fragmentos de tamanhos diferentes (WILLIAMS et al., 1990;
MARTINEZ et al., 2003; MARQUEZ et al., 2017). A SSR-PCR (do inglés Simple Sequence
Repeats) tem por base a amplificagdo de repeti¢cdes curtas (microssatélites) distribuidas pelo
DNA gendmico, sendo que as reagdes resultam em perfis baseados na quantidade de sequéncias
diferentes entre cada espécie e cepa (TAUTZ, 1989; VOLPINI; PASSOS; ROMANHA, 2001).
Outra técnica ¢ a RFLP-PCR, que envolve uma o corte do material amplificado com enzimas

de restri¢do (VOLPINI et al., 2004; DA SILVA et al., 2010).

Essas e outras metodologias ajudaram no entendimento da biologia de Leishmania spp. e
da relacdo parasito-hospedeiro. Muitos estudos ja descreveram genes e moléculas relacionados
a capacidade de infeccdo (infectividade) e geracdo dos sinais clinicos (patogenicidade). A
viruléncia, conforme proposto por Chang e McGwire (2002), corresponde a gravidade dessas
manifestagdes, sendo os protozodarios causadores do quadro visceral mais virulentos do que
aqueles que levam ao desenvolvimento de lesdes cutianeas autocuraveis. De forma geral, sdo as
moléculas presentes na superficie da membrana das promastigotas e amastigotas que
possibilitam o estabelecimento da infeccdo na célula do SMF, a sobrevivéncia as pressoes
seletivas do organismo hospedeiro e fixacdo no sistema digestivo do vetor, dentre elas
destacam-se: o glicosilfosfatidilinositol (GPI), a protease gp63 e o lipofosfoglicano (LPG)
(YAO; DONELSON; WILSON, 2003; DE ASSIS et al., 2012; DOSTALOVA; VOLF, 2012).
Um exemplo de sua importancia é mostrado em estudos onde uma forma mutante LPG® de L.
major teve sua infectividade atenuada em flebotomineos, camundongos e macréfagos in vitro

(SACKS et al., 2000; SPATH et al., 2000).

Uma vez que a regulacdo da expressdao génica em tripanossomatideos ¢ feita através de
modificagdes pos-transcricionais, estudos do proteoma (conjunto de proteinas) tém
possibilitado a caracterizacdo em larga escala de proteinas envolvidas na infectividade e a
diferenciagdo de linhagens celulares (PAAPE; AEBISCHER, 2011). Um trabalho recente que
fez uso dessas técnicas foi capaz de identificar diferengas na abundancia de fatores de viruléncia
entre duas cepas de L. amazonensis com carater metastatico diferentes (DE REZENDE et al.,
2017). Além disso, essas ferramentas também tém sido usadas na busca por novas vacinas, no
melhoramento do diagnostico e entendimento de como Leishmania spp. modula a resposta
imunologica do hospedeiro (COSTA et al., 2011; PAAPE; AEBISCHER, 2011; TEIXEIRA et

al., 2015). Embora tais técnicas fornecam dados substanciais que permitem a caracterizagao e
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agrupamento de espécies, faz-se necessaria uma abordagem mais ampla que considere também

o comportamento do protozoario e as caracteristicas da infec¢ao.

O isolamento de Leishmania spp. a partir de fragmentos de lesdes ou de aspirados de
outros Orgdos, constitui uma dentre as variadas metodologia para o diagnostico das
leishmanioses (SINGH, 2006). Apesar de suas limitagdes, como a possibilidade de
contaminagdes bacterianas e fungicas nos inoculos in vitro, esta técnica permite a manutengao
dos parasitos em culturas axénicas e, com isso, viabiliza melhor identificagdo da espécie
envolvida na infec¢ao quanto utilizada em associagdo a outra técnica. Além disso, o cultivo de
cepas selvagens facilita a realizacdo de estudos sobre fatores de viruléncia, resisténcia a drogas
e adaptacdes que podem ocorrer nas espécies de maior importincia epidemioldgica

(OLIVEIRA et al., 2010).

Aproximadamente 90% dos isolamentos de parasitos de pacientes com doenca ativa
apresentam crescimento em meios de cultura liquidos ou semissoélidos (SINGH, 2006). No
entanto, determinadas espécies de Leishmania spp. apresentam baixa taxa de multiplicacdo in
vitro ou requerem condicdes rigorosamente controladas (LEMESRE et al., 1988). A inoculagdo
de material biol6gico em modelos experimentais ¢ adicionalmente empregada para aumentar as
chances de isolar o protozoario e, além disso, possibilita a confirmacao da forma clinica por
reproducdo da sintomatologia (PORROZZI; CAVALCANTI; CUPOLILLO, 2014). Dentre os
animais de laboratorio mais utilizados no estudo das leishmanioses, destacam-se os
camundongos (Mus musculus), o hamster dourado da Siria, cdes e primatas ndo humanos. O
primeiro ¢ altamente susceptivel as diferentes espécies de Leishmania spp., sendo que a
infecio experimental mimetiza eventos marcantes da doenga em outros organismos (LORIA-
CERVERA; ANDRADE-NARVAEZ, 2014). Em camundongos, a progressio da doenga pode
variar conforme a linhagens de roedor isogénico (geneticamente semelhante) utilizada, a
espécie de parasito e a via de infecgio (ROLAO; MELO; CAMPINO, 2004; PEREIRA;
ALVES, 2008; LOEUILLET; BANULS; HIDE, 2016; DE SOUZA et al., 2018).
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2. JUSTIFICATIVA

A infecgdo por Leishmania spp. apresenta-se de diferentes formas clinicas e pode
acometer um amplo espectro de mamiferos, incluindo o ser humano. O c3o desempenha um
importante papel como reservatorio do parasito causador da LV (L. infantum), entretanto, em
areas endémicas para L. amazonensis € L. braziliensis, estes também podem ser encontrados
naturalmente infectados por tais agentes etiolégicos. Embora essas infecgcdes sejam raras,
alguns achados da literatura t€ém aberto o questionamento sobre o papel desses animais no ciclo
biologico dessas espécies e o potencial infectivo das mesmas. Tendo isso em vista, torna-se
importante a caracterizagdo desses protozoarios, bem como o estudo dos aspectos relacionados

a sua infectividade e patogenicidade.

Segundo dados nao publicados do grupo de pesquisa do Laboratdério de Bioensaios em
Leishmania, a transmissao das leishmanioses ainda ¢ recente e restrita a algumas regides do
municipio de Uberlandia. No ano de 2015, o Prof. Sydnei Magno da Silva (coordenador do
laboratério) isolou duas cepas de Leishmania spp. provenientes de caes. Ambos os animais
apresentavam sinais compativeis com a LVC. No entanto, ao inocular uma das cepas em
hamster e camundongo, esta levou o desenvolvimento de lesdes cutaneas nodulares e ulceradas
em ambos. A avaliagdo das extensdes sanguineas do cao do qual foi isolada a segunda cepa,
mostrou amastigotas livres, parasitando monocitos e neutréfilos. Neste sentido, nds nos
questionamos sobre o perfil infectivo in vitro € in vivo das mesmas. O presente estudo, portanto,
busca contribuir com informag¢des e ampliar o conhecimento com relagdo a infectividade desses

dois parasitos, para que isso sirva de ponto de partida para futuras investigagoes.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Caracterizar a infectividade in vitro e in vivo de duas cepas selvagens de Leishmania spp.

isoladas de caes.
3.2. Objetivos especificos

v' Realizar a caracterizagdo em nivel molecular das duas cepas selvagens de Leishmania

Spp.;

v' Avaliar o comportamento da curva de crescimento, em meio quimicamente definido, das

cepas selvagens em relagdo a duas cepas de referéncia da OMS;

v' Verificar a infectividade das formas promastigotas ¢ amastigotas axénicas das cepas

selvagens e de referéncia, em macrofagos imortalizados de cao;

v Caracterizar a infectividade das cepas selvagens e¢ de referéncia em camundongos

BALB/c;
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Caracterizacio molecular das cepas selvagens de Leishmania spp.
4.1.1. Preparacio das suspensoes celulares de Leishmania spp.

As duas cepas selvagens (referidas como UDI-1 e 2), bem como as cepas Bal99
(MHOM/BR/1989/Bal99 — L. amazonensis), BH401 (MCAN/BR/2002/BH401 — L. infantum),
M2904 (MHOM/BR/1975/M2904 — L. braziliensis), M4147 (MHOM/BR/1975/M4147 — L.
guyanensis) foram descongeladas do criobanco do Laboratorio de Bioensaios em Leishmania e
expandidas em meio a-MEM (Minimum Essential Medium Eagle — Sigma Aldrich Inc., Estados
Unidos da América— EUA), pH 7,2, suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB — Life
Technologies, EUA), 2mM de L-glutamina (Sigma Aldrich Inc., EUA), 100U/mL de penicilina
(Sigma Aldrich Inc.), 100pug/mL de estreptomicina (Sigma Aldrich Inc., EUA), 400pug/mL de
gentamicina (Chemitec® Agro-Veterinaria, Brasil - BR) e 20mM de tampao HEPES (Ludwig
Biotec Ltda., BR) em garrafas de 25cm? (Eppendorf®, BR). Os parasitos foram incubados em
estufa B.O.D. (Demanda Biologica de Oxigénio, do inglés Biological Oxygen Demand —
Lucadema, BR) a 24°C. Apdés quatro dias, as culturas foram transferidas para tubos de 15mL
(Sarsted AG & Co., Alemanha) e centrifugadas a 1650x g por 10min a temperatura ambiente.
Os sobrenadantes foram descartados e os sedimentos ressuspensos com tampao fosfato-salino
estéril (PBS — NaCl 136mM, KCl 2,6mM, Na,HPO4 10mM e KH>PO4 1,7/mM, pH 7,2), sendo

as suspensoes celulares armazenada no freezer -80°C até o momento da extracdo do DNA.
4.1.2. Extracdo de DNA

As extragdes foram realizadas com o kit ReliaPrep™ gDNA Tissue Miniprep System
(Promega®, EUA), seguindo as instru¢des do fabricante. O DNA extraido foi eluido em 100uL
de agua livre de nucleases, sendo a concentracdo de DNA determinada por espectrofotometria
(NanoDrop 1000 Spectrophotometer, Thermo Fischer Scientific, EUA). As amostras foram

armazenadas a -20°C até o momento das analises moleculares.
4.1.3. Reacodes em cadeia da polimerase (PCR)

O DNA extraido foi submetido a analise molecular com os primers LITSR/L5.8S e Asp70
direto/reverso (GRACA et al., 2012; SCHONIAN et al., 2003). Sendo as PCRs realizadas em

um volume final de 25uL utilizando GoTaq® Green Master Mix (Promega®, EUA), conforme
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instrugdes do fabricante, o termociclador SimpliAmp™ Thermal Cycler (Thermo Fisher
Scientific, EUA) e as condigdes descritas na Tabela 1. Em ambas as rea¢des foram utilizados
como controles o DNA das cepas Ba199, BH401, M2904 ¢ M4147, bem como agua livre de

nucleasse (branco).

Apo6s a PCR, os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
3% ou poliacrilamida 6%, juntamente com o padrdo de peso molecular de 100pb (Ludiwig
Biotec, BR) e com tampao TBE 1X (Tris 89mM, acido borico 89mM e EDTA 2mM) durante
1h a 100V. Para visualizagdo das bandas, os produtos de reacao corridos em gel de agarose
foram marcados com intercalante de DNA (Safer Dye - Kasvi, BR). Enquanto que, o gel de
poliacrilamida foi fixado em solugdo de alcool etilico 10% v/v e acido acético 0,5% v/v, corado
em solucdo de nitrato de prata 0,1% p/v e revelado com auxilio de solucdo de hidroxido de
sodio 3% p/v e formaldeido 3% v/v (GREEN; SANMBROOK, 2012). O gel de agarose foi
visualizado sobre a indecéncia de luz ultravioleta em fotodocumentador /mage Quant LAS 4000

(GE Healthcare Life Sciences, EUA).
4.1.4. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Os produtos de PCR foram submetidos a digestdo enzimatica utilizando a enzima Haelll
(Promega®, EUA), que cliva o0 DNA no palindromo —5’-GGYCCCCaGG-3’ e possibilita a
determinagio das espécies de Leishmania spp. (SCHONIAN et al., 2003; GRACA etal., 2012).
A reagdo foi realizada em um volume final de 20uL, sendo 2uLL de cada amostra amplificada,
0,5uL de Haelll (10U/pL), 2uL de tampao C (Tris-HCI 10mM, MgCl> 10mM, 50mM de NacCl,
ImM de DTT, pH 7,9 — Promega®, EUA) e 15,5uL de agua livre de nucleasse. A digestio foi

feita a 37°C por 2h em banho seco.

Para a visualizagao do perfil de pares de bandas (Tabela 2), os produtos das reacdes foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 3% ou poliacrilamida 6%, conforme descrito no

topico 4.1.3.



Tabela 1: Iniciadores, alvo, tamanhos (pb) dos produtos amplificados e condi¢des da reacdo de PCR para Leishmania spp., segundo Graga et al. (2012) e Schonian et al. (2003).

Iniciadores Sequéncias (foward e reverse) Alvo Amplicon Condicdes da reacio
Sequéncia conservada da regiao Desnaturagao inicial a 95°C por
, , espacadora transcrita interna do gene 2min, seguido de 35 ciclos (95°C
LITSR/LS.8S F: 5-CTGGATCATTITCCGATG-3 do RNA ribossomal 1 (ITS1, do 300- por 20seg, 56°C por 30seg, 72°C
R: 5’-TGATACCACTTATCGCACTT-3> |. .. . . o 350pb N . ’
inglés ribosomal internal transcribed por Imin) e extensao final a 72°C
spacer 1) de Leishmania spp. por 6min
Sequéncia conservada do gene de Desnaturagdo inicial a 94°C por
hsp70 F: 5°-GGACGAGATCGAGCGCATGGT-3’ Leishmania spp. que codifica a 234pb Smin, seguido de 30 ciclos (94°C
direto/reverso | R: 5’-TCCTTCGACGCCTCCTGGTTG-3" | proteina de choque térmico de 70 por 30seg, 61°C por 1min, 72°C por
kDa (Hsp70). 30seg) e 72°C por 8min

Tabela 2: Tamanhos dos fragmentos (pb) obtidos apds digestdo dos produtos de reagdo dos controles de Leishmania spp., segundo Graga et al. (2012) e Schonian et al. (2003).

Espécie Alvos digerido com a enzima Haelll
ITS1 HSP70
L. infantum ~190, 70 e 60 90, 80 ¢ 70
L. amazonensis ~190 e 140 230
L. braziliensis ~150 e 140 140
L. guyanensis ~150 e 130 180




4.2. Cultivo de manutencio de Leishmania spp.
4.2.1. Cultivo das formas promastigotas

Para todos os ensaios descritos a seguir foram utilizadas somente as cepas Bal99 (L.
amazonensis), BH401 (L. infantum), UDI-1 e UDI-2. A primeira foi isolada de um caso humano
de LCD proveniente do estado do Maranhao e a segunda de um cdo com LVC em Minas Gerais
(DE OLIVEIRA et al., 2007; CELESTE, 2015). As promastigotas das cepas selvagens e de
referéncia foram cultivadas em meio a-MEM completo (conforme descrito no topico 4.1.1) em
garrafas de 25cm? e incubadas em estufa B.O.D. a 24°C. Sempre que necessario, 0s parasitos
foram repicados entre o 3-5° dias de cultivo, sendo as novas culturas iniciadas com 5x10°
promastigotas/mL. Além disso, para evitar que os parasitos perdessem sua viruléncia, ndo

foram utilizadas culturas repicadas mais de 10 vezes (MOREIRA et al., 2012).
4.2.2. Diferenciacio e manutencio das amastigotas axénicas

As amastigotas foram obtidas por diferenciagdo in vitro. Para tal, aproximadamente 2x10’
promastigotas/mL foram reservadas em tubos de 15mL, centrifugadas a 1650x g por 10min a
temperatura ambiente, lavadas trés vezes com PBS estéril, ressuspensas com meio o-MEM
completo (pH 4-5) e transferidas para garrafas de 25cm? (TEIXEIRA et al., 2002). As culturas
foram vedadas e incubadas de dois a cinco dias em estufa a 34°C (CO: Incubator MCO-
19IAUV-PA, Panasonic Corp., Japao), sendo acompanhadas quanto as mudangas morfoldgicas
com auxilio do microscopio EVOS®XL Core Cell Imaging System (Thermo Fisher Scientific,
EUA) e, quando necessario, passadas trés vezes em seringa com agulha de 26G'2 para

individualizagdo dos parasitos.
4.3. Curva de crescimento in vitro das formas promastigotas

A avalia¢do do desenvolvimento e multiplicagdo das formas promastigotas foi realizada
através da curva de crescimento in vitro. Para tal, culturas iniciadas com 5x10°
promastigotas/mL foram acompanhadas por oito dias consecutivos. Basicamente, uma aliquota
das culturas foi diluida em solucdo fixadora (acido citrico 0,05M, cloreto de sédio 0,12M,
formaldeido 0,5% v/v, pH 7,2). Em seguida, a solucdo foi diluida novamente em igual volume
de eritrosina B 0,4%, aplicada em cdmara hemocitométrica (Kasvi, Brasil) e analisada em

microscopio Optico (aumento de 40x). O niimero de parasitos por mililitro de cultura foi
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determinado pela média aritmética dos quatro quadrantes multiplicada pelo inverso da dilui¢ao

e, novamente, por 10.000 (fator de correcdo da cadmara).
4.4. Cultivo e manutenc¢ao de células DH82

Os macréfagos caninos DH82, originalmente obtidos a partir do cultivo de células de
medula 6ssea de um cdo com histiocitoma maligno (WELLMAN et al., 1988), foram
gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Tiago Wilson Patriarca Mineo. As células foram cultivadas
em garrafas de 75cm? com meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute Medium - Sigma
Aldrich Inc., EUA) suplementado com 2,0g/L de bicarbonato de so6dio (Sigma Aldrich Inc.,
EUA), 10% de SFB, 100U/mL de penicilina, 100pg/mL de estreptomicina, 400ug/mL de
gentamicina e 20mM de HEPES. A incubag¢do da cultura foi realizada em estufa a 37°C com

5% de CO; € 95% de umidade.

Repiques foram realizados a cada trés dias ou quando a células atingiam uma
confluéncia proxima a 90%, sendo a monocamada dispersa com solugdo de EDTA 10mM
seguido de centrifugagdo (500g por 10min a 4°C), descarte do sobrenadante e ressuspensao em
meio RPMI completo. Quando necessario, a suspengao celular foi criopreservada com de meio
de congelamento composto por solu¢do de dimetilsulféoxido (DMSO - Sigma Aldrich Inc.,

EUA) diluido em nove partes de SFB.
4.5. Infeccao de macrofagos

Para a infeccdo in vitro, a quantidade de células vidveis na suspensdo celular foi
determinada por contagem em camara hemocitométrica, como descrito no topico 4.3. A
concentragio de DH82 foi ajustada para 1x10° macréfagos/pogo de uma placa de placas de 24
pocos (Kasvi, BR) contendo laminulas estéreis (13 mm). Apos isso, a placa foi incubada
overnight (37°C, 5% de CO> e 95% de umidade) até a completa adesao dos macrofagos e,
posteriormente, os parasitos foram contados e adicionados aos pogos numa propor¢do de dez

protozoarios por fagocito.

As promastigotas de fase estaciondria foram incubadas juntamente com os macrdofagos
durante 24h a 34°C (5% de CO2 e 95% de umidade). Apos este tempo, os pogos foram lavados
seis vezes com meio RPMI incompleto e as células infectadas permaneceram incubadas por

mais seis horas. Ao fim destes tempos, os pogos foram novamente lavados e as laminulas
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retiradas cuidadosamente. Logo depois de secas, elas foram coradas com Panético Rapido
(Laborclin LTDA, Brasil), montadas em laminas com o auxilio de Balsamo do Canadé e
analisadas em microscopio otico (aumento de 100x). Os mesmos procedimentos foram

realizados para a infeccdo com amastigotas axénicas.

A porcentagem de macrofagos infectados (nimero de DH82 infectadas % 100/nimero de
DHS82 contadas), o nimero médio de amastigotas intracelulares/célula infectada e o indice de
infectividade (porcentagem de DHS82 infectadas X [numero de amastigotas
intracelulares/macréfago infectado]) foram determinados apos a contagem de 300 macréfagos

por laminula, em duplicata.
4.6. Avaliacao da infeccao in vivo
4.6.1. Animais

Os ensaios de infectividade in vivo foram conduzidos utilizando camundongos BALB/c
fémeas com oito semanas de idade e peso variando entre 20-25g. Durante todo o experimento,
os animais foram mantidos no Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal da UFU
(CEBEA - UFU), onde receberam agua e alimento ad [libitum (Protocolo CEUA/UFU no
069/2013 - Anexo 1).

4.6.2. Infeccao experimental de camundongos BALB/c com as cepas

selvagens e de referéncia

Para as infecgdes in vivo, as culturas de promastigotas foram mantidas até que atingissem
a fase estaciondria seguindo as mesmas condi¢des descritas no topico 4.2.1. Apds a contagem
em camara hemocitométrica, as culturas foram centrifugadas (3500rpm por 10min a
temperatura ambiente) e 2x10” promastigotas/50uL de PBS foram inoculados na base da cauda
(Ba199 e UDI-1) ou por via intraperitoneal (IP - BH401 e UDI-2) nos camundongos. Os animais

foram distribuidos nos seguintes grupos:

Grupo 01: Cinco animais infectados com UDI-1, que tiveram o desenvolvimento de

lesdes e peso acompanhados durante 12 semanas;

Grupo 02: Cinco animais infectados com Bal99, que tiveram o desenvolvimento de

lesdes e peso acompanhados durante 12 semanas;
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Grupo 03: Cinco animais infectados com UDI-2, que tiveram o peso acompanhado

durante dez semanas;

Grupo 04: Cinco animais infectados com BH401, que tiveram o peso acompanhado

durante dez semanas;

Grupo 05: Cinco animais infectados com UDI-1, que foram eutanasiados para avaliacdo

da carga parasitaria apds oito semanas;

Grupo 06: Cinco animais infectados com Bal99, que foram eutanasiados para avaliagdo

da carga parasitaria apds oito semanas;

Grupo 07: Cinco animais infectados com UDI-2, que foram eutanasiados para avaliacido

da carga parasitaria apds cinco semanas;

Grupo 08: Cinco animais infectados com BH401, que foram eutanasiados para avaliagcdo

da carga parasitaria apds cinco semanas;

Como a biologia desses parasitos varia entre as espécies de Leishmania spp., a critério de
comparag¢do o tempo de infecgdo e as vias de inoculagdo foram mantidas conforme o que €
descrito na literatura para Leishmania infantum e Leishmania amazonensis (ROLAO; MELO;
CAMPINO, 2004; LOEUILLET; BANULS; HIDE, 2016). Sendo assim, nos experimentos in

vivo, as comparacoes foram feitas entre as cepas da mesma espécies de Leishmania spp.
4.6.3. Cinética da infeccao

O desenvolvimento da infec¢ao e das lesdes cutaneas foi acompanhado para os grupos
um e dois, sendo a progressdo das manifestagdes dérmicas verificadas com auxilio de
paquimetro digital (150mm - Western Union, EUA) semanalmente. Além disso, a ingestao de
alimento e dgua, comportamento, aspecto da pelagem e mucosas foram monitorados durante
todo o experimento, bem como o peso dos animais dos grupos trés e quatro foi verificado

semanalmente em balanga de precisdo (0,001g).
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4.6.4. Analise da carga parasitaria por PCR quantitativa (QPCR)

4.6.4.1. Coleta e extracao de DNA dos tecidos animais

Os animais foram eutanasiados conforme os protocolos nacionais que regulamentam a
experimentacdo animal. Brevemente, os camundongos foram contidos manualmente e
quimicamente por associagdo de Cetamina (Sytec, BR - 20mg/kg) e Xilazina (Sytec, BR -
20mg/kg) inoculadas por via IP. Uma vez constatado o plano anestésico, foi realizado o
deslocamento cervical. Em seguida, os animais foram posicionados em decubito dorsal para
abertura da cavidade abdominal e coleta de 6rgaos (figado e baco). Nos grupos onde houve a
formagao de lesdes, as bordas das ulceras foram removidas com auxilio de laminas histoldgicas

e reservadas em microtubos.

Cerca de 25mg de cada tecido foram pesados em microtubos livres de nucleases com
auxilio de balancga de precisdo e encaminhados para extragdo de DNA, a qual foi realizada com
o kit ReliaPrep™ gDNA Tissue Miniprep System seguindo as instrug¢des do fabricante para esse
tipo de amostra. O DNA extraido foi eluido em 100uL de dgua livre de nucleases, sendo sua
concentracdo determinada por espectrofotometria e ajustadas para 10ng/pL. As amostras foram

mantidas a -20°C até o momento das analises.
4.6.4.2. qPCR

As reacdes de qPCR foram realizadas em placas de 96 pogos (Applied Biosystems - Life
Technologies, EUA) utilizando o sistema SYBR® Green I (Promega®, EUA), sendo processadas
em termociclador StepOne PlusTM Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, EUA).
Para tal, foram utilizados os primers genéricos L150/L152, conforme Degrave et al. (1994)
(Tabela 3). As reacdes foram realizadas com um volume final de 15uL contendo: 100nM de
cada iniciador, GoTag gPCR Master Mix (Promega®, EUA) 1X, 4gua livre de nucleases e SpL
de DNA (50ng) por poco. O numero de copias de DNA de Leishmania spp. em cada amostra
foi determinado por meio de uma regressdo linear elaborada a partir da curva padrao gerada
com quantidades conhecidas de DNA de BH401 diluido em série na razdo dez (107 parasitos

até 10").

O procedimento descrito acima também foi realizado com os primers TNF-5241/TNF-

5411, conforme Cummings e Tarleton (2003) (Tabela 3). Sabendo que o gene do TNF-a ¢



41

expresso de forma constitutiva em todas as células de camundongos, este alvo foi utilizado para

verificar a integridade do DNA das amostras ¢ normalizar as reagdes (BUSTIN et al.,2009).

Os resultados foram analisados no programa StepOne Software v 2.3 (Thermo Fisher

Scientific, EUA), sendo considerados como 6timos os valores de eficiéncia entre 90-100% e os

de r? entre 0,95-0,99 (BUSTIN et al., 2009).

Tabela 3: Iniciadores, alvo, tamanhos (pb) dos produtos amplificados e condi¢cdes da reacdo de qPCR para
Leishmania spp., segundo Degrave et al. (1994) e Cummings e Tarleton (2003).

Iniciadores Sequéncias (foward e reverse) Alvo Amplicon
F: 5°-GGG(G/T) AGGGGCG Sequéncia conservada
L150/152 TTCT(G/C)CGAA-3’ do kDNA de Leishmania spp. 120pb
R: 5°-(G/C)(G/C)(G/C)(A/T)CTAT
(A/T)TTACACCAACCCC-3’
TNE. F: 5-TCCCTCTCATCAGT Sequéncia de um fragmento do
5241/TNF- TCTATGGCCCA-3’ gene que codifica a proteina 170pb
sall R:5°- CAGCAAGCATCTAT TNF-a de camundongos.

GCACTTAGAC CCC-3’

4.7. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise estatistica, de acordo com o pacote

estatistico do GraphPad® Instat 6 (GraphPad Software Inc., EUA). Sendo o tipo de distribuicdo

amostral verificada pelo teste Kolmogorov-Smirnov.

Nas analises foram utilizados os testes de variancia One-way ANOVA e Two-way

ANOVA, seguido de comparacao multipla pelo teste de Tukey. Em todas essas avaliacdes, foi

considerado um nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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5. RESULTADOS

5.1. Descricao do isolamento das cepas selvagens de Leishmania spp.

As cepas UDI-1 e UDI-2 foram isoladas pelo Prof. Dr. Sydnei Magno da Silva, a partir
de caes atendidos no Hospital Veterinario da UFU, no ano de 2015. A primeira foi obtida de
uma amostra de aspirado de baco de uma fémea adulta domiciliada. O material bioldgico
também foi inoculado, por via IP, em hamster e camundongo para confirmacao do quadro
clinico. Nestes, foram verificadas lesdes nodulares e ulceradas nas patas, escrotos e focinhos
(Figura 2). Uma possivel infec¢do mista do cao foi descartada, por PCR-RFLP para o alvo ITS1

(dado nao mostrado).

A cepa UDI-2 foi isolada a partir do sangue de um macho adulto, sem raca definida, ndo-
domiciliado. Além do isolamento, o diagnéstico foi realizado por exame parasitologico direto
(extensdo sanguinea), sendo constatadas amastigotas livres e intracelulares em monocitos e

neutrofilos (Figura 3).

RN o

Figura 2: Hamster e camundongo experimentalmente infectados (via IP) com a cepa UDI-1 apresentando lesdes
(indicadas por setas) no focinho (A), patas (B e D) e escroto (C).
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Figura 3: Fotomicroscopia de amastigotas intracelulares em neutrofilo (A) e livres (B) visualizadas em extensao
sanguinea de c@o naturalmente infectado com a cepa UDI-2.

5.2. Identificacdo das cepas selvagens de Leishmania spp. por PCR-RFLP

Para identificagdo das espécies das duas cepas selvagens, ambas foram submetidas a
reagdo de PCR-RFLP juntamente com quatro cepas de referéncia da OMS. Através da digestao
enzimdtica do produto amplificado do alvo ITS1 foram gerados padrdes para cada espécie de
Leishmania spp., sendo duas bandas para L. amazonensis (aproximadamente 190 e 140pb), duas
para L. braziliensis (aproximadamente 150 e 140pb), duas para L. guyanensis
(aproximadamente 150 e 130pb) e trés para L. infantum (aproximadamente 190, 70 e 60pb).
Como mostrado na Figura 4, UDI-1 apresentou um perfil eletroforético idéntico a cepa Bal99

(L. amazonensis) e UDI-2 a BH401 (L. infantum).

A confirmagdo das espécies também foi realizada através da digestdo enzimatica do
produto amplificado do alvo Asp70. Na Figura 5 sdo mostrados os padrdes eletroforéticos para
L. amazonensis (uma banda com 230pb), L. infantum (trés bandas de 90, 80 e 70pb), L.
braziliensis (uma banda com 140pb), L. guyanensis (uma banda com 180pb). De forma similar,
UDI-1 apresentou uma banda idéntica a de Bal99 (L. amazonensis) e UDI-2 trés bandas

correspondentes a BH401 (L. infantum).
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Figura 4: Caracterizacdo das cepas selvagens de Leishmania spp. por PCR-RFLP para o alvo ITS1. Perfil de
amplificacdo do gene ITSI (a esquerda, 300-350pb) e digestdo dos produtos de PCR com Haelll (a direita)
submetidos a eletroforese em gel de agarose 3%. PM — padrdo de peso molecular 100pb, UDI-1 — cepa selvagem
1, UDI-2 — cepa selvagem 2, La — L. amazonensis, Li — L. infantum, Lb — L. braziliensis, Lg — L. guyanensis, Br —
branco.
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Figura 5: Caracterizacdo das cepas selvagens de Leishmania spp. por PCR-RFLP para o alvo Asp70. Perfil de
amplificagdo do gene Asp70 (2 esquerda, 234pb) e digestio dos produtos de PCR com Haelll (a direita) submetidos
a eletroforese em gel de poliacrilamida 6%. PM — padrdo de peso molecular 100pb, UDI-1 — cepa selvagem 1,
UDI-2 — cepa selvagem 2, La — L. amazonensis, Li — L. infantum, Lb — L. braziliensis, Lg — L. guyanensis, Br —
branco.
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5.3. Avaliacao das curvas de crescimento in vitro

As formas promastigotas de UDI-1, UDI-2, Bal99 e BH401 foram cultivadas em meio
quimicamente definido a-MEM e incubadas a 24°C durante oito dias consecutivos. A Figura 6
mostra que as cepas de L. amazonensis (UDI-1 e Bal99) e de L. infantum (UDI-2 e BH401)
iniciaram a fase exponencial apds o segundo e terceiro dias, respectivamente. Ambas as culturas
de L. amazonensis atingiram o pico de crescimento no quarto dia, sendo o nimero maximo de
parasitos/mL de aproximadamente: 6,4x107 para UDI-1 e 5.3x107 para Bal199. Em oposi¢io,
BH401 atingiu o pico no quinto dia (6x107 promastigotas/mL) e UDI-2 no sexto (3,7x10’
promastigotas/mL). A partir desses picos, a proliferagdo diminuiu dando inicio a fase
estacionaria (quarto ao quinto dia para UDI-1 e Bal99, quinto ao sexto para BH401 e sexto ao
sétimo para UDI-2) e, posteriormente, o declinio acentuado na quantidade de protozodrios (fase

de declinio).

Quanto ao perfil das curvas, UDI-2 ¢ BH401 apresentaram padrdo de crescimento
diferente entre si, bem como de UDI-1 e Ba199. UDI-1 e Bal199 exibiram perfil de proliferacao

in vitro similar.
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Figura 6: Curvas de crescimento in vitro de UDI-1 (L. amazonensis), UDI-2 (L. infantum), Bal199 e BH401 (A).
Os parasitos foram cultivados em meio quimicamente definido a-MEM e mantidos a 24°C durante oito dias. Cada
ponto representa a média + DP de trés experimentos independentes. A area abaixo da curva (B) evidencia que as
espécies apresentam perfis de curva distintos entre si e que o padrdo de crescimento de UDI-2 ¢ diferente do de

BH401. *p<0.05, obtido por Two-way ANOV A com comparagdo multipla usando o teste de Tukey.
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5.4. Avalia¢do da infeccdo de macrofagos DHS2 por Leishmania spp.

Quando utilizadas formas promastigotas de fase estaciondria para infectar células DH82
(Figura 7), UDI-1 apresentou a maior percentual médio de infec¢ao (19,3+£9,1), seguido de
BH401 (16,1+5,5), UDI-2 (7,8€2,8) e Bal99 (6,4+1). A quantidade de parasitos por célula
infectada de UDI-1 foi de 2,3+0,3 e de UDI-2 1,6+0,2. Quanto ao indice de infectividade, que
representa a relacdo entre a porcentagem de DHS?2 infectadas vezes a quantidade de amastigotas
intracelulares por macréfagos infectados, UDI-1 apresentou o maior valor (50,8+26,4), seguido
de BH401 (34,9+14,6), Ba199 (13,442) e UDI-2 (13,8+5,8). Em comparagdo as demais cepas,
a infectividade de UDI-1 foi aproximadamente 3,7x maior em comparacao com Bal199 e UDI-

2.Ja BH401 foi 2,5% mais infectiva que UDI-2.
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Figura 7: Porcentagem de células infectadas (A), propor¢do de parasitos por célula infectada (B) e indice de
infecc¢do (C) de macréfagos caninos infectados com promastigotas de fase estacionaria de UDI-1 (L. amazonensis),
Bal99, UDI-2 (L. infantum) e BH401. Os dados representam a média + EPM de trés ensaios independentes, nos
quais foram contados 300 macréfagos em duplicata.

Quando utilizadas amastigotas axénicas (Figura 8), UDI-1 também apresentou o maior
percentual médio de infec¢do (19,6+4,3), seguido de BH401 (18,6£1,6), Bal99 (16,6+0,5) e
UDI-2 (6,3+0,4). Os valores para a quantidade de parasitos por célula infectada foram maiores
para BH401 (3,5+0,4), sendo os de UDI-1 (2,8+0,5) proximos aos de Ba199 (2,0+0,1). Quanto
ao indice de infectividade, BH401 apresentou o maior valor (67,4+12,5), seguido de UDI-1
(61,1+20,7), Bal99 (47,52+0,9) e UDI-2 (9,4+0,4). A infectividade de UDI-1 foi 6,5% maior
em comparacao a UDI-2, enquanto BH401 foi 7,2x com maior que UDI-2.

Os resultados obtidos mostram que tanto promastigotas quanto amastigotas de UDI-1

apresentaram alta infectividade a macréfagos caninos in vitro. Além disso, UDI-2 exibe a
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menor infectividade em comparagdo com as cepas padrao e UDI-1. A Figura 9 mostra imagens

de fotomicroscopia de células infectadas e ndo infectadas.
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Figura 8: Porcentagem de células infectadas (A), propor¢do de parasitos por célula infectada (B) e indice de infecc¢do (C) de
macr6fagos caninos infectados com amastigotas axénicas de UDI-1 (L. amazonensis), Bal199, UDI-2 (L. infantum) e BH401. Os
dados representam a média + EPM de trés ensaios independentes, nos quais foram contados 300 macréfagos em duplicata.
*p<0.05, obtido por One-way ANOV A com comparagdo multipla usando o teste de Tukey.

5.5. Avaliacao da infeccao in vivo

5.5.1. Cinética da infecc¢ao

Durante todo o experimento, ndo foram verificadas alteracdes no padrdo de pelagem,
coloragdo das mucosas, comportamento e ganho natural de peso nos animais dos grupos um a

quatro.

Quanto ao desenvolvimento de lesoes, as ulceragdes se iniciaram na terceira semana de
infec¢do por UDI-1 e quinta semana por Bal99 e progrediram até a décima segunda semana
(Figura 10). O perfil de desenvolvimento das lesdes foi diferente entre as cepas, sendo 2,6%

maior para UDI-1.
5.5.2. Avaliacdo da carga parasitaria tecidual por qPCR

A Figura 11 e 12 mostra a quantidade de DNA de Leishmania spp. por 1mg de tecido
(baco, figado e lesdo) dos camundongos infectados com L. amazonensis (UDI-1 e Bal99) e L.

infantum (UDI-2 e BH401), respectivamente.

Os resultados mostram que a infecgao foi eficiente, sendo que os animais infectados com
UDI-1 apresentaram alta carga parasitaria na lesdo (2,2x10?+£7,7x10'! Leishmania/mg), figado

(1.8x107+6,7x10° Leishmania/mg) e bago (1,6x10°+2,8x10* Leishmania/mg). O mesmo foi
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observado para Ba199 na lesdo (3,8x10'1+1,5x10" Leishmania/mg), figado (5,1x10%+3,1x10°
Leishmania/mg) e bago (2,1x10°+5,6x10* Leishmania/mg). Sendo os valores médios de UDI-

1 5,6x maiores que Bal99 na lesdo e 3,5x no figado.

Promastigotas Amastigotas axénicas

Figura 9: Macrofagos DHS82 infectados com promastigotas de fase estaciondria e amastigotas axénicas de UDI-1
(L. amazonensis - A e B), UDI-2 (L. infantum - C e D) e controle nio infectado (E e F). As setas indicam os

parasitos intracelulares. Barra = 20pum.
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Figura 10: Tamanho da lesdo em camundongos BALB/c infectados com UDI-1 (L. amazonensis) e Bal99 na base
da cauda (A). Os animais foram acompanhados por 12 semanas consecutivas, sendo as ulcera¢des medidas com
paquimetro digital. Os dados apresentados correspondem as médias + EPM de cada grupo/tecido (n = 5). A area
abaixo da curva evidencia que as espécies apresentam perfis de curva distintos entre si e que o padrdo de
desenvolvimento de lesdes em UDI-1 ¢ diferente do de Bal99 (B). *p<0.05, obtido por Two-way ANOVA com

comparagdo multipla usando o teste de Tukey.
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Figura 11: Carga parasitaria no baco, figado e lesdo de camundongos BALB/c infectados com UDI-1 (L.
amazonensis) e Bal99. Os valores foram determinados por gPCR. Os dados apresentados correspondem as médias
+ EPM de cada grupo/tecido (n = 5). *p<0.05, obtido por Two-way ANOVA com comparagao multipla usando o
teste de Tukey.
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Figura 12: Carga parasitaria no bago e figado de camundongos BALB/c infectados com UDI-2 (L. infantum) ¢
BH401. Os valores foram determinados por qPCR. Os dados apresentados correspondem as médias + EPM de

cada grupo/tecido (n =5).

Para UDI-2, a carga parasitiria no figado foi de 5,3x10%£2,6x10° e no bago
7,4x10%£1,3x10* Leishmania/mg. Enquanto que BH401 apresentou 2.9x10°+2,2x10° no figado
e 1,7x10°+5,6x10* no bago. Sendo os valores médios de BH401 5,5x maiores que UDI-1 no
figado e 2,3x no bago.

Esses dados mostram a visceralizagdo das cepas UDI-1 e Bal99 em camundongos
BALB/c, sendo que a cepa selvagem desenvolve lesdes mais rapidamente (trés semanas) e
apresenta uma carga parasitaria média maior na lesdo e no figado, em comparacao a Bal99. Em
oposi¢ao, os valores médios de UDI-2 e BH401 mostram que a cepa padrdo apresentou a maior

carga parasitaria em ambos os tecidos avaliados (figado e bago).
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6. DISCUSSAO

As leishmanioses representam um grave problema de satide ptblica e nas tltimas décadas
tém passado por um processo de inversao no perfil de transmissdo (HARHAY et al., 2011;
BRASIL, 2014; BRASIL, 2017). Isso se deve a diversos fatores, dos quais se destacam a
urbaniza¢do descentralizada e a perda de habitats naturais ocasionada pelas modificagdes
antropicas, que levam o vetor e os reservatorios silvestres a entrarem em maior contato com o
ser humano (DESJEUX, 2001; ESCH; PETERSEN, 2013). Em areas urbanas, o cdo participa
como reservatorio de L. infantum e, devido a isso, € alvo das estratégias de controle da doenca.
A eutandsia dos animais soropositivos ou que tiveram a infec¢do confirmada pelo exame
parasitolédgico direto, ainda é preconizada pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2016; RIBEIRO
etal., 2018). No entanto, a constatacao de que essa medida nao tém reduzido o nimero de casos
humanos a niveis aceitaveis suscita o questionamento e reavaliagdo desta agdo (PALATNIK-

DE-SOUSA et al., 2001; HARHAY et al., 2011).

A caracterizacdo das espécies de Leishmania spp. € importante para o estabelecimento de
critérios epidemiologicos e clinicos para o combate do parasito. Contudo, com a multiplicidade
de agentes etiologicos e a variabilidade intraespecifica de algumas delas, faz-se necessaria a
utilizacdo de abordagens mais amplas, que considerem o comportamento infectivo do
protozodrio e sua patogenicidade. Neste sentido, a possibilidade de isolar parasitos com
caracteristicas fenotipicas distintas e manté-los em culturas axénicas, representa um cenario
onde estudos sobre sua biologia podem ser realizados. Modelos in vitro tém sido descritos e
amplamente empregados para defini¢do da viruléncia e resisténcia a drogas (FUMAROLA;
SPINELLI; BRANDONISIO, 2004; MAIA et al, 2007; DE MORAIS et al, 2013;
MAGALHAES et al., 2014).

Pouco se sabe sobre a infectividade e patogenia de alguns dos agentes causadores da
leishmaniose cutdnea em cdes. A maioria dos estudos realizados até hoje, concentraram-se em
relatar a ocorréncia do parasito ou estabelecer as apresentagdes clinicas com base em infec¢des
experimentais (MADEIRA et al., 2005; DANTAS-TORRES, 2009; DIAS et al., 2011;
FIGUEREDO et al., 2012; HOFFMANN et al., 2012; CRUZ-CHAN et al., 2014; SANCHES
et al., 2016). Os principais problemas na utilizacdo desses animais como modelos residem na
escassez de reagentes imunologicos especificos para determinagdo dos mecanismos
imunopatoldgicos e na necessidade de infraestrutura técnica e operacional para seu manejo

(MORENO; ALVAR, 2002). Assim, a utilizacdo de roedores susceptiveis tém se tornado uma
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alternativa viavel e amplamente empregada, pelo fato de que eles mimetizam aspectos
marcantes da doenca em outros organismos e algumas linhagens sdo geneticamente
semelhantes, excluindo as variagdes individuais de hospedeiros heterogénicos (LOEUILLET;

BANULS; HIDE, 2016; LORIA-CERVERA; ANDRADE-NARVAEZ, 2014).

Neste contexto, o presente estudo destaca a caracterizagdo da infectividade de dois
isolados de caes provenientes do municipio de Uberlandia. Os animais dos quais as cepas
selvagens foram obtidas apresentavam sintomatologia similar a LVC, sendo que uma delas
(UDI-1) foi capaz de induzir lesdes nodulares e ulceradas nas patas, escrotos e focinhos de
roedores inoculados com material bioldgico (aspirado de baco). A outra (UDI-2), exibiu
amastigotas livres e intracelulares em monocitos e neutréfilos. Apesar dos macrofagos serem a
principal célula hospedeira de Leishmania spp., estudos recentes tém demonstrado que algumas
espécies podem sobreviver a resposta oxidativa dos neutrdfilos e parasita-los (REGLI et al.,
2017). Basicamente, o neutr6filo ¢ uma das primeiras células que migra para o local da infec¢ao,
onde libera os mediadores toxicos presentes em seus granulos (RIBEIRO-GOMES; SACKS,
2012). Com a apoptose dos neutrofilos infectados, os restos celulares sao consumidos por
macrofagos e células dendriticas, que acabam adquirindo indiretamente o parasito (LASKAY;
VAN ZANDBERGEN; SOLBACH, 2003). Este mecanismo proporciona o escape da resposta
imunoldgica, pois essa via ndo estimula a ativacao dos fagdcitos e inibe a producdo de citocinas
(REGLI et al., 2017). Um levantamento com 1438 caes infectados com L. infantum, revelou
uma positividade de 0,28% das analise de extensao sanguineas, em dois casos relatados foram
observadas amastigotas livres (GIUDICE; PASSANTINO, 2011). Visto o baixo encontro

desses protozoarios em extensoes sanguineas, achados este sdo raros.

A caracterizagdo das cepas selvagens por PCR-RFLP para os alvos ITS1 e Asp70, mostrou
que UDI-1 e UDI-2 apresentaram um perfil de bandas correspondente ao de L. amazonensis e
L. infantum, respectivamente. Nos ultimos anos, véarios autores tém descrito o encontro de caes
naturalmente infectados por L. amazonensis (TOLEZANO et al., 2007; DIAS et al., 2011;
HOFFMANN et al., 2012; SANCHES et al., 2016; VALDIVIA et al., 2017). O encontro de L.
flaviscutellata em érea urbana aliado a um estudo de modelagem de nicho ecoldgico, sugerem
a possivel expansdo desse vetor na América do Sul com consequente urbanizagdo de L.
amazonensis (BRILHANTE et al., 2015; CARVALHO et al., 2015). Até a ultima revisao da
literatura em julho de 2018, nenhum apresentagdo similar em caes foi registrada na regiao do

Triangulo Mineiro (MG). No que se refere a presenca de L. infantum em Uberlandia, conforme
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divulgagdo do Centro de Controle de Zoonoses, no periodo de 2009 a 2011 foram confirmados
306 casos de LV, com ocorréncia restrita a alguns bairros (MONTEIRO, 2011). Dados nao
publicados do grupo de pesquisa do Laboratorio de Bioensaios em Leishmania, mostraram que

18 de 57 caes (31,58%) caes atendidos no Hospital Veterinario da UFU no ano de 2014 foram

positivos para L. infantum.

Para os ensaios de infectividade com formas promastigotas, a caracterizagao do perfil de
crescimento in vitro fez-se necessaria, pois através dele ¢ possivel determinar a fase onde as
formas infectantes sao mais abundantes (CYSNE-FINKELSTEIN et al., 1998). Assim, a analise
da curva demonstrou que as cepas de L. amazonensis (UDI-1 ¢ Bal99) exibem tempos de
replicagdo celular semelhantes, sendo o pico de crescimento constatado no quarto dia de cultivo.
Em oposi¢do, UDI-2 exibiu um crescimento reduzido em comparacdo a BH401, com picos
registrados no quinto e sexto dia, respectivamente. Embora isso tenha sido observado, foi
possivel estabelecer as fases exponencial, estaciondria e de declinio em todas as cepas. Esses
resultados sdo corroborados por outros autores, mesmo que para cepas € meios de cultura
diferentes (CUNHA et al., 2013; DA SILVA et al., 2015). Estudos sobre a diferenciacao de
promastigota in vifro, comprovaram uma maior expressdo de genes reguladores da
diferenciagdo em formas metaciclicas apos quatro dias de cultivo para L. amazonensis € cinco
para L. infantum (CUNHA et al.,, 2013; SANTOS et al.,, 2011). Além disso, um ensaio
conduzido com isolados viscerotropicos e cutaneos de L. infantum verificou diferencas entre os
padrdes de crescimento, com picos variando entre o terceiro e sétimos dias (KBAIER-

HACHEMI et al., 2011).

No modelo de infecgao in vitro proposto, buscamos verificar o perfil infectivo tanto de
formas promastigotas de fase estaciondria quanto de amastigotas axénicas, visto a expressao de
moléculas de superficie pode diferir entre ambas (KIMA, 2007). Foi verificado que na infec¢ao
utilizando promastigotas, UDI-1 apresentou o maior indice de infectividade, seguido de BH401,
apesar de ndo ser observada significancia. Quanto utilizadas amastigotas axénicas, o perfil se
inverteu sendo BH401 mais infectiva que UDI-1. Para ambas as formas, UDI-2 mostrou as
menores porcentagens de células infectadas e quantidades de parasitos internalizados. As
imagens de fotomicroscopia mostram diferencas entre as espécies, sendo que os macrofagos
infectados por UDI-1 exibiram vactolos parasitoforos (VPs) grandes e bem visiveis, contendo
grande niimero de parasitos, enquanto UDI-2 apresentou VPs menores, pouco visiveis € com

quantidade escassa de parasitos. O mesmo foi visualizado para Bal99 e BH401 (dados nao
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mostrados). A literatura sugere que VPs grandes estdo relacionados a parasitos mais virulentos,
visto este constitui um mecanismo de escape aos efeitos de NO e ROS (CHANG et al., 2003;
FRANCA-COSTA et al., 2012; SACKS; SHER, 2002). Madeira et al. (1999), ao compararem
a infeccao de formas amastigotas de L. amazonensis e L. infantum em macrofagos peritoneais
de cdo, constataram que a segunda apresentava a maior capacidade infectiva, corroborando com
os resultados obtidos nos nossos ensaios. Sampaio et al. (2007), demostraram que a opsonizagao
por proteinas do sistema Complemento aumentou as porcentagens de infec¢ao de macrofagos
de cdo a L. infantum. Em seguida, Nadaes (2014) comprovou que as imunoglobulinas também
participam da intera¢do entre DHS2 e L. infantum, sendo que quando as formas promastigotas
foram incubadas com soro imune, houve um aumento na carga parasitaria e percentual de
células infectadas. Em associacao ao fato de que uma das manifestagdes da LVC € o aumento
nos niveis totais de IgG, o sucesso infectivo de L. infantum parece estar ligado a opsonizagao
por anticorpos ¢ proteinas do Complemento, o que pode explicar a baixa infectividade de UDI-
2. Entretanto, isso ndo descarta a possibilidade que UDI-2 apresente um fenotipo menos

infectivo.

No modelo de infectividade in vivo, por comparagao intraespecifica pode-se observar que
os valores referentes a carga parasitaria de BH401 no figado e bago foram maiores que os de
UDI-2, apesar de ndo ser observada significancia. Em compara¢do a Bal99, UDI-1 induziu
manifestagdes dérmicas mais severas (com inicio na terceira semana apoOs a infec¢do) e
demonstrou valores de carga parasitaria maiores na lesdo e no figado. Esses dados corroboram
com o fato de que UDI-1 exibiu uma maior infectividade e viruléncia, bem como reproduziu o
fendtipo metastatica observado no cdo. A visceralizacao de L. amazonensis ja foi observada no
hospedeiro humano e em modelos experimentais (BARRAL et al., 1991; ABREU-SILVA et
al., 2003, 2004; CELESTE et al., 2017; DE SOUZA et al., 2018). Embora nao se conhega os
mecanismos de visceralizagdo das espécies parasitarias que originalmente apresenta tropismo
cutaneo, L. amazonensis exibe uma série de estratégias de evasao a resposta imunolédgica. Por
exemplo, o comprometimento da sinaliza¢do intracelular de ativacao das células imunes inatas
e a capacidade de inibir a producdo de citocinas inflamatorias e a apresentacdo de antigenos
(SANABRIA et al., 2008; WANDERLEY et al., 2009; FRANCA-COSTA et al., 2012). No
tempo testado, o parasitismo tecidual observado para BH401 e UDI-2 condiz com o curso
clinico da LVC, onde o figado ¢ o principal 6érgao de estabelecimento da infec¢do e o bago o

local de persisténcia do parasito (PORROZZI; CAVALCANTI. CUPOLILLO, 2014).
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7. CONCLUSOES

As duas cepas selvagens isoladas de cdes provenientes do municipio de Uberlandia,
apresentam perfis distintos de crescimento e infectividade in vitro. Sendo que UDI-1 (L.
amazonensis), apresentou crescimento em meio quimicamente definido similar a Bal99 e foi
mais infectiva que UDI-2 (L. infantum). UDI-2 exibiu um padrdo de crescimento diferente de

BH401, sendo também a cepa que apresentou a menor infectividade em macréfagos caninos.

Através da infecgdo experimental de camundongos BALB/c com as cepas selvagens e de
referéncia, foi possivel verificar que UDI-1 reproduziu o fendtipo metastatico, apresentou uma
maior infectividade e induziu lesdes maiores e em menor tempo que Bal99. Enquanto BH401
foi mais infectiva que UDI-2, porém ambas ndo ocasionaram redugdo significativa no ganho

natural de peso.
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leishmanicse visceral™

Pesquisadar Responsavel: Sydnei Magno da Silva
O protecoly ndo apresenta problemas de &tica nas condulas de pesquisa com

animas nos limites da redagio e da mefodologia apresentadas, Ao final da
pesquisa devara encaminhar para a CEUA um relatério final.

SITUAGAD:; PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO,

0BS: O CEUA/UFL LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGCA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AQ CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APHOVACAD DA MESMA.

Ubedandin, 24 de Junho de 2013

85



