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RESUMO

Entre as doencas causadas por protozoarios, as leishmanioses, possuem um papel
de destaque devido a sua ampla distribuicdo geografica, severidade das
manifestacdes clinicas e grande incidéncia. Na leishmaniose visceral (LV), os cées
domeésticos sdo 0s reservatorios mais importantes e, talvez, os responsaveis pela
mudanca no perfil epidemiolégico da doenca em diferentes regides do Brasil,
principalmente pelo constante movimento migratorio, facilitando a expansédo da
doenca para areas consideradas indenes. A possivel variabilidade genética de
subpopulacdes de Leishmania (Leishmania) chagasi que circulam em diferentes
ciclos naturais ainda € muito pouco explorada no Brasil, sendo tal conhecimento de
grande importancia em varios aspectos, principalmente no contexto epidemioldgico e
clinico. O objetivo deste estudo foi avaliar a variabilidade fenotipica de amostras de
Leishmania chagasi isoladas de cées oriundos do municipio do Rio de Janeiro e de
Belo Horizonte. Foram selecionadas cem (100) amostras, de ambas as localidades,
criopreservadas no banco de amostras_biolégicas do Laboratério de Vigilancia_em
Leishmanioses do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (Lab-Vigileish) e
analisadas por eletroforese de isoenzimas (MLEE) empregando nove sistemas
enzimaticos (6PG, GPI, NHi e NH2, G6P, PGM MDH, ME, IDHNADPeeolocartodes
entre—parénteses). Das 200 amostras previamente selecionadas, 153 foram
analisadas, das quais 96 foram obtidas de Belo Horizonte e 57 do Rio de Janeiro,
tendo todas, apresentado perfil eletroforético idéntico entre si e com a amostra de
referéncia de Leishmania chagasi (MHOM/BR/74/PP75). A analise fenética
demonstrou indice de similaridade igual a um para todas as 153 amostras estudas,
revelando dessa forma, um compartilhamento comum de 100% dos caracteres
avaliados. Como concluséo deste estudo, podemos afirmar que a populacdo de
Leishmania chagasi que esta circulando em cées do Rio de Janeiro e Belo Horizonte
possuem caracteristicas fenotipicas iguais entre si, sendo agrupadas em um Unico
zimodema. Nao foi possivel correlacionar qualquer agrupamento geografico de
subpopulag¢des ou com o status clinico do animal.

Palavras-chave: Leishmania chagasi, Isoenzimas, Zimodema, Leishmaniose

visceral, caes
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leishmaniasis in Brazil. Rio de Janeiro, 2010 XX f. Dissertacdo [Mestrado em
Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas] Instituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas.

ABSTRACT

Among the diseases caused by protozoa, all the leishmaniases have an important
role due to their wide geographic distribution, severity of clinical manifestations and
high incidence. In visceral leishmaniasis (VL), domestic dogs are the most important
reservoirs, and perhaps, responsible for the shift on the epidemiologic profile of the
disease in different regions of Brazil, especially by the constant migratory flow,
facilitating the spread of the disease to areas considered unaffected. The genetic
variability of sub-populations of Leishmania (Leishmania) chagasi that circulate in
different natural cycles is still very little explored in Brazil, this knowledge is of great
importance in many aspects, especially in the epidemiological and clinical context.
The aim of this study was to evaluate the phenotypic variability of samples of
Leishmania chagasi isolated from dogs in the city of Rio de Janeiro and Belo
Horizonte. We selected one hundred (100) samples from each of the two sites,
cryopreserved in the bank of biological samples from the Laboratory of
Leishmaniasis Surveillance in the Clinical Research Institute Evandro Chagas (Lab-
Vigileish) and analyzed by isoenzymes electrophoresis (MLEE) using nine enzymatic
systems (6PG, GPI, NH1 and NH2, G6P, PGM, MDH, ME, IDHNADP). Of the 200
samples previously selected, 153 were analyzed, of which 96 were from Belo
Horizonte and 57 from Rio de Janeiro, and all presented the same electrophoretic
profile among themselves and with the reference sample of Leishmania chagasi
(MHOM/BR/74 | PP75). Phenetic analysis showed similarity index equal to one for all
153 samples studied, thereby revealing a common share of 100% of the evaluated
traits. In conclusion of this study, we can state that the population of Leishmania
chagasi that is circulating in dogs in Rio de Janeiro and Belo Horizonte have
phenotypic characteristics identical to each other and are grouped into a single
zymodeme. It was not possible to correlate any geographical grouping of
subpopulations or with the clinical status of the animal.

Keywords: Leishmania chagasi, Isoenzymes, Zymodeme, Vvisceral

leishmaniasis, dogs
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assim como das cepas de reféncia estudadas podem

ser obtidas nas tabelas 1 e 2.
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1. INTRODUCAO

1.1. AS LEISHMANIOSES: CONSIDERACOES GERAIS

As Leishmanioses sdo doencas causadas por diferentes espécies
pertencentes ao género Leishmania - Kinetoplastida: Trypanosomatidae (Ross,
1903) no gqual estéo incluidos os subgéneros Viannia e Leishmania (Lainson; Shaw,
1987). A doenca é um grave problema de saude publica em vérias regides do
mundo ocorrendo em cerca de 88 paises, onde 12 milhdes de pessoas se
encontram infectadas e ha uma incidéncia anual de 2 milhdes de casos (OMS,
2008). S&o classificadas clinicamente como Leishmaniose Visceral (LV) e
Leishmaniose Tegumentar (LT) e dependendo da espécie de Leishmania em
qguestao e de outros fatores, como a imunidade do hospedeiro, ambas as doencas
podem apresentar espectro clinico bem variado.

Tanto a LV como a LT ocorrem de forma endémica em paises dos
continentes Americano, Africano, Asiatico e Europeu (OMS, 2008), sendo apontada
como a segunda mais importante doenca causada por protozoarios, do ponto de

vista sOcio-econdmico e sanitario, depois da malaria.



O ciclo biolégico compreende formas promastigotas e paramastigotas
flageladas que se desenvolvem no trato alimentar dos insetos vetores (Diptera:
Psychodidae: Phlebotominae), que infectam os hospedeiros durante seu repasto
sanguineo, e formas amastigotas, sem flagelo livre, que parasitam células do
Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM) do hospedeiro vertebrado (Hoare; Wallace,
1966), multiplicando-se por divisdo binaria em ambos os hospedeiros, invertebrado e
vertebrado, embora atualmente alguns autores acreditem na possibilidade de raros
eventos de reproducédo similar a sexuada ou algum tipo de troca de material genético
nos vetores (Rougeron et al. 2009).

Nas Américas, as espécies de Leishmania encontram-se amplamente
distribuidas, desde o sudeste dos Estados Unidos até o nordeste da Argentina
(Marzochi; Marzochi, 1994). As que ocorrem nesta regido e que pertencem ao
subgénero Leishmania sé&o L. (L) mexicana, implicada como causadora da forma
cutanea e ainda, as pertencentes ao complexo L. amazonensis [L. (L.) amazonensis,
L. (L) garnhami e L. (L.) aristidesi], que sédo responsaveis pela forma cutanea. O
subgénero Viannia ocorre exclusivamente no novo mundo e as espécies
pertencentes a ele sdo responsaveis pela forma tegumentar. Neste subgénero
encontramos o complexo L. braziliensis (L. (V.) braziliensis e L. (V.) peruviana), o
complexo L. guyanensis (L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis e L. (V.) shawi), L.
(V.) naiffi e L. (V.) lainsoni, além destas espécies, tém sido descritas na América do
Sul L. equatoriensis, L. colombiensis e L. venezuelensis (Grimaldi Jr. ; Tesh, 1993;
Schonian et al. 2008) e mais recentemente L. lindembergi no Pard. No Brasil as
leishmanioses ocorrem em todos os estados e as regides nordeste e amazonica séo
as gue apresentam maior nimero de casos. Dentre as espécies de Leishmania que

ocorrem no Pais, a L. (V.) braziliensis € a espécie de maior distribuicdo ocorrendo



desde o nordeste até o sul do pais, causando lesdes cutaneas e mucosas, estando
associada a animais domésticos como os cées, sendo relatada também em equinos
(Barbosa-Santos et al. 1994). Os vetores relacionados a este agente sdo o
Psychodopigus wellcomei na regiao norte, Lutzomyia whitmani na regiao nordeste,
central e nordeste de Minas Gerais e Lu. intermedia nas regides sudeste e sul,
sendo estas duas espécies encontradas em maior quantidade em areas de
desmatamento. Fora da regido amazodnica L. (V.) braziliensis pode n&o fazer parte
do ciclo enzodtico silvestre, porém, pode estar sendo introduzida por meio de
animais domeésticos, sinantropicos e até o proprio homem, em associacdo a
atividade humana que promove alteracbes ambientais e que facilita a disseminacgao
dos reservatoérios e vetores, bem como a migracdo das populacdes. Isto pode ser
comprovado pelo aumento da incidéncia de casos de LT em diversos Estados,
coincidindo com os periodos de migracao de trabalhadores para a Amazénia e o seu
retorno aos seus Estados de origem, como € o caso da regido sudeste, e ainda pela
semelhanca genética entre as amostras isoladas nestas diferentes regifes (Grimaldi
Jr.; Tesh, 1993; Marzochi; Marzochi, 1994, Cupolillo et al. 2003; Falqueto et al.
2003).

L. (V.) guyanensis € uma espécie restrita a regido amazonica, é responsavel
por causar predominantemente lesdes cutaneas ulcerativas, tem como hospedeiros
animais silvestres como o gamba (Didelphis marsupialis) e a preguica (Choloepus
didactilus) e como vetores as espécies Lu. umbratilis, Lu. anduzei e Lu. whitimani
(Marzochi; Marzochi, 1994).

Trés espécies sao restritas a regido amazobnica: L. (V.) lansoni, que é
causadora de lesdes cutaneas ulcerativas, com raros casos humanos, esta mais

associada ao ciclo silvestre e a roedores como a paca (Agouti paca), ja que o vetor



incriminado (Lu. ubiquitales), ndo possui hébitos antropofilicos; L. (V.) naiffi,
raramente causa lesdes cutaneas ulcerativas em humanos, esta associada a tatus
(Dasypus novencictus) e tem como vetores Lu. isquamiventris, Lu. paraensis e Lu.
ayrozai e ainda, L. (V.) shawi que causa lesfes cuténeas isoladas e esta associada
a alguns primatas (Cebus e Chiropotes), edentatas (Choloepus e Bradypus) e
carnivoros (Nisua) e tem como vetor Lu. whitmani (Grimaldi Jr. ; Tesh, 1993;
Marzochi; Marzochi, 1994; Gomes et al. 1995; Noyes et al. 1997; Passos et al. 1999;
Ishikawa et al. 2002).

L. (L.) chagasi é o Unico agente que determina a forma visceral da
leishmaniose no Brasil, com focos mais freqiientes no nordeste, porém, nos ultimos
anos, a doenca se espalhou para diversas areas do pais. E uma antropozoonose
com caracteristicas rurais, periurbanas e atualmente urbana que tem o cdo como
principal reservatério e fonte de infeccdo nesses ambientes. Lu. longipalpis é o vetor
associado nas areas rural e de floresta, além disso, raposas do género Lycalopex e
marsupiais (Didelphis) também estdo envolvidos no ciclo. No caso desta doenca, a
distribuicdo dos vetores e das fontes de infeccdo para areas indenes tem papel
fundamental no estabelecimento da endemia. Sugere-se que esta espécie possa ter
sido introduzida no pais durante a colonizacdo européia, devido as semelhancas
genéticas, bioquimicas e de comportamento clinico entre as cepas isoladas de
diversas regifes do pais e as isoladas no Mediterraneo, neste caso a L. (L.) infantum
(Grimaldi Jr. ; Tesh 1993; Marzochi; Marzochi, 1994; Mauricio et al, 2000; Pratlong et
al. 2004, Botilde et al. 2006; Lukes et al. 2007).

As Leishmanioses, epidemiologicamente, apresentam padrdes distintos em
variados aspectos, provocados principalmente pela multiplicidade de espécies do

parasita, de insetos vetores, de diferentes reservatorios acometidos e dos diferentes



fatores ambientais que interferem no ciclo natural (Lainson; Shaw, 1987; Marzochi;
Marzochi, 1994). A distribuicdo geogréafica esta associada as regifes tropicais e
subtropicais, onde existe uma maior densidade de espécies vetoras, dos géneros
Phlebotomus, responsaveis pela transmissao no Velho Mundo e Lutzomyia, no Novo
Mundo. Nos ultimos anos, as leishmanioses tém sido incriminadas, junto com outras
doencas também transmitidas por artropodes, como uma doenca emergente e
reemergente, principalmente nos paises da Europa e América do Sul, onde esta
associada a co-infeccao pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Alvar et al.
1997).

Os parasitas e vetores da leishmaniose podem se adaptar a mudancas
ambientais, ocasionadas por desmatamentos ou ocupacao desordenada de areas
de floresta passando entdo do ciclo silvestre para o urbano e sua distribuicdo para
areas indenes tem grande importancia no estabelecimento da endemia (Passos et
al. 1999; Cupolillo et al. 2003). Devido as mudancas das caracteristicas
epidemiologicas dessa doenca é necessario sempre o desenvolvimento de novas
ferramentas de identificacdo das espécies para que se possa monitorar sua
distribuicdo e adaptar as medidas de controle (Botilde et al. 2006).

Admite-se que nas Américas, a forma tegumentar da leishmaniose seja
autéctone, sendo denominada de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), e no
Brasil, é encontrada em todo o territério nacional causada por sete espécies de
Leishmania (Grimaldi Jr. et al. 1989). E uma doenca de grande espectro clinico e
constitui uma das afeccbes dermatologicas que merece grande atencéo por parte do
servico publico de saude, principalmente pela magnitude e potencial endémico. De
acordo com Marzochi e Marzochi (1994), as manifestacdes clinicas produzidas no

homem podem ser classificadas em diferentes tipos:



a) leishmaniose cutéanea inaparente - onde ndo ha presenca de lesdes,

podendo ocorrer o desenvolvimento da doenca clinica caso haja uma queda na
imunidade do hospedeiro;

b) leishmaniose cutanea — presenca de lesdes ulceradas localizadas ou

disseminadas com as formas localizada, difusa e disseminada;

c) leishmaniose mucosa - pode apresentar leses multiplas na mucosa interna

associada a leishmaniose cutanea quando se tratar da forma tardia, ou lesbes
Gnicas na mucosa externa no caso da forma priméaria sem lesées cutaneas;

d) leishmaniose mucocutanea - associada as lesdes cutaneas e mucosas que

ocorrem de forma simultanea, podendo ocorrer lesdes distantes ou contiguas.

A Leishmaniose Visceral (LV) foi descrita na Grécia em 1835, mas, foi na
india que ficou popularmente conhecida como calazar (febre negra), pelos sintomas
de febre e escurecimento da pele dos individuos acometidos. E causada por trés
espécies de parasitas do subgénero Leishmania: L. (L.) donovani e L. (L.) infantum
no Velho Mundo e L. (L.) chagasi nas Américas, embora, haja relatos desta espécie
também como agente da LC em alguns paises como Venezuela, Honduras,
Nicaragua e Costa Rica e também no Brasil (Oliveira-Neto et al. 1986; Grimaldi et al.
1989; Noyes et al. 1997; De Lima et al. 2009). Dos milhares de casos de LV
descritos anualmente em todo o mundo, 90% concentram-se em Bangladesh,
nordeste da india, Nepal e Sud&o (Velho Mundo) e nordeste do Brasil (Novo Mundo)
(Herwaldt, 1999). No Brasil, a LV € descrita desde 1913, sendo atualmente
registrada em 20 das 27 Unidades da Federacao, com cerca de 1600 municipios das
regides Centro-Oeste, Norte, Sudeste, Nordeste e Sul, nos seguintes Estados:
Alagoas, Bahia, Ceara, Distrito Federal, Espirito Santo, Goias, Mato Grosso, Mato

Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio



Grande do Norte, Roraima, Sergipe, Sdo Paulo, Tocantins (Diniz et al. 2008) e no
Rio Grande do Sul apresentando transmissdo autéctone em cées (Ministério da
Saude, 2006; Souza et al. 2009). Recentemente, foram descritos casos autéctones
da doenca em caes no municipio de Sao Borja (RS), demonstrando a expansao da
LV para a regi&o sul do pais. E uma doenca de dificil controle, ocorrendo atualmente
em centros urbanos como Aracatuba (SP), Corumba (MS), Rio de Janeiro (RJ) e
Belo Horizonte (MG) cujo ciclo é mantido principalmente pela presenca dos
hospedeiros e vetores adaptados a estes ambientes (Marzochi et al 2009; Evans et
al. 1992; Santa Rosa; Oliveira, 1997; Silva et al. 2001; Palatnik-De-Sousa et al.
2001; Ministério da Saude, 2006). A doenca manifesta-se normalmente em carater
endémico, sendo considerada crbnica e de alta letalidade em individuos néo
tratados, cuja severidade depende normalmente do seu tempo de evolucdo, com
periodo de incubacdo que pode variar de meses a anos. O ciclo de transmissao
envolve os cdes domésticos, vetores flebotomineos como Lutzomyia longipalpis e
Lutzomyia cruzi, além de algumas espécies silvestres como raposas (Lycalopex
vetulus e Cerdocyon thous) e marsupiais como o Didelphis albiventris (Evans et al.
1992; Marzochi; Marzochi, 1994; Santa Rosa; Oliveira, 1997; Palatnik-De-Sousa et

al. 2001; Silva et al. 2001).



B Areas afetadas

Figura 1. Mapa apresentando os Estados brasileiros com registro
de casos de Leishmaniose Visceral.

Pela severidade da leishmaniose visceral no homem, as acfes sanitarias
direcionadas para esta forma da doenca sdo mais rigorosas que aquelas
direcionadas a leishmaniose tegumentar. Assim, programas de controle sao
implantados nas areas endémicas, objetivando interromper o ciclo de transmissao.
Tais programas assumem trés pontos principais: deteccéo e tratamento dos casos
humanos; borrifacdo de inseticidas no domicilio e peridomicilio e monitoramento de
cdes domesticos, removendo e eliminando os sororeatores. No Brasil, estes
programas iniciaram-se por volta da década de 50, durante um surto ocorrido no
Estado do Ceard, estendendo-se mais tarde para outras regibes do pais onde

permanecem até os dias de hoje (Ministério da Saude, 2006).



1.2. LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA (LVC)

O céo domeéstico pela grande proximidade com o homem néo sé esta exposto
aos agentes causadores da doenca humana, como também expdem o homem aos
seus parasitas, sendo considerado um importante elo de certas zoonoses. Nas
Leishmanioses esse animal tem sido encontrado naturalmente infectado em
diferentes focos registrados no mundo, com relatos de que a enzootia canina possa
preceder o aparecimento de casos humanos (Deane; Deane, 1955; Marzochi;
Marzochi, 1994; Paranhos-Silva et al. 1998; Palatnik-De-Sousa, 2001). No caso da
infeccdo canina causada por L. (V.) braziliensis geralmente ndo ha
comprometimento do estado geral do animal e a doenca manifesta-se com lesdes
cutdneas localizadas preferencialmente na bolsa escrotal, pavilhdo auricular e
focinho, que séo locais de poucos pélos, preferidos pelo inseto vetor (Aragao, 1927)
e ainda ndo se conhece totalmente o potencial do cdo doméstico como reservatério
(Reithinger; Davies, 1999).

Diferentemente do que ocorre no ciclo de transmissdo da leishmaniose
tegumentar, na leishmaniose visceral, esse animal possui um papel j& bem
sedimentado, sendo considerado um importante reservatério doméstico. No Brasil,
apesar do primeiro caso canino ter sido descrito em 1938, foi a partir dos relatos de
Deane e Deane (1955), que constataram a presenca de formas amastigotas na pele
de cées infectados, facilitando a infestacdo pelos vetores, que se passou a
incrimina-los como um dos provaveis elos no ciclo de transmissdo no ambiente
domeéstico. Desde entdo, a notificacdo de caes infectados em areas endémicas,

associado ao aparecimento dos casos humanos, tem sugerido que o céo infectado



possa manter e amplificar ciclos instalados no peridomicilio principalmente através
de sua migracdo para determinadas areas (Marzochi et al. 1985a; Paranhos-Silva et
al. 1998; Costa et al. 2007; Costa et al. 2008; Diniz et al. 2008), levando os 6érgéos
sanitarios competentes a adotarem medidas objetivando a interrupcdo desse ciclo
de transmisséao, através da deteccédo e eliminacdo dos caes suspeitos (OMS, 2008;
Ministério da Saude, 2006; Dantas Torres, 2009; Marzochi et al. 2009).

No cdo a doenca é de evolucdo lenta, mas com inicio insidioso.
Classicamente a LVC pode apresentar um espectro de manifestacdes clinicas bem
variadas, condicionadas a imunocompeténcia individual do animal e também a
viruléncia do parasito, como por exemplo, lesdes cutaneas, descamacao, eczema,
em patrticular no espelho nasal e orelha, e pequenas Ulceras rasas, localizadas mais
freqientemente ao nivel das orelhas, focinho, cauda e articulacdes. Nas fases mais
adiantadas da doenca, observa-se, com grande frequéncia, onicogrifose,
esplenomegalia, linfadenopatia, alopecia, dermatites, Ulceras de pele,
ceratoconjuntivite, coriza, anemia, apatia, diarréia, hemorragia intestinal, edema de
patas e vomito, além da hiperqueratose. Na fase final da infec¢@o ocorre, em geral, a
paresia dos membros posteriores, caquexia, inanicdo e morte. Entretanto, em alguns
cdes, a doenca pode permanecer latente, levando até a cura espontanea (Marzochi
et al. 1985b; Colmenares et al. 2002; Crescente et al. 2009).

A forma assintomatica da doenca € predominante e tem sido relatada em
proporcdes que podem representar cerca de 40 a 60% da populacdo soropositiva
(Dantas-Torres, 2009; Queiroz et al. 2009). De acordo com o manual de controle da
Leishmaniose Visceral (Ministério da Saude, 2006), devem ser realizados inquéritos
sorologicos (amostrais ou censitarios) na populacdo canina para avaliagdo da

soroprevaléncia, empregando para isto a técnica de ELISA (Enzyme Linked Immuno



Sorbent Assay) para triagem e a imunofluorescéncia indireta (IFI) para confirmacéo
dos casos. Para o diagndéstico parasitoldgico, os espécimes clinicos coletados de
cdes podem ser obtidos a partir de aspirado de medula 6ssea, baco, figado,
linfonodos e em alguns casos de biopsias de pele integra, lesdo ou visceras
(Barrouin-Melo et al 2006; Madeira et al, 2006a). No exame parasitolégico direto, &
realizada a pesquisa de formas amastigotas em laminas de impressdo de
fragmentos de orelha, por este ser considerado por alguns autores o sitio com maior
densidade de parasitos, (Travi et al. 2001). Este € entdo corado pela técnica de
Giemsa ou Leishman. O exame parasitolégico indireto visa o isolamento do agente
infeccioso, a partir de tecidos do sistema monocitico fagocitario e na pele
aparentemente sd, em meios de cultivo apropriados como, por exemplo, NNN
acrescido de meio Schneider enriquecido com soro fetal bovino, sendo este o
meétodo usado para o diagnéstico (Marzochi et al. 1985b).

No Brasil a doencga no céo coexiste com a doenga humana em todos os focos
conhecidos, sendo mais prevalente e precedendo a doenca no homem e, do ponto
de vista epidemioldgico, a doenga canina é mais importante, pois além de ser mais
prevalente, também apresenta um grande numero de portadores assintomaticos,
bem como doentes, que séo fontes de infeccdo para os vetores, mais até que o
homem doente (Marzochi et al. 1985a). Em relagdo ao envolvimento da
sintomatologia clinica na transmissdo da doenca Travi et al. (2001), estudando a
infectividade de cdes na Coldombia, observaram que cées sintomaticos e
oligossintomaticos apresentaram maior infectividade para os flebotomineos do que
0s assintomaticos, sugerindo uma maior carga parasitaria na pele destes animais, o
que foi confirmado nos relatos de Giuncheti et al. (2006) e Reis et al. (2006). O

mesmo foi visto por Michalsky et al. (2007) e Vercosa et al. (2008) em seus estudos



no Brasil. Além disso, no cdo o tratamento € pouco eficiente e esta proibido pelas
autoridades de saude. Outro fator relacionado ao grande numero de cées infectados
€ a possibilidade de transmissdo intercanina, sem a participacdo do vetor, que
poderia, por exemplo, ocorrer através da mordedura, coito, por via transplacentaria e
provavelmente por ingestdo de carrapatos ou pulgas que se alimentam do sangue
de caes doentes (Marzochi et al. 1985b; Coutinho et al. 2005; Coutinho; Linardi,
2007; Pita-Pereira et al. 2008; Pangrazio et al. 2009; Savani et al. 2009).

No Municipio do Rio de Janeiro, a area afetada pela leishmaniose visceral
canina compreende diversos bairros como Realengo, Bangu, Senador Camara,
Campo Grande e Jacarepagua, que sdo localidades periurbanas e que ainda
apresentam determinadas caracteristicas rurais com populacdo de baixa renda e
habitacdes precarias (Mazochi et al. 2009). Em cées, esta doenca no Rio de Janeiro
parece néo diferir clinicamente da observada em outras regides do pais, porém ha
relatos de diferencas entre casos de LV ocorridos no nordeste (Almeida et al. 2005).
O mesmo ocorre no caso da doenca humana quando os aspectos clinicos séo

comparados entres casos da Africa e do Novo Mundo (Berman, 2006).

Alguns outros fatores como sexo, idade, comprimento do pelo e raca podem
estar relacionados a ocorréncia da doenga, como visto por Franca-Silva et al.
(2003), que encontraram maior prevaléncia de soropositividade nos machos, em
animais de pelo curto e em cées das racas boxer e cocker spaniel. Curiosamente a
primeira raca esta relacionada a uma maior susceptibilidade a neoplasias podendo

haver uma relacao entre estes dois fatores.



1.3 CARACTERIZACAO DE PARASITAS DO GENERO LEISHMANIA:

CONCEITOS E APLICABILIDADE

A classificacdo correta de qualquer organismo é fundamental para que se
possam inferir, sobre os organismos estudados, informacdes essenciais no nivel do
conhecimento taxonémico, mas também para o controle das doencas causadas por
eles.

Até aproximadamente meados dos anos 70, os estudos sobre as
leishmanioses baseavam-se em aspectos clinicos e epidemiolégicos. As
metodologias voltadas para a classificacdo dos parasitas desse género visavam
principalmente caracteristicas extrinsecas ao parasita, fazendo referéncia a
caracteristicas  biolégicas como: comportamento em meio de cultura;
desenvolvimento no inseto vetor, em animais de laboratorio ou mesmo, as
manifestacdes clinicas apresentadas pelos individuos acometidos. Atualmente séo
inUmeras as ferramentas aplicadas nesse contexto, principalmente pelo avanco da
biologia molecular, cujo conhecimento é aplicado nos estudos genéticos das
amostras isoladas. A introducdo destas técnicas na rotina dos laboratérios de
pesquisa tem contribuido para o conhecimento desses parasitas enfocando desta
vez caracteristicas intrinsecas dos mesmos. (Momen, 1984; Pacheco et al, 1986;
Pacheco et al. 1999).

A técnica da eletroforese utilizada para determinar os pesos moleculares das

proteinas foi desenvolvida por Tiselius em 1937. Esta técnica visa determinar as

variacbes entre proteinas mediante a migracdo diferencial destas quando



submetidas a uma corrente elétrica. Através das diferencas na mobilidade
eletroforética das proteinas, que podem ocorrer em funcéo da carga elétrica, forma
estrutural ou peso molecular € possivel distinguir os organismos. Contudo, devido ao
perfil complexo de bandas que séo obtidas na analise eletroforética de proteinas, ha
uma dificuldade da interpretacdo dos resultados. Na tentativa de melhor resolucao,
passou-se a utilizar para diferentes estudos, proteinas de acdo enzimatica, uma vez
gue as enzimas podem ser facilmente identificadas pela especificidade dos seus
substratos. As enzimas compdem um grupo de moléculas protéicas responsaveis
por catalisar reacfes metabodlicas, admitindo-se para uma mesma funcdo sutis
alteracdes estruturais na enzima. Um grupo de enzimas que possui tal caracteristica
€ denominado de isoenzimas. As isoenzimas podem ocorrer devido a diversos
fatores tais como: presenca de mais de um locus que codifica para enzima;
presenca de mais de um alelo para o locus codificador da enzima; modificacdes ou
alteracdes pds-traducionais na cadeia polipepitidica formada e enzimas poliméricas
cujos componentes séo de alelos ou locos diferentes. Para que os resultados sejam
satisfatérios é necesséario que sejam determinados o meio suporte onde serao
aplicadas as amostras, a solucdo tampdo com que sera feita a corrida e os sistemas
reveladores para a enzima que se deseja estudar (Cupolillo et al. 1994). A
eletroforese de isoenzimas permite o0 estudo simultdneo de varias cepas e
caracteres, permitindo a rapida identificacdo de organismos e facilitando a
visualizacdo de possiveis diferencas entre individuos de uma mesma populacéo
(Romanha, 1982). Assim, uma banda no perfil eletroforético (denominada
eletromorfo) € um marcador molecular que representa o alelo de um determinado
l6cus. Desse modo, pela técnica de isoenzimas, podem ser ensaiados varios loci na

identificagéo parasitaria.



A difusdo do uso das isoenzimas ocorreu atraves do desenvolvimento de
meétodos eficientes para a visualizacdo do produto enzimatico e da aplicabilidade
imediata encontrada em varias areas da biologia. A utilizacdo da eletroforese de
isoenzimas permite determinar as similaridades e diferencas entre 0s organismos,
possibilitando a identificacdo e classificacdo taxondmica de diversos parasitas
(Momen, 1984).

Segundo conceito proposto por Godfrey et al. (1979), um zimodema consiste
no grupamento de organismos com exatamente o mesmo perfil para todas as
enzimas com as quais foi realizada a analise. Dentro de uma mesma espécie
podem-se encontrar diferentes zimodemas, que representa 0 conjunto de amostras
gue apresentam o mesmo perfil enzimatico. Um determinado zimodema pode ser o
produto de diferencas enzimaticas simples ou um conjunto de diferencas que se
estabelecem entre grupos populacionais de organismos. Esta técnica foi
estabelecida como padrdo-ouro na identificacdo de espécies de Leishmania
(Schonian et al. 2008). Mesmo sendo considerada uma técnica de carater fenotipico,
na pratica, cada variante enziméatica corresponde a um genétipo e os eletromorfos
correspondem a alelos.

O uso de eletroforese de isoenzimas em estudos taxonémicos de Leishmania
teve inicio na década de 80 e atualmente € um dos métodos mais utilizado para
caracterizacdo das espécies deste parasita (OMS, 1990; Lopes et al. 1984; Pacheco
et al, 1986; Cupolillo et al. 1998; Pratlong et al. 2004; Mauricio et al. 2006; Kuhls et
al. 2008). Além da caracterizacéo, esta técnica fornece resultados que podem ser
interpretados por analises numeéricas, proporcionando numerosas informacdes nos
estudos taxon6micos das populacdes destes parasitas. Os resultados obtidos com

esta metodologia demonstraram que certas enzimas servem para o diagndéstico de



determinadas espécies, enquanto outras ndo sado capazes de permitir a
diferenciacdo de organismos distintos (Cupolillo et al. 1995). Assim, todas as
espécies de Leishmania descritas até o0 momento, apresentam diferencas quanto ao
perfil de mobilidade eletroforética de isoenzimas em poucos ou até mesmo em
apenas um unico locus enzimatico. Dentro do complexo L. donovani, a eletroforese
de enzimas suporta o status taxonémico de L. donovani e L. (L.) infantum, mas n&o
suportam diferengas entre L.(L.) infantum e L. (L.) chagasi que parecem representar
um uUnico zimodema destas espécies (Mauricio et al. 1999, Mauricio et al. 2000;
Campos-Ponce et al. 2005).

As variaces podem ser diretamente atribuidas as diferencas genéticas e os
perfis eletroforéticos encontrados, considerados como expressdo fenotipica do
organismo. A similaridade entre os organismos sera maior quanto maior forem os
caracteres idénticos entre eles. Entretanto, a eletroforese de enzimas nem sempre é
capaz de distinguir todos os alelos presentes em uma espécie ou populagéo, logo,
alguns fenoétipos que parecem idénticos podem representar gendtipos diferentes.
Apesar dessa limitagdo, a eletroforese de isoenzimas é considerada bastante
sensivel em diversos aspectos e tem apresentado resultados satisfatorios em
diversos estudos (Pacheco et al. 1999; Gonzalez et al. 2007, Michalsky et al. 2007).

Cada regidao pode apresentar uma ou mais espécies endémicas e dentro
destas espécies, diversos subtipos (ou variantes) diferentes, que podem ser
identificados pelo seu zimodema. No Velho Mundo, por exemplo, foram classificados
para isolados de L. (L.) infantum cerca de 31 zimodemas (Kuhls et al. 2008), sendo
MON-1 o mais prevalente entre eles e a nomenclatura MON-1 tem sido relacionada
ao perfil eletroforético no qual estdo agrupadas amostras de L. (L.) infantum do

Velho Mundo (Toledo et al. 2002; Campino et al. 2006; Kallel et al. 2008; Amro et al.



2009) e que estdo presentes em diferentes paises (Sanchez et al. 2004; Botilde et
al. 2006). Na Franca, um estudo com 712 amostras de L. (L.) infantum isoladas de
fontes humanas, animais e vetores revelaram a presenca de sete zimodemas,
também com predominancia do perfil MON-1 (Pratlong et al. 2004). Além da Europa
e Mediterraneo, este zimodema ja foi isolado no Novo Mundo, mais precisamente na
Venezuela (Zerpa et al. 2001). H4& ainda uma tendéncia a associacdo de alguns
zimodemas a determinados fatores como formas clinicas da doenca, como MON-1
gue pode estar relacionado aos casos de LV e LC enquanto outros zimodemas
estdo mais relacionados somente aos casos de LC, porém, ha exce¢des como
MON-24, que ja foi implicado como causador da LC, LV e Leishmaniose
mucocutanea (LMC) (Sanchez et al. 2004; Kallel et al. 2008; Amro et al. 2009).
Também ha uma associacdo ao tipo de hospedeiro ou vetor, onde MON-1 foi isolado
predominantemente de cdes e individuos imunocompetentes, porém, com
prevaléncia baixa nos vetores, e ainda ha o caso de alguns zimodemas que estdo
restritos a individuos portadores de HIV ou a determinadas regies geograficas (
Pratlong et al. 2004; Sanchez et al. 2004; Alvar et al. 2008; Schonian et al. 2008).

No Brasil, o agente da LV (humana e canina) foi denominado Leishmania (L.)
chagasi por Cunha e Chagas (1937). A identidade deste agente tem sido causa de
alguns debates (Lainson et al. 1983; Momen et al. 1993; Mauricio et al. 1999;
Mauricio et al. 2000; Dantas-Torres, 2006). Por muito tempo, este agente foi
considerado autoctone das Américas, tendo os cées atuado como amplificadores da
doenca do ciclo silvestre para o urbano, e apesar das semelhancas observadas nos
aspectos epidemioldgicos, taxonémico e clinicos L. (L.) infantum e L. (L.) chagasi
foram por muito tempo considerado espécies distintas (Costa et al. 2007; Costa et al.

2008; Diniz et al. 2008). Entretanto, alguns autores consideram que este agente



tenha sido introduzido nas Américas por colonizadores europeus, escravos africanos
ou, até mesmo pelos cdes domésticos e que se adaptou a novos vetores e
hospedeiros. Dados bioquimicos e moleculares suportam tal hipotese ja que L. (L.)
infantum e L. (L.) chagasi possuem inUmeras caracteristicas comuns entre si e
atualmente, admite-se que L. (L.) chagasi seja uma variante de L. (L.) infantum que
se adaptou a novos hospedeiros (Mauricio et al. 1999; Mauricio et al. 2000; Shaw,
2002). Baseado nesse conceito, alguns autores ja utilizam a denominacdo de
Leishmania (L) infantum chagasi (Lainson; Rangel, 2005 Crescente et al. 2009;
Silveira et al. 2009).

Estudos realizados com amostras de L. (L.) chagasi, isoladas de casos
humanos e animais domésticos obtidos de diferentes regides geogréaficas das
Ameéricas revelaram grande semelhanca com L. (L.) infantum (Momen; Grimaldi Jr,
1989). Dados da literatura demonstram que L. (L) chagasi ndo apresenta
polimosfismo enzimatico, sendo seu perfil idéntico ao da cepa de referéncia de L.
(L.) infantum (Kreutzer et al. 1987; Momen; Grimaldi, 1989). No entanto, é
interessante lembrar que embora MON-1 seja 0 mais prevalente em diversas regides
do Velho Mundo, existe um grande polimorfismo enzimatico em populacdes naturais
que circulam em diferentes regides geograficas (Alvar et al. 2004; Kuhls et al. 2008).

Ja relacionada a forma tegumentar, o espectro de desordens observadas na
LTA, principalmente causada por L. (Viannia) braziliensis sugere uma variabilidade
genética entre parasitas desta espécie que foi observada por alguns autores
(Cupolillo et al. 1997; Pacheco et al. 1999; Ishikawa et al. 2002). Entretanto, estudos
realizados no Rio de Janeiro utilizando outras técnicas, demonstraram que a maioria
das cepas de L. (Viannia) braziliensis isoladas de pacientes com diferentes

apresentacoes clinicas apresentam o mesmo genotipo (Baptista et al. 2009).



Outras técnicas moleculares, como Amplificacdo Randdémica de Polimorfismo
de DNA (RAPD) e Polimorfismo de Tamanho de Fragmento de Restricdo (RFLP) do
KDNA também podem ser empregadas na caracterizacdo de parasitas do género
Leishmania., as quais também tem sido utilizadas no entendimento de aspectos
relacionados a falhas terapéuticas, resisténcia a drogas, diferenciacdo de re-
infeccdo e reativacdo e a correlacédo entre a diversidade genética e a eco-geografia
dos parasitas (Saravia et al. 1990; Pacheco et al. 1995). Estas técnicas tém
apresentado boa correlacdo com os resultados obtidos por MLEE em diferentes
estudos (Passos et al. 1999; Botilde et al. 2006). No entanto, ha relatos de autores
que verificaram diversidade genotipica em amostras de Leishmania quando
submetidas ao RAPD e Fingerprinting em comparacdo a MLEE onde esta néo foi
observada (Gomes et al. 1995). Ishikawa et al. (2002) ao utilizar o RAPD em seus
estudos, verificaram que esta técnica distinguiu adequadamente as populacdes de
amostras amazonicas e que coincidiam com as espécies conhecidas desta regiao.
Ja Lopes et al. (1984), ao utilizar endonucleases em seu estudo visando identificar
amostras de Leishmania, observaram variacbes ao comparar os resultados com os
obtidos por isoenzimas. Para L. (V.) braziliensis, por exemplo, foram encontrados,
dentre 15 Zimodemas, 41 gendtipos diferentes, a maioria restrita a areas geogréficas
especificas (Cupolillo et al. 2003). Apesar da grande aplicabilidade, estas técnicas
esbarram em dificuldades como alto custo e necessidade de equipamentos mais
sofisticados (Passos et al. 1999; Botilde et al. 2006). Ao analisar amostras de L. (V.)
braziliensis e L. (L.) amazonensis por RAPD, Ishikawa et al. (2002), em seus estudos
no Brasil, verificaram que as diversas espécies de Leishmania analisadas,
pertencentes aos subgéneros Leishmania e Viannia, apresentaram uma grande

variabilidade de zimodemas e gendtipos. Porém, o mesmo ndo ocorre com L. (L.)



chagasi, Unica espécie causadora da doenca visceral. Embora poucos estudos
tenham sido realizados, a variacdo de L. (L.) chagasi € muito reduzida, sendo
relatadas somente pequenas diferencas em algumas amostras, estando mais
proxima geneticamente de L. (L.) infantum do que das outras espécies existentes
(Noyes et al. 1997). Beverley et al (1987) utilizaram analises dos perfis de restricao
do DNA nuclear; Grimaldi et al (1991) empregaram analises por anticorpos
monoclonais e eletroforese de isoenzimas, Momem et al (1993) utilizaram analises
por diferentes loci enzimaticos, em todos esses estudos, L. chagasi e L. infantum
apresentaram perfis genéticos semelhantes, sendo consideradas a mesma espécie
(Momen et al.,, 1993; Mauricio et al, 1999; Shaw, 2002; Lukes et al, 2007). Em
relacdo a reproducdo dos parasitos, ha relatos de heterozigose fixa entre amostras
de Leishmania, demonstrando a existéncia de uma estrutura clonal na populacéo,
sendo mais provavel a hipétese de uma reproducdo assexuada. Porém, acredita-se
qgue a variabilidade genética destes parasitas seja devida a trocas de material
genético entre eles por uma eventual reproducdo sexuada ou outros mecanismos
gue possam ocorrer entre as populagdes (Tibayrenc, 1998; Tibayrenc; Ayala, 2002;
Miles et al. 2009), no entanto, ainda ndo ha comprovacdo cientifica de tal fato,
embora haja relatos de fusédo de células in vitro e achados de células que possuem
uma maior quantidade de material genético do que outras, a troca de informacéo
genética entre parasitas pode ocorrer ainda em casos de infeccfes mistas (Cupolillo
et al. 1998; Pratlong et al. 2004; Sanchez et al. 2004; Mauricio et al. 2006, Chargui
et al. 2009). As outras hipoteses seriam a expressao simultdnea de dois ou mais
genes em uma familia multigénica, uma modificacdo pos-transcripcional ou mutacao
em uma populacdo clonal (Pratlong et al. 2004; Mauricio et al. 2006). H4 também

autores que atribuem esta variacdo a fatores como a diversidade de hospedeiros,



vetores e variacfes climaticas, pois foi visto que em areas onde a diversidade de
hospedeiros e vetores é menor, a variabildade genética do parasita também é
menor, ocorrendo também o contrario, uma variabilidade genética maior quando a
diversidade é maior (Gomes et al. 1995; Cupolillo et al. 1998; Pratlong et al. 2004;
Sanchez et al. 2004).

Mesmo com o0s avancos das técnicas moleculares ainda € dificil associar os
resultados as caracteristicas epidemiologicas nas diferentes regides (Ishikawa et al.
2002). Como as medidas de controle destas doencas estdo baseadas
principalmente em tratamento dos doentes, controle de vetores e reservatorios, é
importante o conhecimento da variabilidade genética da Leishmania e o
entendimento das caracteristicas relacionadas a ela, através de técnicas
enzimaticas, moleculares ou a associacdo de ambas, bem como a investigacdo da
existéncia de novos hospedeiros e o entendimento da ecologia dos ja descritos, para
uma melhor implantagdo das medidas de controle (Ishikawa et al. 2002; Cupolillo et
al. 2003), pois essa heterogeneicidade, que produz diferentes fendétipos e pode
influenciar na viruléncia do agente, pode estar associada as diferentes
manifestacbes clinicas e epidemiol6gicas em associacdo a resposta imune do
hospedeiro e as sua proprias caracteristicas genéticas (Peacock et al. 2001; Almeida
et al. 2005; Baptista-Fernandes et al. 2007; Ettinger et al. 2009). Como € visto no
caso da L. infantum, onde determinados zimodemas se apresentam restritos a
certas formas clinicas da doenga. O zimodema MON-1, por exemplo, que é 0 mais
prevalente, estd associado tanto a forma cutanea como a visceral em humanos
(Campino et al, 2006, Kallel et al, 2008, Toledo et al, 2002, Amro et al, 2009). O
MON-24 causa a forma cutanea em individuos imunocompetentes, porém, a forma

visceral determinada por este zimodema, sO ocorre em individuos imunodeprimidos



(Kallel et al. 2008), o mesmo ocorrendo com alguns outros zimodemas, como o

MON-29 e MON-80 que sao encontrados associados ao HIV (Campino et al. 2006).

1.4. IMPORTANCIA DO CONHECIMENTO DA DIVERSIDADE GENETICA EM
LEISHMANIA

Epidemiologicamente as leishmanioses apresentam padrbes distintos em
variados aspectos, provocados principalmente pela multiplicidade de espécies de
Leishmania, de insetos vetores, de diferentes reservatérios acometidos e dos
diferentes fatores ambientais que afetam essa cadeia epidemiolégica (Lainson;
Shaw, 1987; Marzochi; Marzochi, 1994). Na Leishmaniose Visceral (LV), os caes
domeésticos sdo 0s reservatorios mais importantes e, talvez, os responsaveis pela
mudanca no perfil epidemioldgico da doenca em diferentes regibes do Brasil,
principalmente pelo constante movimento migratorio, facilitando a expansdo da
doenca para éareas consideradas indenes. Atualmente, € reconhecido que as
manifestacdes clinicas da doenca e a resposta ao tratamento estejam parcialmente
relacionadas a espécie de Leishmania envolvida (Grogl et al. 1992; Belli et al. 1998).
Entretanto, o grau de variabilidade genética dentro de uma mesma espécie, pode
também ter importancia nesse contexto.

A eletroforese de multilocos enzimaticos (MLEE) é considerada uma
ferramenta padrdo ouro na identificacdo de parasitas do género Leishmania (Rioux
et al. 1990). Embora, amplamente utilizada na caracterizacdo taxonémica desses
organismos, possui aplica¢cdes com inumeras abordagens epidemioldgicas (Pacheco
et al. 1984; Pacheco et al. 1995; Thomaz-Soccol et al. 1993). O conceito de

zimodema, que é definido pelo conjunto de amostras que apresentam o mesmo



padrao eletroforético surgiu a partir das variagdes enzimaticas encontradas entre
isolados de uma mesma espécie. Outra grande aplicabilidade da técnica de
isoenzimas é a possibilidade da utilizacdo de determinados sistemas enzimaticos
para o diagnoéstico diferencial de espécies ou grupos de parasitas (Cupolillo et al.
1997).

No municipio do Rio de Janeiro tanto a forma tegumentar como visceral
ocorrem simultaneamente em diversas areas, acometendo o homem e cées
domeésticos. Neste municipio, sugere-se que apenas um zimodema (Z 27) de L. (V.)
braziliensis esteja envolvido na forma tegumentar da doenca humana e animal
(Cupolillo et al. 1997), entretanto, pouco se sabe sobre a variabilidade fenotipica de
L. (L.) chagasi, Unica espécie responsavel pela doenca visceral nas Ameéricas.
Estudos avaliando a variabilidade de diferentes isolados de Leishmania empregando
a eletroforese de enzimas tém indicado, de um modo geral, baixo nivel de variacédo
genética entre amostras de L. (L.) chagasi (Momen; Grimaldi Jr. 1989) ao passo que
amostras de L. (V.) braziliensis apresentam grande polimorfismo (Cupolillo et al.
1997). Leishmania (L.) chagasi € uma espécie pertencente ao subgénero
Leishmania, considerada como uma variante originada a partir da L. (L.) infantum
(Momen et al. 1993), espécie responsavel pela doenca visceral nos paises do
Mediterraneo, que acredita-se ter sido introduzida nas Américas na época da
colonizacdo espanhola (Shaw, 2007), sendo o Unico agente envolvido no ciclo
epidemioldgico, urbano e silvestre, da LV no Brasil.

As amostras isoladas, a partir do diagnostico indireto sdo de grande
importancia para diversos estudos, principalmente aqueles que envolvem a
vigilancia epidemiologica, possibilitando, através da caracterizacdo dos parasitas

isolados, 0 mapeamento das espécies e variantes de Leishmania que circulam entre



0s hospedeiros humanos e animais envolvidos no ciclo de transmissédo da doenca,
bem como um melhor entendimento dos fatores que podem estar relacionados a
essas variacdes fenotipicas como, por exemplo, caracteristicas clinicas, resisténcia
a drogas, predilecdo por determinados hospedeiros, associacdo a determinadas
doencas como o HIV e viruléncia do parasita. O Laboratorio de Vigilancia em
Leishmanioses/IPEC/Fiocruz possui um banco de amostras de Leishmania que sao
obtidas na rotina diagndstica humana e animal. Dessa forma, considerando a
importancia da LV no contexto de saude publica e a caréncia de dados sobre o
polimorfismo dos parasitas envolvidos no ciclo epidemiolégico da doencga no Brasil,
nos propomos avaliar, pela técnica de eletroforese de enzimas, o nivel de variacéo
fenotipica entre um grupo de amostras de L. (L.) chagasi isoladas de cées
domésticos oriundos do municipio do Rio de Janeiro e da regido metropolitana de

Belo Horizonte.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a variabilidade fenotipica de amostras de Leishmania (Leishmania)
chagasi isoladas de cades oriundos do municipio do Rio de Janeiro e de Belo

Horizonte empregando a técnica de eletroforese de enzimas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Caracterizar fenotipicamente 200 isolados de L. (L.) chagasi, sendo 100
obtidos de cdes do municipio do Rio de Janeiro e 100 do municipio de Belo
Horizonte;

v' Comparar o perfil eletroforético de ambos os grupos estudados a partir da
utilizacdo de nove sistemas enzimaticos;

v Avaliar a similaridade entre os isolados estudados;

v' Correlacionar os resultados obtidos neste estudo com dados clinicos e

epidemioldgicos.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. ASPECTOS ETICOS

Este estudo constitui um desdobramento de outros projetos ja aprovados e
licenciados pelo Comité de Usuéarios de Animais (CEUA-FIOCRUZ), onde foram
obtidas as amostras de Leishmania que foram estudadas.

e Protocolo CEUA N° 195/03 — “Avaliacédo Parasitolégica nas Leishmanioses

Caninas” sob responsabilidade de Maria de Fatima Madeira;

e Protocolo SMS N° P0298-06 — “Leishmania (L.) chagasi em caes

domésticos (Canis familiaris) soronegativos em area endémica na cidade

do Rio de Janeiro” sob responsabilidade de Fabiano Borges de Figueiredo.

3.2. DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo laboratorial visando avaliar a variabilidade fenotipica

de amostras de Leishmania (Leishmania) chagasi empregando a técnica de



eletroforese de multilocos enzimaticos, comparando amostras obtidas de duas areas

endémicas de leishmaniose visceral no Brasil.

3.3. OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras estudadas encontram-se criopreservadas e constituem um
acervo do Banco de amostras biolégicas do Laboratério de Vigilancia em
Leishmanioses — VigiLeish/IPEC/FIOCRUZ, RJ e foram obtidas de cdes durante
estudo diagnoéstico das Leishmanioses caninas realizado no municipio do Rio de
Janeiro e na cidade metropolitana de Belo Horizonte.

No municipio do Rio de Janeiro, a captacdo dos animais envolveu a
Secretaria Municipal de Saude (RJ) que diagnosticou os caes pela sorologia (IFI)

sendo 0s positivos para LeishmanieseLeishmania sp. encaminhados para o

Laboratério de Dermatozoonoses em Pesquisa Clinica em Animais Domésticos —
(LABCLINDERMOZOO) do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas para
eutanasia e coleta de material clinico para confirmacdo do diagndéstico. Na cidade
metropolitana de Belo Horizonte, a captacdo dos animais foi realizada em
colaboracdo com o Centro de Controle de Zoonoses onde 0s animais sororeatores
para Leishmania sp. foram eutanasiados para coleta de amostras bioldgicas. A
eutanasia, em todos os casos, foi realizada por overdose de tiopental de acordo com
protocolos aprovados pelo CEUA-comeo—citado—anteriormente. Durante ambos 0s

estudos, foram preenchidas fichas contendo informac¢des sobre o status clinico de



todos os animais eutanasiados. Os animais foram classificados como sintomaticos,

assintomaticos e oligossintomaticos (Manciante et al. 1988). Considerou-se como
assintomaticos 0os animais que apresentavam auséncia de qualquer sinal ou
sintomas sugestivos da infec¢cdo; como sintomaticos, 0s animais que apresentaram

sinais tais como: alteracfes cutaneas_como eczema, descamacéao, ulceras rasas,

onicogrifose, hipergueratose, caquexiaemagreeimento, esplenomegalia,

ceratoconjuntivite, coriza, vomito, diarréia, edemas de membros e paresia dos

membros posteriores e como oligossintomaticos 0s que apresentaram sinais como
adenopatia linfoide, pequena perda de peso e/ou pélo opaco. \ferse-é-isso-mesmeo!
Dos animais estudados, a amostra de pele integra; foiei obtida do pavilhdo
auricular, escapula ou de outros locais, ndo identificados nos prontuarios do animal,
apos tricotomia, limpeza com agua e sabdo e anti-sepsia com alcool a 70%. Foi
coletado um fragmento de cerca de 4mm o qual foi acondicionado em solucéo salina
estéril, contendo 50ug de 5’fluorocytocine; 1000 unidades de penicilina G potassica
e 200ug de estreptomicina, onde permaneceu por 24 horas a temperatura de 4°C.

Ap0s_este periodo, os fragmentos foram transferidos, de forma asséptica, para tubos

contendo meio NNN (Novy McNeal; Nicolle, 1908) acrescido de meio Schneider
(Sigma) suplementados com 10% de soro fetal bovino (SEB-Cultilab) contendo
antibiéticos associados (penicilina G potassica: 200 unidades/mL e estreptomicina:
100 unidades/mL). Os tubos foram mantidos em estufa incubadora B.O.D. com
temperatura de 26-28°C durante 30 dias e em periodos semanais eram examinados,
coletando-se amostras para exame a fresco por microscopia oOptica. Nos casos

positivos, a amostra foi criopreservada em nitrogénio liquido (N2).



3.4. SELECAO DAS AMOSTRAS ESTUDADAS

Das amostras isoladas dos animais eutanasiados por suspeita de
leishmaniose visceral, foram selecionadas somente amostras obtidas de pele
iintegra, as quais foram previamente identificadas por isoenzimas, como L. (L.)
chagasi utilizando o sistema enzimatico nucleotidase (NH){L—e 2. Foram
selecionadas aleatoriamente X- 100 amostras do Rio de Janeiro e X-100 amostras
de Belo Horizonte. A Tabela 1 apresenta dados das amostras estudadas, indicando
o codigo da amostra no VigiLeish, sitio de pele e a data de isolamento assim como,;

a procedéncia e status clinico dos animais e-cendicao-chnica-do-animale o Quadro 1

apresenta_os dados das amostras de referéncia utilizadas no estudo_gue forams

obtidas junto ao Laboratério de Pesquisa em Leishmanioses do Instituto de Oswaldo

Cruz.ELISA

Tabela 1: Dados gerais das amostras selecionadas para o estudo

Amostras BH Amostras RJ
N° Caodigo Data Sitiode  Clinica | N° Codigo Data Sitiode  Clinica
1 403 BH 6/11/06 Orelha o] 101 21 12/07/04 Pl A
2 448 BH 13/11/06 Orelha A 102 44 01/09/04 Pl A
3 481 BH 21/11/06 Orelha A 103 53 17/09/04 Escapula A
4 484 BH 21/11/06 Orelha A 104 70 08/11/04 Escéapula A
5 533 BH 29/11/06 Orelha A 105 85 25/11/04 Escapula A
6 572 BH 02/05/07 Orelha A 106 264 27/10/05 Escépula €3
7 574 BH 02/05/07 Escapula A 107 266 27/10/05 Pl *
8 579 BH 02/05/07 Orelha @] 108 342 05/04/06 Orelha €3
9 580 BH 02/05/07 Orelha @] 109 343 05/04/06 Orelha *
10 581 BH 02/05/07 Escépula A 110 350 07/04/06 Orelha *
11  582BH 03/05/07 Orelha A 111 352 11/04/06 Orelha *
12 585 BH 03/05/07 Orelha A 112 362 25/04/06 Orelha &
13 586 BH 03/05/07 Orelha o] 113 366 27/04/06 Escapula *
14 587 BH 03/05/07 Orelha A 114 375 12/05/06 Orelha A
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63 675BH  21/05/07 Escépula 163 962 17/11/03 Escépula S
64 677 BH  21/05/07 Orelha 164 974 22/12/03 Escapula S
65 679 BH  21/05/07 Orelha 165 989 13/04/04 Pl S
66 680 BH 21/05/07 Escépula 166 1000 09/06/04 Pl S
67 682 BH 22/05/07 Escépula 167 1021 08/03/07 Orelha *
68 683BH  22/05/07 Orelha 168 1022 20/07/07 PI S
69 685BH  22/05/07 Orelha 169 1024 20/07/07 Orelha S
70 691 BH 22/05/07 Orelha 170 1025 30/03/07 Orelha =
71 692 BH 23/05/07 Orelha 171 1026 20/07/07 Pl A
72 696 BH 23/05/07 Orelha 172 1035 27/04/07 Orelha *
73 699 BH 23/05/07 Orelha 173 1041 01/08/07 Pl A
74 700 BH 23/05/07 Orelha 174 1057 11/10/07 Orelha =
75 701 BH 23/05/07 Orelha 175 1064 13/11/07 Pl *
76 703 BH 24/05/07 Orelha 176 1065 13/11/07 Pl *
77 706 BH 24/05/07 Orelha 177 1068 28/11/07 Pl O
78 707 BH 24/05/07 Orelha 178 1072 28/11/07 Escapula *
79 710 BH 24/05/07 Orelha 179 1079 15/01/08 Orelha *

80 712 BH 28/05/07 Orelha
81 724 BH 29/05/07 Orelha
82 726 BH 29/05/07 Orelha

180 1084 23/01/08 Escapula e
181 1095 19/02/08 Escapula *
182 1099 28/03/08 Escapula &

83 745BH 31/05/07 Orelha 183 1111 06/08/01 Pl @]
84 753 BH 04/06/07 Orelha 184 1114 25/04/08 Escépula *
85  755BH 04/06/07 Orelha 185 1120 25/06/08 Pl *

86 757 BH 04/06/07 Orelha 186 1124 26/06/08 Escapula (0]
87  759BH 04/06/07 Orelha 187 1129 30/06/09 Escapula *
88 760 BH 04/06/07 Orelha 188 1136 29/07/08 Escépula (@)
89 761BH 04/06/07 Orelha 189 1147 08/08/08 Escapula S
90 763BH 05/06/07 Orelha 190 1148 08/08/08 Pl @]
91 772BH 05/06/07 Orelha 191 1149 08/08/08 Escapula *
92 774BH 11/06/07 Orelha 192 1160 19/08/08 Escépula A
93  779BH  11/06/07 Orelha 193 1166 12/09/08 Escapula @]
94 782BH  11/06/07 Orelha 194 1168 12/09/08 Escapula @]
95 786 BH  12/06/07 Orelha 195 1182 12/09/08 Escapula e}
96 787 BH 12/06/07 Escapula 196 1194 19/04/08 Escapula A
97  788BH 12/06/07 Orelha 197 1195 20/09/08 Escapula S
98 792BH 12/06/07 Orelha 198 1197 26/09/08 Pl S

*

99 793 BH 12/06/07 Escépula 199 1343 16/09/09 Escépula
100 794 BH 12/06/07 Orelha 200 1349 19/09/09 Escépula

>>2>2>0>> >»2>>>>0>nn0>02>>>>>>>>>0O0>>r>nnrO>>r

*

A=Assintomético;S=Sintomatico;O0=0ligossintomatico

PI=Pele integra sem identificacéo do local

Obs: Nas amostras assinaladas com (*), ndo foi possivel a recuperagdo das informagfes nos
prontuarios dos animais.



Carlos, complete esta tabela

Quadro 1: Dados das amostras de referéncia da Organizacdo Mundial da Saude

(OMS) utilizadas nas analises isoenzimaticas.

Espécie Nomenclatura Internacional Outros dados
Leishmania (Viannia) MHOMY/BR/75/M2903 Isolada de caso de leishmaniose
braziliensis tegumentar humana, na serra dos
Carajas, Para
Leishmania (Leishmania) IFLA/BR/67/PH8 Isolada de infeccdo natural de
amazonensis flebotomineo capturado na regido de
Utinga, Para
Leishmania (Leishmania) MHOM/BR/74/PP75 Isolada de caso humano de
chagasi Ver-se-nao-&-a-M2682 leishmaniose visceral na cidade de

Ituacu, Bahia

3.5. OBTENCAO DAS MASSAS PARASITARIAS

3.5.1 Recuperacao das amostras criopreservadas

As amostras foram retiradas do nitrogénio (N2) em lotes de 10 amostras.

Inicialmente, apos descongelamento em temperatura ambiente, realizou-se exame a

fresco para observacdo da motilidade das formas promastigotas, sendo o contetdo

(cerca de 1 mL) semeado em dois tubos contendo-_o meio NNN (Novy McNeal,

Nicolle, 1908) acrescido de meio Schneider (Sigma) suplementados com 10% de

SFB (Cultilab) contendo antibidticos associados (penicilina G potassica: 200

unidades/mL e estreptomicina: 100—unidades?200ug/mL)e—mesmo—meio—de—cultura

utilizado—para—o—iselamento—citado—no—item—4-3. Os tubos foram examinados

semanalmente por meio de exames a fresco em microscopio Optico e quando




positives—observado crescimento satisfatorio_as amostras foram repicadaes para

obtencdo da massa parasitaria. Foram retiradas novas aliquotas do N2 e repetido o

processo descrito _anteriormente para as amostras que nao apresentaram

crescimento.

3.5.2 Expansdao das culturas

Para obtencdo da massa parasitaria, empregada na técnica de isoenzimas, é
necessario um numero de parasitas na ordem de 10° Para tal, as amostras
crescidas em tubos, foram transferidas, com indéculo aproximado de 10%, para
garrafas de cultivo celular (TPP — 75cm?) contendo meio bifasico (NNN/Schenider)
acrescido de SFB (Cultilab) e antibiéticos na mesma proporcdo citado para o
isolamento. O crescimento foi acompanhado em microscoépio invertido, adicionando-
se meio Schneider completo em volumes e intervalos de acordo com o crescimento
da amostra, até obtencdo de um volume de cultura com cerca de 60-80mL. Em fase
exponencial, a cultura foi transferida para tubos tipo FALCON de 50 mL e
centrifugada a 7000 rpm por 10 minutos a 4°C. ApdOs desprezar o sobrenadante as
culturas foram submetidas a duas lavagens utilizando solucdo tampéo de lavagem
(NaCl 0,85% adicionada de 0,01M de EDTA, pH 8,0). Na ultima etapa, o pellet foi
ressuspenso em dois mL do tampao de lavagem e transferido para criotubos e
submetido aa_nova centrifugacdo. Apos, o sobrenadante foi desprezado e os
sedimentos devidamente identificados; foram estocados em N2 até o0 momento da

utilizacdo na técnica de isoenzimas.



Amostras Garrafas com Incubago em Avaliagao do
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Centrifugar 7.000
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Figura 2. Esquema representando as etapas para obtencao das massas parasitarias.

3.6. ELETROFORESE DE ENZIMAS — MLEE

O estudo isoenzimatico das amostras foi realizada por eletroforese em gel de
agarose, seguindo protocolos descritos por Pacheco et al. (1995) e Cupolillo et al.

(1994). Foram utilizados nove sistemas emzimaticos:

1. 6PGDH (6-fosfogluconato desidrogenase, EC.1.1.1.43)

2. GPI (fosfoglucose isomerase, EC.5.3.1.9)

3. NHi e NH2 (nucleosideo hidrolase, 2 loci, EC. 3.2.2.1)



4. G6PDH (Glucose-6-fosfato desidrogenase, EC.1.1.1.49)

5. PGM (fosfoglucomutase, EC. 1.4.1.9)

6. MDH (malato desidrogenase, EC.1.1.1.37

7. ME (enzima malica, EC.1.1.1.40)

8. IDHNADP (isocitrato desidrogenase, EC.1.1.1.42)

A preparacdo do gel de agarose foi realizada na concentracdo de 1% em

diluicdo de 1:1 de agua destilada e solucdo tampao de reacdo. O tipo de tampéao

utilizado foi escolhido segundo a enzima a ser testada, sendo o mesmo tampéao

utilizado nas corridas eletroforéticas (Quadro 2).

Quadro 2: Solucdes tampao utilizados na preparacdo dos géis e nas corridas

eletroforéticas.

Solugdo Tampéo

Reagentes e preparo

1. Tampéo Tris Maleico, pH 7,4

Tris base (24,22g), Acido maleico (10,0), MgCl2
(0,19g9), EDTA (0,749). H2) qg.s.p 2 litros.
Dissolver todos os reagentes e acertar o pH para
7,4. Estocar a 42C

2. Tampéo Fosfato, pH 8,0

Na:HPO4.H>O (solu¢do A - estoque 1M),
NaH2PO4 (solucédo B- estoque 1M). Mistura 13,6
mL da solugdo A e 186,4 mL da solugdo B e
completa para llitro com H20 destilada. Estocar
a temperatura ambiente

1. Utilizado nos seguintes sistemas enzimaticos: 6PGDH, GPI, PGM, NH, MDH
2. Utilizado nos seguintes sistemas enzimaticos: G6PDH, ME, IDHNADP

A agarose utilizada foi a do Tipo V (Sigma) e uma vez pesada a quantidade

necessaria foi adicionado o tampao (maleico ou fosfato) e a agua e, levou-se ao

microondas para ser dissolvida. A dissolucdo completa da agarose foi obtida




aguecendo até que a mistura tornou-se transparente e sem precipitados. Utilizou-se
a poténcia alta por cerca de 5 minutos. Com a agarose completamente dissolvida e
ainda quente, a solucdo (cerca de 50 mL) foi derramada sobre um suporte de
poliestireno (Filme Gelbond®, GE Healthcare), o qual era apoiado sobre uma placa
de vidro devidamente nivelada, garantindo um espalhamento uniforme da agarose.

ApoOs e-endurecimento-a solidificacdo natural da agarose a temperatura ambiente, o

gel foi estocado em caamara Umida (esedreescura) a 4°C no prazo maximo de 24
horas. No momento do uso, a umidade dos géis era-foi absorvida utilizando-se um
papel de filtro que era posicionado e levemente pressionado contra o gel.

Para aplicacdo das amostras a serem testadas, foii eelecados-colocada sobre
o gel uma fita plastica contendo 24 retangulos vazados e equidistantes que eram
numeradas de 1 a 24 de acordo com a ordem das amostras aplicadas, as quais
eram identificadas em formulario préprio. Inicialmente, aplicou-se cerca de 5ul_da
solucéo corante (Quadro 3) nas ranhuras das extremidades do gel, objetivando gerar

um_marcador, faeilitarfacilitando a visualizacdo da corrida eletroforética. Uma vez

absorvidos o0s corantes, prosseguia-se com a aplicacdo da amostras_e das

referéncias sobre o gel, inclusive nos quadriculos em que os mesmos foram

aplicados.

As amostras eram retiradas do N2 e mantidas em gelo. No momento do uso,
eram homogeneizadas e quando necessario, acrescentava-se um pouco de tampao
de lavagem. Empregando um pipetador automatico, cerca de 10ul de cada amostra
foi aplicado em cada um dos quadriculos da fita. Essas amostras eram absorvidas
pelo gel e quando completamente secas a fita plastica era retirada. O gel entéo, foi

transferido para uma cuba de eletroforese horizontal (Pharmacia BiotechbkKB—

modelo_Multiphor [156X) acoplada a um banho Maria com circulagdo constante de



agua, que mantinha a refrigeracdo das cubas em torno de 4°C. O tampéao (maleico

ou fosfato, dependendo do sistema enzimatico) foi colocado nas laterais da cuba

previamente niveladas e foi feite-feita_ uma ponte para conducdo de energia entre 0s

eletrodos (polo positivo e pélo negativo) e o gel. Esse procedimento foi realizado por
meio de esponjas, cuja uma das laterais foi mergulhada no tampé&o e a outra bem
alinhada sobre as laterais do gel. Apds, foi colocada a tampa da cuba e, aplicou-se
uma corrente elétrica de 40 volts para as corridas realizadas em tampéao fosfato e de
60 volts para as corridas em tamp&o maleico. O término da corrida foi determinado

guando os corantes alcancavam a extremidade do gel_com o primeiro ou segundo

marcador _dependendo do_sistema enzimatico a ser _revelado. A revelacdo da

atividade enzimatica foi feita acondicionando os géis em recipientes plasticos e

colocando-se diretamente sobre ele uma mistura contendo 0s substratos,
transportadores e receptores de elétrons, cofatores e tampdes proprios para cada
sistema enzimatico estudado, apresentados na Quadro 4. Visando facilitar a

revelagdo, os géis foram colocados emno escuro em estufa a 37°C e assim que as

bandas eram visualizadas no gel, a reacao foi interrompida, colocando-se sobre o
gel uma solucao de &cido acético a 5%, sendo tal solugdo trocada quantas vezes
fosse necesséario até que o excesso de corante do sistema revelador fosse
completamente eliminado do gel, deixando-o0s apenas com as bandas eletroforéticas
marcadas. ApOs esse processo, 0s geéis sae-foram deixados a temperatura ambiente

até secarem completamente.

Quadro 3: Solucédo corante utilizada na corrida eletroforética de isoenzimas.

Corante Quantidade Modo de preparo
Azul de bromofenol 34 mg Pesar as quantidades de cada corante e




Xilencianol

28 mg

dissolver em 10 mL de H2O destilada.
Estocar a 4°C

Quadro 4: Cendicbes-Protocolos utilizadoas no processo de revelagdo das enzimas

estudadas,

indicando substratos, coenzimas, ativadores, enzimas de ligacéo

especifica para cada sistema enzimatico e os métodos de visualizagdo empregados.

Enzima T%_}'?' H0 2% mL ‘iﬁgﬁﬁ ﬁé\;ggg]fs EEiZ(igcaége Visualizacdo | Agarose
GPl | 4mLpH80 | 1mL | imLF-6-P o %(‘é—'l-z 2U G6PDH 21””1“'-_% 10mL
GOPDH | umipH7a | - | micer | 20 | 30U : mCpwg | lomL
o 4mL pH 8.0 : isozciLULeﬂe N%P %Cui_ll_z - % tuls
MBH | gL pHso | - T || s . - an-EUT | lomL

1,78g/10mL e

NH | 4mLpH74 | 3mL | 30mg Inosine - : 2%;3’;2!‘9 err:II__ 'I\D"I\;g 10mL
PCGM 1 4miLpH74 | - 2mL G-1-P o %g—'l-z 20GePDH | AMLMEL | jomi
PPCOH | amipHBO | - | l6PG | gabe | memr : imCpys | lom

MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium bromide)
PMS (Phenazine Methosulfate)

MgCl2 (Magnesium Chloride)

F-6-P (Fructose-6-Phosphate)
G-1-P (Glucose-1-Phosphate)
G-6-P (Glucose-6-Phosphate)

3.7. ANALISE DOS RESULTADOS

Os eletromorfos, que sdo as bandas visualizadas no gel, foram inicialmente
comparadas com o padrdo das amostras de referéncia utilizadas no estudo. As

bandas foram numeradas de acordo com a sua motilidade eletroforética, utilizando



0s protocolos descritos por Cupolillo et al. (1994), onde o mais proximo do catodo
(ponto de aplicacdo das amostras)—fei foi denominado eletromorfo 1, a banda
imediatamente superior, como eletromorfo 2 e assim por diante. Apos tal analise, foi
construida uma tabela indicando os eletromorfos observados em cada uma das

amostras e 0s respectivos sistemas enzimaticos.

A partir dos valores obtidos foi construida uma matriz indicando auséncia e
presenca de cada eletromorfo que foram analisadas com auxilio de programas de
computador (NTSYS-pc software” Versao 1.70, Exeter Software) e utilizando o
Coeficiente de Jaccard (Sj) e foi estabelecida uma matriz de similaridade entre os
isolados e transformada em um dendrograma (fenograma) pelo método néo
ponderado de agrupamento aos pares por média aritmética (UPGMA), comparando
as amostras obtidas de cdes dos municipios do Rio de Janeiro, Belo Horizonte e

com as amostras de referéncia utilizadas.



4. RESULTADOS

4.1. CRESCIMENTO IN VITRO DAS AMOSTRAS SELECIONADAS PARA O

ESTUDO

Avaliaram-se amostras isoladas de caes oriundos dos municipios do Rio de
Janeiro e Belo Horizonte. Todos os animais eram sororeatores e foram eutanasiados
por suspeita de leishmaniose visceral. Das 200 amostras inicialmente selecionadas
para o estudo, ndo foi possivel a recuperacdo do N2 de 28 amostras obtidas de
animais do Rio de Janeiro, mesmo depois de repetido o0 processo de
descongelamento de outras ampolas estocadas no N2 (Tabela 2). As demais
amostras mostraram-se capazes de crescer nos meio empregados, sendo

preparadas massas parasitarias para as analises sem dificuldades.



Tabela 2: Relacdo das 28 amostras, isoladas de animais do Rio de Janeiro,
selecionadas para o estudo, nas quais nao foi possivel a recuperacdo apés a
criopreservacao

Cddigo da Data de Sitio de Cédigo da Data de Sitio de
amostra isolamento isolamento amostra isolamento isolamento

44 01/09/04 Pl 613 12/09/00 Pl
85 25/11/04 Escapula 660 03/05/99 Pl
352 11/04/06 Orelha 662 10/07/00 Pl
375 12/05/06 Orelha 665 03/05/99 Pl
428 21/09/06 Orelha 668 11/05/99 Pl
430 13/03/07 Escapula 781 02/12/02 Orelha
432 21/09/06 Escépula 802 14/02/03 Orelha
433 21/09/06 Orelha 840 14/07//03 Escapula
434 21/09/06 Orelha 850 20/07/03 Escapula
449 23/10/06 Orelha 864 15/08/03 Escapula
450 23/10/06 Escéapula 866 15/08/03 Pl
451 20/10/06 Orelha 904 02/09/03 Escapula
585 10/07/00 Pl 935 24/10/03 Escapula
602 19/09/01 Pl 962 17/11/03 Escapula

PI = pele integra sem identificagdo do local

4.2. RELACAO DAS AMOSTRAS SELECIONADAS PARA O ESTUDO COM A

CONDICAO CLINICA DO ANIMAL

Visando obter dados relacionados a condi¢éo clinica dos animais, dos quais
as amostras foram selecionadas para o estudo, as fichas preenchidas no momento
da eutanasia dos animais de ambas as regifes foram consultadas. Os animais eram
de vérias racas e idades e encontravam-se em diferentes condi¢des clinicas. Das
amostras obtidas de cédes do Rio de Janeiro e de Belo Horizonte, 30 e 80 amostras
foram obtidas de cdes assintomaticos, 30 e 06 de sintomaticos e 08 e 14 de
oligossintomaticos, respectivamente. Abaixo, apresentamos a Tabela 3 onde estéo

identificadas tais informacoes.



Tabela 3. NUmero de amostras analisadas pela eletroforese de isoenzimas de
acordo com a condi¢ao clinica do animal e origem geografica

Regiéo Animais Animais Animais
assintomaticos sintomaticos oligossintomaticos
Rio de Janeiro 30 30 08
Belo Horizonte 80 06 14
Total 110 36 22

Obs: em 32 animais do Rio de Janeiro ndo foi possivel a recuperacao das informacdes relativas a
condicao clinica.

4.3. ELETROFORESE DE ISOENZIMAS

Das 200 amostras selecionadas para o estudo, 96 obtidas de cées de Belo
Horizonte e 57 de cdes do Rio de Janeiro foram analisadas na totalidade pelos nove
sistemas enzimaticos propostos, todas demonstrando padrao eletroforético idéntico
entre si e ao observado na cepa de L. (L.) chagasi utilizada como referéncia, cuja
posicdo dos eletromorfos sdo apresentados na Tabela 4.

Para cada um dos sistemas enzimaticos estudado, as bandas que
apresentaram posicao idéntica no gel foram consideradas como sendo o mesmo
eletromorfo. O padrdo revelado para cada sistema enzimatico se mostrou
semelhante entre as amostras das duas regides quando comparadas entre si e com
a amostra de referéncia de L. (L.) chagasi utilizada nos ensaios. Também néo foi
observada variacdo quanto ao sitio de isolamento (pele da orelha, pela da regido da

escapula ou outro local de pele) e ao status clinico do animal.



Quatro amostras da regidao de Belo Horizonte (BH) e 15 do Rio de Janeiro
(RJ), embora tenham sido recuperadas do nitrogénio liquido e preparadas massas
parasitarias, ndo puderam ser analisadas na totalidade com os nove sistemas
enzimaticos. As quatro amostras de BH ndo apresentaram revelacdo de
eletromorfos na enzima PGM, no entanto, nos demais sistemas nao foi observado
qualquer variacdo, apresentando padréo idéntico a cepa de referéncia de L. (L.)
chagasi em oito dos nove sistemas analisados, ja nas 15 amostras deste grupo,
obtidas do RJ, nao foi possivel andlise por todos os sistemas propostos, sendo todas

retiradas do estudo.

Tabela 4: Posicdo dos eletromorfos das 153 amostras estudadas e das amostras de
referéncia empregadas no estudo em nove sistemas enzimaticos.

Slgte[ngs Eletromorfos
enzimaticos
Amostras (BHe RJ)  L.(L.)chagasi* L. (L.)amazonensis* L. (V.)braziliensis*

G6PDH 6,4 6,4 2,5 7
PGM 3 3 3 4
NH:1 e NH: 2,1 2,1 1,0 4,3
6PGDH 8 8 9 4
MDH 3,4 3,4 5 1
IDHNADP 4 4 6 5
GPI 9 9 4 6
ME 5 5 5 4

e amostras de referéncia

Devido a uniformidade dos resultados obtidos entre as 153 amostras estudas,
foram selecionadas 10 amostras obtidas de caes do Rio de Janeiro e 10 de caes de
Belo Horizonte para representar os sistemas enzimaticos estudados que estédo

apresentados nas Figuras 3,4 e 5.
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Figura 3. Perfil enzimatico do sistema 6-fosfogluconato desidrogenase - 6PGDH (A); Pefrfil
enzimatico do sistema fosfoglucose isomerase — GPI (B); Perfil enzimatico do sistema nucleotidase
— NH1 e NH2 (C). Nimeros de 1 a 10 amostras provenientes do Rio de Janeiro (1-1084; 2-70; 3-
343; 4-392; 5-42; 6-880; 7-702; 8-618; 9-1136 e 10-1160), numeros de 11 a 13 amostras de
referéncia (11-Leishmania (L.) chagasi MHOM/BR/74/PP75; 12-Leishmania (L.) amazonensis
IFLA/BR/67/PH8; 13-Leishmania (V.) braziliensis MHOM/BR/75/M2903), Numeros de 14 a 23
Amostras provenientes de Belo Horizonte (14-710BH; 15-745BH; 16-763BH; 17-651BH; 18-622BH;
19-623BH; 20-448BH; 21-533BH; 22-592BH; 23-599BH)
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Figura 4. Perfil enziméatico do sistema Glucose-6 Fosfato desidrogenase - G6PDH (A); Peffil
enzimético do sistema fosfoglucomutase — PGM (B); Perfil enzimético do sistema Malato
Desidrogenase - MDH (C). Numeros de 1 a 10 amostras provenientes do Rio de Janeiro (1-264; 2-
350; 3-412; 4-366; 5-1197; 6-919; 7-1068; 8-1079; 9-1195 e 10-1349), numeros de 11 a 13
amostras de referéncia (11- Leishmania (L.) chagasi — (A) MHOM/BR/74/PP75; 12-Leishmania (L.)
amazonensis IFLA/BR/67/PH8; 13-Leishmania (V.) braziliensis MHOM/BR/75/M2903), NUumeros de
14 a 23 amostras Provenientes de Belo Horizonte (14-788BH; 15-786BH; 16-782BH; 17-792BH; 18-
779BH; 19-699BH; 20-700BH; 21-701BH; 22-724BH; 23-726BH)
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Figura 5. Perfil enzimatico do sistema Enzima Malica ME (A); Perfil enzimatico do sistema Isocitrato
Desidrogenase - IDHNADP (B). Numeros de 1 a 10 amostras provenientes do Rio de Janeiro (1-
342; 2-266; 3-421;4-362; 5-1149; 6-898; 7-1111; 8-1072; 9-1343 e 10-807), nimeros de 11 a 13
amostras de referéncia (11-Leishmania (L.) chagasi MHOM/BR/74/PP75; 12-Leishmania (L.)
amazonensis IFLA/BR/67/PH8; 13-Leishmania (V.) braziliensis MHOM/BR/75/M2903), Numeros de
14 a 23 amostras Provenientes de Belo Horizonte (14-611BH; 15-609BH; 16-612BH; 17-631BH; 18-
639BH; 19-607BH; 20-580BH; 21-581BH; 22-595BH; 23-579BH)

A partir da construcdo de uma matriz relacionada com a presenca ou
auséncia de bandas obtidas nos diferentes sistemas enzimaticos, 0s resultados
foram analisados no programa NTSYS, a partir do qual foi possivel a construgcéo de
um dendrograma, agrupando as amostras de Leishmania (L.) chagasi isoladas de

casos caninos nos municipios do Rio de Janeiro e Belo Horizonte em um unico perfil



enzimatico. A partir desta analise, observamos que as amostras do RJ e BH
compdem um grupo bem homogéneo, com indice de similaridade igual a um, ou
seja, todas as amostras compartilham de caracteristicas idénticas em seu fendtipo

(Figura 6).

Amostras - RJ

Amostras - BH

L. (L) chagasi

L. (L.) amazonensis

L. (V.) braziliensis

T
0,57 0,68 0,79 0,89 1,00
Coefficient

Figura 6: Dendrograma utilizando o Coeficiente de Jaccard, baseado no perfil fenético obtido por
eletroforese de isoenzimas com 96 amostras isoladas de cées oriundos de Belo Horizonte e 57
amostras obtidas de cédes do Rio de Janeiro. Os dados das amostras, assim como das cepas de
reféncia estudadas podem ser obtidas na tabela 1 e quadro 1.



5. DISCUSSAO

No Brasil, as leishmanioses constituem um sério problema de saude publica,
sobretudo a forma visceral da doenca, que se encontra amplamente distribuida no
pais. A ocorréncia de surtos em areas urbanas é um fato conhecido, indicando a
mudanca do perfil epidemiolégico da leishmaniose visceral (LV), cujo ciclo € mantido
por cdes domésticos (Marzochi et al. 1985b; Ministério da Saude, 2006; Dantas-
torres, 2009; Marzochi et al. 2009).

Considerando a importancia da LV em saude publica e o papel do cédo
doméstico nesse contexto, estudos envolvendo a variabilidade genética de isolados
desse hospedeiro sdo extremamente importantes, entretanto, S80 escassos na
literatura, sendo a proposta deste estudo, avaliar e comparar caracteristicas
fenotipicas de amostras de Leishmania isoladas de cées oriundos de duas areas
endémicas do Brasil.

No municipio do Rio de Janeiro embora ndo sejam ultimamente descritos
casos humanos de LV, casos caninos sdo frequentemente notificados (Marzochi et
al. 1985b; Cabrera et al. 2003; Madeira et al. 2009). Atualmente sao relatados
indices de soroprevaléncia canina de 0,4% (Marzochi et al. 2009) com casos
autoctones descritos em diferentes municipios do estado (Madeira et al. 2006b; De
Paula et al. 2009). Ja na regiao de Belo Horizonte, a partir do primeiro caso humano
descrito no ano de 1959 (Rezende; Bastos, 1959) o numeros de casos humanos e

caninos tem aumentado consideravelmente nas Ultimas décadas, inclusive com



relatos de obitos. indices de soroprevaléncia canina, em Belo Horizonte, variam de 5
a 64% dependendo da regido estudada (Silva et al; 2001; Franca-Silva et al. 2003;
Michalsky et al. 2007). A variacdo destes valores, para mais ou para menos, pode
estar relacionada aos métodos utilizados para o diagnostico, fatores ecoldgicos,
sociais ou até mesmo pela a possibilidade da ocorréncia de reac¢des cruzadas com
outros parasitas, gerando alguns erros no diagnostico (Dantas-Torres, 2009;
Marzochi et al, 2009; Queiroz et al. 2009).

Inquéritos caninos séo aplicados em ambas as regides visando identificar os
animais positivos e interromper o ciclo de transmisséo, através do recolhimento e
eutanasia desses animais. Todas as amostras analisadas neste estudo foram
obtidas de cées sororeatores, de ambas as areas, identificados nos inquéritos no
momento da eutanasia.

O aspecto clinico da leishmaniose visceral canina (LVC) observado nos
animais provenientes das duas regides (BH e RJ) foi similar aos citados na literatura,
onde animais seguramente infectados (com isolamento parasitario) exibiram
diferentes condic@es clinicas (Franca-Silva et al. 2003). Segundo alguns autores, de
um modo geral, a forma assintomética da LVC €& predominante (Dantas-Torres,
2009; Queiroz et al. 2009), semelhante ao que ocorre na LV humana (Crescente et
al. 2009, Silveira et al. 2009) e esta pode estar relacionada a uma resposta celular
por parte do sistema imunoldgico dos hospedeiro, que de certa forma controla o
aparecimento dos sintomas (Almeida et al. 2005), a viruléncia do agente ou a fatores
genéticos do hospedeiro (Peacock et al, 2001; Baptista-Fernandes et al, 2007;
Ettinger et al. 2009). Neste estudo, o percentual de amostras obtidas de caes

assintomaticos foi maior do que em animais sintomaticos ou oligossintomaticos, em



ambas as regifes, demonstrando importancia desses animais no ciclo
epidemiolégico.

A presenca do parasita nos mais diferentes tecidos e Orgdos provocam
reacdes caracteristicas da LVC, entre as quais a ativacdo policlonal de células B,
produzindo elevados niveis séricos de imunoglobulinas, que, se por um lado néo
possui significado de protecéo, por outro, facilita o diagndstico laboratorial atraves de
testes soroldgicos.

Embora a cultura seja considerada padrdo ouro no diagnéstico das
leishmanioses, a tentativa de isolamento parasitario em caes sororeatores ndo é
feito na rotina investigatoria dos casos de LVC, devido ao grande volume de trabalho
gue é gerado com esta atividade, no entanto, o isolamento e identificacdo etiolégica
€ extremamente importante para a comprovacao da circulacdo da L. (L.) chagasi,
para que acdes especificas no controle sejam desencadeadas. Recentemente, no
estado do Rio Grande do Sul, regido considerada até entdo indene para LV, foi
comprovada a presenca de L. (L.) chagasi em cées sororreatores no municipio de
Séo Borja (Souza et al. 2009).

O parasitismo de pele integra, descrito de forma pioneira na década de 50
(Deane; Deane, 1955), € uma das caracteristicas que fazem do cao um elemento de
importancia no ciclo de transmissdo e um aspecto interessante que devemos
ressaltar foi 0 isolamento parasitario desse sitio em todos os animais avaliados
neste estudo. A disseminacdo de L. (L.) chagasi para os diferentes sitios do
hospedeiro pode estar associado a inumeros fatores (Colmenares et al. 2002),
entretanto, o parasitismo de pele tem sido apontado como um evento tardio no curso

da infeccdo canina (Tafuri et al. 2001;Travi et al. 2001) estando fortemente



associado as manifestacfes clinicas comuns da LVC (Solano-Gallego et al. 2004;
Giunchetti et al. 2006; Reis et al. 2006).

A biopsia de pele integra de cées suspeitos de LVC, como ferramenta na
confirmacédo diagndéstica de cées sororreatores, tem sido utilizada pelo grupo de
pesquisadores do IPEC com grande sucesso (De Paula et al. 2009; Madeira et al.
2009). A partir dessa atividade, constituiu-se um banco de amostras isoladas de
diferentes areas (geograficas do Brasil, que estdo depositadas no
VigiLeish/IPEC/Fiocruz, dentre as quais, amostras obtidas das areas do Rio de
Janeiro e Belo Horizonte foram selecionadas para compor este estudo.

Apesar da sorologia seja determinante nos casos de LVC, estudos também
tém demonstrado o isolamento parasitario em pele integra de animais soronegativos
(Barrouin-Mello et al. 2006; dos-Santos et al. 2008, Figueiredo et al. 2010), indicando
que diferentes parametros devem ser avaliados no momento do diagnostico desses
animais. Embora a pele constitua um sitio de investigacdo parasitologica, ndo se
conhece a distribuicdo da L. (L.) chagasi neste 6rgao nos caes afetados. O encontro
do parasita poderia estar relacionado as areas de maior irrigacdo sanguinea como
observado por Travi et al. (2001) que destacou o maior potencial infectivo da pele da
orelha para fleb6tomos comparada a pele do abdémen. Outros autores investigando
diferentes locais de pele de cées infectados ndo conseguiram demonstrar diferencas
com relacdo a densidade parasitaria desse 6rgao (Saridomechelakis et al. 2007). No
estudo realizado por Madeira et al. (2009) que investigaram simultaneamente a pele
da orelha e da regido escapular em um grupo de 247 caes, ndo foram observadas
diferencas estatisticas para o isolamento de L. (L.) chagasi. No presente estudo, das
153 amostras estudadas na totalidade, 95 foram obtidas da pele da orelha, 35 da

escapula e 23 de outros sitios de pele, apontando este sitio como um excelente alvo



na confirmacdo parasitologica da LVC, corroborando o0s estudos acima
mencionados.

A distribuicdo geogréafica da LV no municipio do Rio de Janeiro se sobrepde
em diversas areas de ocorréncia da LT, principalmente nos bairros de Jacarepagua,
Campo Grande, Barra de Guaratiba, Realengo, Bangu e Barra da Tijuca. Este fato
por si sO ja representa um fator complicador para o diagnéstico dos cdes, uma vez
gue a sorologia ndo tem poder discriminatério entre ambas as doencas. Em recente
estudo, realizado com 66 cées, em diferentes condicdes clinicas e soroldgicas,
observou-se, apds a eutanasia e exame parasitoldégico pela cultura de diferentes
sitios anatdbmicos, que 59% estavam parasitados por L. (L.) chagasi, todos com titulo
a partir de 1:80; 18% por L. (V.) braziliensis e 3% estavam co-infectados por ambos
agentes. Desse total, apenas seis cdes possuiam titulo de 1:40, sendo isolado L.
(V.) braziliensis em dois animais, sendo os demais negativos (Madeira et al. 2006b).
Embora a retirada e eliminacdo de caes sororreatores das areas endémicas, seja
uma recomendagdo do Ministério da Saude, ainda € um assunto polémico. Os
resultados, acima mencionados, demonstram a importancia da identificacao
etiolégica em animais suspeitos de LVC, principalmente em areas de sobreposi¢ao.

Os meios de cultura foram desenvolvidos baseados principalmente em dois
propdsitos basicos: necessidade da confirmacdo definitiva do diagndstico clinico
através do isolamento do agente etiolégico e preservacdo continua da espécie
isolada para utilizagdo em outros estudos (Taylor; Baker, 1968). O meio de cultura
empregado neste estudo (NNN acrescido de meio Schneider suplementado com
10% de SFB) para o isolamento parasitario e expansdo das amostras foi
considerado eficiente. Inicialmente tentamos a expansdo em meio BHI (Brain Hearth

Infusion) por representar menor custo ao estudo, devido ao volume de culturas



trabalhadas (200 amostras), entretanto, algumas amostras retiradas do N2 néo
evoluiram nessa condi¢céo, explicando talvez a perda de 25 amostras selecionadas
para o estudo. A contaminacdo ocasional, fato que ocorreu em duas das amostras
estudadas, também foi um fator que contribuiu. Em outros casos, alguns isolados
apresentaram um bom crescimento inicial e em repiques subseqientes entraram em
gueda, havendo mortalidade dos parasitos com perda da amostra sem uma causa
especifica, como foi visto por Zerpa et al. (2001) em seus estudos, demonstrando
gue a composicdo do meio e determinados componentes incorporados ao mesmo
(aminoacidos, vitaminas, carboidratos, sangue ou derivados) sdo elementos
essenciais na manutencdo e crescimento de protozodrios tripanosomatideos. Por
outro lado, amostras criopreservadas devem ser periodicamente avaliadas. A
criopreservacdo é um método de congelamento a baixas temperaturas (-196°C)
utilizando nitrogénio liquido (N2) visando manter parasitos congelados e viaveis
(vivos) por longos periodos. Tal método foi aprimorado, principalmente com o
propdsito de diminuir a rotina de repiques, bem como preservar a infectividade das
amostras isoladas. Das 28 amostras nao recuperadas, 18 estavam estocadas no N2
por periodo maior que 5 anos sem qualquer avaliacdo, o que também pode ter sido
um fator que contribuiu para a perda.

Devido ao tempo reduzido para a realizacdo dos experimentos, nao foi
possivel a retirada de novas ampolas do N2 para uma terceira tentativa de
crescimento além da que foi realizada. Mesmo apresentando algumas dificuldades
de recuperacao de cultivos, a armazenagem em N2 € a técnica mais adequada para
estoque de amostras de Leishmania e é utilizada na maioria das instituicbes que

trabalham com este parasito.



A identidade do agente etiolégico da LV nas Américas tem sido causa de
inumeras discussdes (Lainson et al, 1983; Momem et al, 1993; Shaw, 2002). Por
muito tempo considerou-se como agente autdctone no Novo Mundo, entretanto
atualmente, admite-se-se que L. (L.) chagasi tenha sido introduzida neste continente
durante a colonizacdo européia, através de cédes infectados por L. (L.) infantum,
espécie predominante em paises do Mediterraneo, e aqui tenha se adaptado a
novos vetores e hospedeiros (Shaw, 2002).

Tal hipétese direcionou estudos na comparagdo genética de L. (L.) infantum e
L. (L.) chagasi envolvendo isolados obtidos de diferentes hospedeiros com
diferentes abordagens metodoldgicas. Beverley et al. (1987) utilizaram andlises dos
perfis de restricdo do DNA nuclear; Grimaldi et al (1991) empregaram analises por
anticorpos monoclonais e eletroforese de isoenzimas. Momem et al (1993) e
Momem e Grimaldi (1989) utilizaram analises por diferentes loci enzimaticos. Em
todos os estudos citados, L. (L.) chagasi e L. (L.) infantum apresentaram perfis
genéticos semelhantes, sendo considerada a mesma espécie (Momen et al. 1993;
Mauricio et al, 1999; Shaw, 2002; Lukes et al. 2007).

As amostras isoladas, a partir do diagnéstico parasitolégico indireto sdo de
grande importancia para diversos estudos, principalmente agueles que envolvem a
vigilancia epidemioldgica, possibilitando, através da caracterizacdo dos parasitas
isolados, 0 mapeamento das espécies e/ou variantes de Leishmania que circulam
entre 0os hospedeiros humanos, vetores e animais envolvidos no ciclo de
transmisséo natural.

Com o avancgo da biologia molecular, uma variedade de métodos tem sido
empregados na busca de marcadores taxondmicos analisando caracteristicas

genéticas, imunologicas e bioquimicas/moleculares, podendo-se destacar nesse



contexto a eletroforese de isoenzimas (Rioux et al. 1990; Thomaz-Soccol et al.
1993).

A eletroforese de isoenzimas (MLEE) além de constituir um método muito
eficaz na identificacdo de amostras de Leishmania permite aplicagcbes com
diferentes abordagens (Rioux, 1990). Um dos inconvenientes desta técnica € a
necessidade do isolamento prévio do parasita, para obtencdo posterior de um
grande volume de cultura, o que tem contribuido para incorporacdo de métodos
baseados na PCR nestes estudos (lkonomopoulos et al. 2003; Gonzalez et al. 2007
Baptista et al. 2009; Lima Junior et al. 2009; Oliveira et al. 2009), entretanto, a
variabilidade de parasitas do género Leishmania tem sido amplamente estudada por
MLEE (Momem et al. 1993; Pacheco et al. 1986).

Sabe-se que alguns sistemas enzimaticos sdo mais informativos que outros
(Kreutzer et al, 1987), sendo a enzima nucleotidase (NH) excelente marcador na
separacdo dos subgéneros Viannia e Leishmania. Por essa razdo, todas as
amostras selecionadas para o estudo foram previamente analisadas por esse
sistema enzimatico ja que somente L. (V.) braziliensis (subgénero Viannia) e L. (L.)
chagasi (subgénero Leishmania) tem sido descritas em cdes domésticos nas regides
de BH e RJ. Por outro lado, empregamos somente amostras isoladas de pele
integra, um sitio do qual L. (L.) chagasi tem sido isolada comumente (Madeira et al.
2006a; Madeira et al. 2009). L. (V.) braziliensis tem sido detectada principalmente a
partir de lesdes, embora haja relatos da deteccdo de DNA desta espécie em pele
integra de caes naturalmente infectados (Oliveira et al. 2009).Esta espécie tambéem
ja foi encontrada em associa¢do com L. (L.) chagasi, 0 que refor¢a a necessidade de

coleta de varios tipos de materiais para o diagnostico. Em nosso estudo nenhuma



das amostras isoladas de pele integra foi identificada como L. (V.) braziliensis,
concordando com os dados citados anteriormente.

Neste estudo analisamos por nove sistemas enziméticos 153 amostras de L.
(L.) chagasi, todas demonstrando padrdes eletroforéticos idénticos entre as
amostras estudadas das duas regioes e a amostra de L. (L.) chagasi utilizada como
referéncia no estudo (MHOM/BR/74/PP75). Dezenove amostras foram retiradas
desta andlise por ndo termos completado os nove sistemas, embora, todas tenham
apresentado resultados idénticos com as demais amostras. Os resultados
apresentados aqui, revelam que as amostras originarias de duas regides endémicas
nao apresentaram qualquer diferenca que possa estar relacionada a area geografica
ou ao status do hospedeiro, demonstrando total homogeneidade desta espécie, fato
ja mencionado por outros autores que revelaram auséncia de polimorfismo
enzimatico em amostras de L. (L.) chagasi (Momem et al. 1993; Lopes et al. 1984;
Pacheco et al. 1986; Kreutzer et al. 1987; Silva et al. 2001; Madeira et al. 2004).

Um fato interessante a ser lembrado é a grande heterogeneidade
apresentada por L. (L.) infantum, com inUmeros zimodemas descritos que circulam
naturalmente em diferentes regides do Velho Mundo (Kuhls et al. 2008). O
zimodema MON-1 é o mais prevalente e esta associado tanto a forma cutanea como
a visceral humana (Toledo et al. 2002; Campino et al. 2006, Kallel et al. 2008; Amro
et al. 2009). Apesar de ocorrer normalmente no Mediteraneo, este zimodema foi
isolado de humanos e caes na Venezuela (Zerpa et al. 2001). MON-1 é o Unico
zimodema descrito para L. (L.) infantum que mostra identidade com L. (L.) chagasi
nas Ameéricas. Este fato pode sugerir que a introducdo dessa espécie no continente
americano possa ter sido feita em um uUnico momento, a partir deste zimodema ou,

que apenas este zimodema possa ter encontrado condicbes de adaptacdo e



propagacao, fato que poderia também, explicar a homogeneidade de L. (L.) chagasi
encontrada em nosso continente. No entanto, MON-1 apresenta certo grau de
variabilidade, observada com cepas consideradas virulentas (Baptista-Fernandes et
al. 2007). Kulhs et al. (2008), empregando técnicas moleculares, evidenciaram trés
populacdes distintas dentro deste zimodema.

Embora a técnica de isoenzimas seja considerada uma ferramenta de pouca
aplicabilidade nos estudos de polimorfirmos genéticos de populacdes, estudos
empregando tal metodologia com isolados de L. (V.) braziliensis demonstraram
elevada variabilidade para esta espécie (Cupolillo et al 1997; Pacheco et al. 1999;
Ishikawa et al. 2002), o que pode ser um reflexo da capacidade adaptativa desta
espécie a novas situacdes ecoldgicas envolvendo diferentes vetores flebotomineos e
animais reservatorios. No entanto, com o uso de outras metodologias, tal
heterogeneidade ndo foi relacionada a determinados padrdes clinicos para seus
hospedeiros (Baptista et al. 2009).

A homogeneidade observada para L. (L.) chagasi pode estar relacionada a
pouca diversidade de hospedeiros vertebrados e invertebrados nos ciclos de
transmissao, fato contrario do que ocorre com L. (V.) braziliensis. No Brasil, L. (L.)
chagasi € mantida principalmente por canideos (silvestres e domésticos) e
Lutzomyia longipalpis (Lainson; Rangel, 2005). Um fator que também pode ter
contribuido para a homogeneidade observada entre os isolados estudados pode ser
o fato de todas as amostras terem sido obtidas de um Uunico sitio do animal (pele
integra), uniformizando, de certa forma subpopula¢des que possam possuir tropismo
por este sitio. Em estudos envolvendo a leishmaniose tegumentar canina, causada
por L. (V.) braziliensis, tem-se demonstrado caracteristicas de tropismo tissular por

populacdes geneticamente distintas observadas e diferentes sitios desses animais



(Oliveira et al. 2009). Embora, nos trabalhos publicados por Momem e Grimaldi
(1989) que analisaram isolados de L. (L.) chagasi de diferentes hospedeiros,
também nao foram encontradas diferencas populacionais por isoenzimas.

Alguns autores mencionam que se 0 numero de sistemas enzimaticos
utilizado em um dado estudo for ampliado, a chance de encontrar diferencas e/ou
variabilidade entre os isolados aumenta também. Entretanto, no estudo de Cupolillo
et al. (1993) foi observado que a capacidade discriminatoria da eletroforese de
isoenzimas nao variou quando o set de enzimas foi ampliado de 11 para 18
sistemas. Esta observacdo reforca que determinados sistemas sejam mais
informativos do que outros, e que a escolha desses sistemas, em dado estudo,
devem considerar essa caracteristica e objetivo do mesmo. Em nosso estudo,
apesar de termos utilizado somente nove sistemas enzimaticos na analise de 153
amostras, empregamos sistemas, 0s quais ja demonstraram potencial discriminativo
entre diferentes isolados de L. (V.) braziliensis (Pacheco et al. 1999). E sabido que
cepas mantidas in vitro por muitos anos podem sofrer selecdo de clones adaptados
as condicdes de cultivo a que sdo expostas e, que variagdes isoenzimaticas podem
ser encontradas entre as diferentes formas evolutivas e fases de crescimento do
parasita (Grimaldi et al. 1982).

Momem e Grimaldi (1989) estudaram mais de 100 amostras de L. (L.) chagasi
isoladas de diferentes hospedeiros e demonstraram que esta espécie ndo apresenta
polimorfismos enzimaticos e os dados deste estudo, corroboram tal informagéo.
Todas as amostras estudadas apresentaram o mesmo perfil e ndo observamos
agrupamento geografico de subpopulacdes como foi sugerido por Cupolillo et al.

(2003) com amostras de L. (V.) braziliensis obtidas de diferentes regifes.



6. CONSIDERACOES FINAIS

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas mundialmente que afetam em
sua grande maioria populacbes mais vulneraveis ou carentes. Isto vem a ser um
reflexo de circunstancias epidemioldgicas, mas também do envolvimento de politicas
de saude no controle dessa endemia.

Os resultados obtidos nesta dissertacdo reforcam a baixa variabilidade de
Leishmania (L.) chagasi, como ja foi referenciado em outros estudos, no entanto,
destacamos a importancia da incorporacdo de amostras obtidas de outras regibes
geograficas do Brasil, assim como de outros hospedeiros e reservatorios. Apesar da
grande utilidade da eletroforese de isoenzimas para as conclusdes obtidas neste
estudo, a aplicacdo de ferramentas com maior potencial discriminatério na avaliagéo
da variabilidade genética desses parasitas deve ser considerada. Nesse sentido,
estamos selecionando isolados estocados em nosso banco de amostras, obtidos de
diferentes cidades brasileiras (Bauru, Brasilia, Fortaleza, Cuiaba, Belém e Porto
Alegre) que serdo futuramente avaliadas pela técnica de isoenzimas e por outras
técnicas moleculares visando rastrear possiveis subpopula¢des de L. (L.) chagasi
gue possam estar circulando entre os caes domésticos e, contribuir para um melhor

entendimento da epidemiologia em diversas areas endémicas do brasil.



7. CONCLUSOES

1) A populagéo de Leishmania (L.) chagasi que esta circulando em cées do Rio
de Janeiro e Belo Horizonte apresenta caracteristicas fenotipicas iguais entre
Si.

2) Nao foi possivel correlacionar subpolacfes com o agrupamento geografico ou
com o status clinico dos animais;

3) Todas as amostras apresentaram perfil eletroforético idéntico entre si e com a
amostra de referéncia de L. (L.) chagasi, demonstrando pertencerem ao
mesmo zimodema;

4) A analise fenética demonstra um indice de similaridade igual a um para todas
as amostras estudadas, revelando que estas compartiham 100% de

caracteristicas em comum.
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