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RESUMO

O objetivo central deste trabalho foi estudar a variabilidade genética inter e intra-
especifica de L. chagasi/L. infantum de amostras de cdes e humanos por meio de
técnicas moleculares. Foram analisados 27 caes e 11 proprietarios provenientes de sete
Estados do Brasil, tendo sido obtidos 20 isolados do parasito em cdes e uma em
humano. Os isolados foram submetidos a identificacdo por PCR com o iniciador
RV1/RV2 que permitiu amplificar fragmento génico idéntico a cepa referéncia de L.
infantum. Através da técnica de RAPD foi observada variabilidade genética intra-
especifica das amostras provenientes do Brasil e do Velho Mundo. Quando submetidos
a endonuclease de restricdo Rsal, os isolados mostraram-se monomorficos e similares a
cepa referéncia do Velho Mundo. O sequenciamento da regido K26 apresentou
variabilidade genética entre as amostras. Na andlise filogenética, alguns isolados se
agruparam com cepas de L. infantum do Velho Mundo, enquanto outros se agruparam
em clados independentes. O que corrobora a hipdtese que L.infantum e L.chagasi
poderiam ser simpatricas nas Ameéricas. Aspectos epidemioldgicos da leishmaniose
visceral, fenéticos e filogenéticos sobre L. infantum/L. chagasi sdo discutidos no

presente trabalho.

Palavras-chave: RAPD, RFLP, sequenciamento, PCR-K26.



ABSTRACT

The main objective was to study the genetic variability within and between specific L.
chagasi / L. infantum samples of dogs and humans using molecular techniques. We
analyzed 27 dogs and 11 owners from seven states in Brazil, having been obtained 20
isolates of the parasite in dogs and in humans. The isolates were submitted to
identification by PCR with the primer that allowed RV1/RV2 amplify gene fragment
identical to the reference strain of L. infantum. By RAPD was observed intra-specific
genetic variability of samples from Brazil and the Old World. When subjected to
restriction endonuclease Rsal, the isolates were monomorphic and similar to reference
strain of the Old World. The sequencing of the K26 region showed genetic variability
between samples. Phylogenetic analysis, some isolates clustered with strains of L.
infantum in the Old World, while others were grouped into clades independent. What
supports the hypothesis that L.infantum L.chagasi and could be sympatric in the
Americas. Epidemiological aspects of visceral leishmaniasis, Phenetic and phylogenetic

studies on L. infantum / L. chagasi are discussed in this work.

Keywords: RAPD, RFLP, sequencing, PCR-K26.
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A leishmaniose visceral (LV) € uma zoonose causada por protozoarios do
complexo L. donovani e L.infantum. No ciclo evolutivo, o parasito é digénico tendo
como hospedeiros vertebrados cées e o homem e, como hospedeiro invertebrado insetos
pertencente ao género Lutzomyia nas Américas e Phebotomus no Velho Mundo. Nos
hospedeiros vertebrados parasitam as células do sistema fagocitario mononuclear de
6rgdos profundos e nos insetos vetores localizam-se no intestino (COURA, 2005).

A doenga tem distribuicdo geografica Mundial e estd presente em 47 paises com
uma incidéncia anual estimada em 500.000 casos. Noventa por cento deles ocorrem na
india, Brasil e Suddo (DESJEUX, 1996). No sudoeste da Europa, no norte e leste da
Africa, a leishmaniose visceral é causada por L.infantum. Na Etiopia, Sud3o e india é
causada principalmente pela L.donovani, sendo que no Suddo alguns casos também sao
causados por L.infantum (HARALAMBOUS et al., 2008).

Nas Américas ha registro da doenca e do parasito tanto na América do Sul como
na América central (LAINSON e SHAW, 1987, DEDET, 2009).

No Brasil a LV esta presente em quase todas as regides indo do norte e nordeste
até as regides centro-oeste e sudeste. As alteracdes climaticas, a migracdo humana e as
alteracdes ambientais fizeram grandes mudancas no perfil de distribuicdo, com
adaptacGes a areas peri urbanas e urbanas (BRASIL, 2006). Atualmente, a LV é
considerada endémica em 21 estados do pais com notificagdes de 3.187 casos por ano
nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste do pais (Dantas Torres et al., 2006;
MADEIRA, 2009).

Na América do Sul a etiologia da doenca € atribuida a Leishmania chagasi (Cunha
& Chagas, 1937). Segundo Lainson e Shaw (1979) existem varias hipoteses
relacionadas com a origem de L.chagasi, e, propGem que a LV na América pudesse ser
causada por ambos parasitas L.chagasi e L.infantum. Devido a grande semelhanca
observada entre os agentes causadores de LV no Velho e Novo Mundo, Killick-
Kendrick et al. (1980) propdem a hipotese que L.chagasi teria uma origem afro-
europeana recente e que o parasita poderia ter sido trazido por cées infectados que
acompanhavam 0s conquistadores portugueses e espanhodis. Com base no perfil
isoenzimatico de cepas do parasito isoladas no Novo e Velho Mundo Moreno et al.
(1986), demonstram que o parasito € semelhante a L. infantum.

LAINSON et al., 1987; LAINSON, 1989 contestam e argumentam que L.chagasi

ja existiria muito antes da colonizagdo, uma vez que canideos silvestres foram
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encontrados infectados e foram observadas diferencas nos perfis de restricdo de kDNA e
nas proteinas de superficie de suas promastigotas.

Em sua proposta de uma nova classificagcdo para o género Leishmania Rioux et al.
(1990) sugerem que L.chagasi passe a ser sinonimia de L.infantum por respeito as
regras de nomenclatura. Thomaz-Soccol et al. (1993) em sua classificacdo geral para
Leishmania do Novo Mundo propuseram a manutencgao de sinonimia.

Estudos mais recentes recomendam a revisdo da taxonomia de L.chagasi. Varios
autores propdem que L.chagasi seja vista como sinénimo de L.infantum (MAURICIO et
al., 2000; DANTAS-TORRES, 2006), ou que L.chagasi seja considerada como
subespécie de L.infantum (SHAW, 2006). Atualmente métodos moleculares, tais como
RAPD, PCR, RFLP e sequenciamento, tém demonstrado distincdo genética entre as
espécies de L.infantum e L.chagasi (SHAW, 2006; DANTAS-TORRES, 2006;
SCHALLING e OSKAM, 2002).

Estudos sobre o polimorfismo genético conduz para uma melhor compreenséo da
estrutura populacional do parasita (GUPTA e ANDERSON, 1999).

A técnica de RAPD é uma técnica que utiliza sequéncia arbitraria com um anico
iniciador, para amplificar fragmentos de DNA (WILLIAMS et al., 1990). As
informacdes fornecidas pelos padrGes de bandas geradas pela técnica sdo de grande
utilidade em mapeamento genético (LIMA et al., 1998), podendo ser Util para estudos
de populacdo de uma determinada espécie de parasito em diferentes localidades e
estudos epidemiologicos (GOMES et al., 1995).

A PCR revolucionou o mundo cientifico com suas inumeras aplicagdes, indo do
diagndstico médico ao mapeamento genético e muito utilizado para estudo de genética
de populacdes (ANTHONY et al., 1999). Com relacdo aos estudos de leishmaniose a
maior parte destes ensaios tem como alvo o DNA do cinetoplasto ou regido ndo
codificadoras, tais como, regides intergénicas, sequéncia de genes repetidas e
sequéncias de microssatelites.

A tipagem molecular do gene K26 que codifica uma sequéncia alvo K26, regido
altamente especifica para L.infantum (BHATIA et al., 1999) foi escolhida pelo seu
poder discriminatério para Leishmania do complexo donovani (HARALAMBOUS et
al., 2008).

A técnica de PCR-RFLP baseia-se na amplificacdo pela PCR de uma regido de
escolha do genoma e a subsequente digestdo desse fragmento com enzimas de restri¢ao,

que sdo capazes de reconhecer e clivar a fita dupla da molécula de DNA em sitios
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especificos. Haralambous et al. (2008) relacionaram o polimorfismo genético com
origem geografica de isolados provenientes de pacientes com LV provenientes da india,
Asia, Africa e Europa

A técnica de sequenciamento tem sido amplamente explorada em busca de
maiores informacdes sobre a sequéncia de DNA de Leishmania a fim de aperfeicoar o
diagnéstico e a identificacdo das espécies (SCHALLING e OSKAM, 2002). Em 2005, o
genoma da Leishmania major foi completamente sequenciado e toda sequéncia, assim
como as proteinas preditas estdo disponiveis ao acesso publico (IVENS et al., 2005). O
projeto genoma de Leishmania veio acumulando informacgdes acerca da estrutura e
organizagdo gendmica deste parasito, agora L.infantum e L.braziliensis (PEACOCK et
al., 2007) ja possuem seu genoma armazenados em bancos on-line.

Apesar do Estado do Parana ndo ser area endémica para LV o encontro de animais
e humanos infectados, o isolamento de cepas do parasito provenientes de diferentes
areas endemicas do Brasil conduz para o conhecimento sobre a varialibidade intra-
especifica do parasito e auxiliar no esclarecimento sobre a posi¢cdo taxondmica de
L.chagasi e L.infantum. Para tanto, foi utilizado ferramentas moleculares (RAPD, PCR,
RFLP e sequenciamento) na pesquisa de polimorfismo genético inter e intraespecifico

de isolados do parasito.

1.2. AMPLIFICACAO ALEATORIA DE DNA POLIMORFICO
- RAPD

Trabalhos tém mostrado que a técnica de RAPD é uma importante ferramenta
para estudos filogenético e taxondmicos para Leishmania, detectando polimorfismos
genéticos intra-especificos (PEREIRA et al., 2008; THOMAZ-SOCCOL et al., 2009).

O RAPD amplificacdo aleatoria do DNA utiliza oligonucleotideos aleatorios para
reconhecer sitios especificos, porém desconhecidos do genoma, que na maioria Sao
polimorficos. A quantidade de fragmentos a serem produzidos para uma analise é
virtualmente ilimitada, dependendo apenas do numero de iniciadores utilizados, um
perfil de bandas sera formado pelo conjunto de produtos de amplificacdo (WILLIAMS
etal., 1990).

O RAPD é uma ferramenta que pode ser utilizada para estudar qualquer

organismo permitindo fazer comparacGes diretas sobre a diversidade genética e
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estrutura de populagdes. Por utilizar iniciadores de sequéncia arbitraria, a técnica de
RAPD permite a realizacdo de anélises genéticas diretamente ao nivel de DNA sem a
necessidade de nenhum conhecimento prévio sobre a genética da espécie a ser estudada.
Técnicas de analise de DNA que demandam o uso de iniciadores especificos para a
amplificacdo de determinadas sequéncias dificilmente poderiam ser usadas para o
estudo de um grande numero de espécies sobre as quais praticamente ndo had nenhum
tipo de informacdo sobre caracteristicas genéticas, demograficas ou ecologicas
(NASON et al., 1997).

A técnica de RAPD também tem sido usada para o estabelecimento de relacdes
filogenéticas e diferenciacdo de espécies proximas, bem como para a deteccdo de
hibridos. Por produzir um grande nimero de marcadores, a técnica de RAPD permite
encontrar alguns géneros, espécies, subespécies ou racgas, tornando a técnica interessante
para o estabelecimento de rela¢6es taxondmicas (LACERDA et al., 2002).

Segundo Noyes et al. (1996) a técnica de RAPD ¢ utilizada para identificacdo de
polimorfismo genético inter e intra-especifico em parasitos do género Leishmania com
Otimos resultados. Motazedian et al. (1996) conseguiram distinguir as principais
espécies de Leishmania do Velho Mundo (L.tropica, L.major e L.infantum) utilizando a
técnica de RAPD.

1.3. POLIMORFISMO POR TAMANHO DE FRAGMENTO DE
RESTRICAO - RFLP

Ha 25 anos os marcadores de Polimorfismo por Tamanho de Fragmento de
Restricdo (RFLP) foram estudados pela primeira vez em um experimento destinado a
deteccdo de mutagdes em DNA de virus (GRODZICKER et al., 1974). Em pouco tempo
este marcador tornou-se uma ferramenta importante em varias areas de biologia e tem
sido utilizado para aprofundar o conhecimento de diferentes temas bioldgicos
(BOTSTEIN et al., 1980).

A técnica de PCR-RFLP é baseada na amplificacdo pela PCR de um sitio
especifico do DNA e a subsequente digestdo desse fragmento com diversas enzimas de
restricdo. Chicharro et al. (2002) utilizaram esta técnica para estudos de variabilidade
em Leishmania Haralambous et al. (2008) conseguiram relacionar polimorfismo

genético em relacdo & origem geografica de isolados provenientes de pacientes com LV
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da india, Asia, Africa e Europa. Em estudos de epidemiologia molecular de L.infantum
utilizando a técnica de PCR-RFLP, Morales et al. (2001, 2002) distinguiram cepas
procedentes do ciclo artificialmente antroponoético, no qual a inoculacdo do parasito é
mecanica por meio de seringas entre 0s usuarios de drogas e o ciclo zoonotico em que
cdo e homem estdo envolvidos. Mauricio et al. (2001) quando compararam L.infantum
e L.chagasi utilizando a regido ITS26 com a técnica de PCR-RFLP e RAPD, com cepa
MHOM/PA/78/WR 285 proveniente do Panama, MCAN/BR/89/DOG 124 de cdo e a
MHOM/BR/74/PP 75 de humano, ndo detectaram diferencas entre as espécies .

1.4. REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE

Em 1983, uma nova técnica foi desenvolvida por Kary Mulli, da Cetus
Corpotation, que se tornou amplamente utilizada para amplificar fragmentos especificos
de DNA sem a necessidade de células bacterianas. Esta técnica ficou conhecida como
reacdo em cadeia da polimerase PCR.

Com a possibilidade de realizar as reacdes automaticamente, diversas técnicas
baseadas na PCR foram descritas por varios autores, essas técnicas tem possibilitado o
estudo da diversidade genética dentro de populagdes e o melhor entendimento das
relacBes filogenéticas das espécies (SAIKI et al., 1985; GOMES et al., 1995; TOLEDO et
al., 2002).

Em estudo de sensibilidade dos diferentes métodos de PCR para o diagnéstico da
LV, Lachaud e colaboradores (2002) testaram a eficiéncia do iniciador Rvl e Rv2
provenientes do minicirculo do KDNA, este apresentou uma eficacia de 100% na
deteccdo de Leishmania donovani sensu lato, para cdes sintomaticos e assintomaticos
soro positivo, sendo excelente para diagnostico de LV.

O antigeno K26 de L.infantum € homologo a proteina hidrofilica de superficie de
L. major, com uma regido altamente variada de 14-aminoacidos. Analises mostraram
gue o gene K26 é conservado e especifico do complexo L.donovani sendo muito usado
como marcador de diagnostico para leishmaniose visceral (BHATIA et al., 1999).

A regido K26 de L.infantum (Fig. 5) é 64% idéntica a da L.major, na qual
apresenta um grande polimorfismo. A partir desses conhecimentos é que Haralambus et
al. (2008) desenvolveram um método de tipagem molecular, com grande poder
discriminatorio entre Leishmania e excelente para estudos de diversidade genética de

L.donovani e L.infantum.
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1 11 21 31 41 51 60

[
ATGEGAGCCT ACTGCACGAL GGACTCCECA MEGAGCCCC ASARGCETEC TEATAACATC &0

CATAAAACCA CTGAGGCCAA TCACAGAGGC GUCOGCCELGTG TGCCCOCGAA GCACGCCGGEC 120
GOETGCGATGA ACGACTCTGC CCOCGAAGGAC GATGGCCATA CACAGAARAR TGACGGCGAT 180
GECCCTAAGE AGGACGGCCA TACACAGARA AACGACGACG GTGECCCTAA GCAGGACGGC 240
CATACACAGA AAMATGACGE CGATGECCCOT AAGERAGGACG GO TACIACA GARAAARTARC 300
GEOEATGEECC CTAAGGRAGERA CGECCATACAE CAGARRAATG ACGEGCGEGATEC CCCTAAGGAG 360
P E E
GAceeCcCETA CACAGARRAAR TGACCGECEAT GECCCTAAGG AGGACGECCG TACACAGAAR 420

D 8 R T o K N D G D G
AATEACGECE ATGGCCCTARA GEAGGACSGC CAGA ARRATGACGE CGATGGECCCT 480

ARGEAGGACE COCGTACACR GARARATGAC GECGATGGCC CTARGGAGGA CEGCCATACA 540
CAGARAMATE RACGECCGATGEE CCOCTAAGGAG GACGEC NOAGRARAR TGACGECGEGET 600

CGCCCTARGE AGGATGAGARR TCTGSAGCAA ALCCATCGGA ATCCCCAGGHA GAAGARACGAR 660

GATEEACACA ACGTGEEEEERA TGGAGCTAAMC GSECARATGEAGE ATGETAACGA TEGATCAGCCG F20

ARGGAGCAGE TTGOUGGCAA CTAG Fa4q

Figura 5 - Sequéncia do gene K26 de L. infantum MON-1 MCAN/ES/98/LLM-877. As
setas indicam a posi¢cdo Forward e Reverse utilizadas para producdo dos primer, a regido
mostrada dentro de caixas é o sitio de restricdo da enzima Rsal — Fonte: Haralambous et al.
(2008).

1.5. GENOMA E SEQUENCIAMENTO

Leishmania possui dois genomas, representado pelo DNA nuclear e pelo KDNA,
este conhecido como cinetoplasto, sendo incomum porque possui uma rede compacta de
maxicirculos e milhares de minicirculos que juntos formam uma rede compacta de
DNA, que corresponde entre 15% e 35% do DNA total da célula (BARKER, 1981,
SIMPSON 1987).

Leishmania major foi a primeira espécie escolhida para sequenciamento do
genoma e esta sendo sequenciado pelo Sanger Center, Cambridge
(www.sanger.ar.uk/projects/L.maj)

Juntos com estas sequéncias encontram-se também a sequéncia de outras espécies
de Leishmania que vem sendo depositadas em bancos de dados como o National Center
for Biotechnology Information (NCBI).
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Estudos recentes revelam que L.major e L.infantum apresentam um cariétipo de
36 cromossomos enquanto que L.braziliensis possui 35 cromossomos (PEACOCK et
al., 2007). As estruturas dos cromossomos de Leishmania sdo comparados as de outros
protozoarios, com uma regido central de sequéncias conservadas com baixo numero de
copias ou de copia unica (WINCKER et al., 1996).

Tibayrenc e Ayala (1999) em trabalho sobre evolucdo genética do parasito
sugerem que a recombinagdo genética entre Leishmanias seria possivel porém rara em
condi¢des naturais. Existem poucos relatos sobre o isolamento de cepas que foram
caracterizadas como hibridos entre diferentes espécies de Leishmania. Estes hibridos
ocorrem essencialmente entre espécies proximas, como L.braziliensis e L.panamensis
ou L.peruviana (THOMAZ SOCCOL, 1993; BANULS et al., 1997; TORRICO et al.,
1999).
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2.1. SISTEMATICA

As leishmanioses sdo infeccOes parasitarias causadas por diferentes espécies de
protozoéarios, pertencentes ao género Leishmania Ross, 1903. Segundo proposta de
Levine et al. (1980) este protozoario ocupa a seguinte posicao sistematica:

Reino Protista (HAECKEI, 1866)

Sub-Reino Protozoa (GOLDFUSS, 1817)

Filo Sarcomastigophora (HONIGBERG & BALAMUTH, 1963)

Sub-Filo Mastigophora (DEISING, 1866)

Classe Zoomastigophorea (CALKINS, 1909)

Ordem Kinetoplastida (HONIGBERG, 1963)

Sub-ordem Trypanosomatina (KENT, 1880)

Familia Trypanosomatidae (DOFLEIN, 1901)

Género Leishmania Ross, (1903)

Sub Géneros

Leishmania Saf’Janova, (1982)
Viannia Lainson e Shaw, (1987)
A nivel infra-genérico Thomaz - Soccol et al. (1993 a e b) propuseram a divisdo

dos subgéneros em complexos filogenéticos (fig.1)
tropica

!
denovani I i major
infantum oA
broziliensis ) ger billi
» Jeethiopica
arabico
lainaoni ’ enriettii

Figura 1- Cladograma mostrando a relacdo dos 15 complexos filogenéticos do género
Leishmania, construido com base em 80 zimodemas e 13 diferentes isoenzimas,
mostrando a origem monofilética do género.
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2.2 CICLO DE VIDA DO PARASITO

Os protozoarios do género Leishmania possuem ciclo de vida digénico
(heteroxénico), alternando entre hospedeiro vertebrado e insetos vetores. Além do
homem, outros mamiferos sdo hospedeiros vertebrados tais como cées e alguns animais
silvestres (LAINSON e SHAW, 1988).

O protozoario apresenta comportamento dimérfico, ou seja, a fase do ciclo de vida
do parasita define sua forma estrutural.

A forma mdvel, extracelular, flagelada, encontrada no trato intestinal do vetor é
denominada promastigota (22-25um) e a forma intracelular imovel, € arredondada ou
ovalada (4-6 um) denominada amastigota, parasitam o sistema fagocitico mononuclear
do hospedeiro vertebrado (COURA, 2005).

O desenvolvimento do protozoario no trato digestivo dos flebotomineos é
complexo e passa por diversas mudancas morfologicas e fisioldgicas, diferenciando-se
em forma infectante para o hospedeiro mamifero (promastigota) (KILLICK-
KENDRICK, 1979). Apos a picada na pele as formas promastigotas sdo rapidamente
fagocitadas por células de defesa, especialmente os macréfagos, e dentro de um vactolo
(fagossomo) se transforma em amastigotas. Essa forma intracelular se divide por divisao
binaria e infectam outros macrofagos. No caso das espécies viscerotropicas ocorre entao
disseminacdo hematogénica do parasita que tem predilecdo pelas visceras, como baco e
figado. O vetor, ao picar o hospedeiro vertebrado infectado ingere sangue com
macrofagos contendo formas amastigotas e no trato digestivo as formas amastigotas se
transformam em promastigotas completando assim o ciclo (Fig. 2) (COURA, 2005).

Somente as fémeas do vetor sdo hematofagas (Fig. 3), estas se infectam no
momento do repasto sanguineo realizado em reservatorios, que podem ser o cao
domiciliar, a raposa ou outro hospedeiro silvestre. O homem se infecta ao ser envolvido
no ciclo do parasito (OLIVEIRA, 1997). Os vetores pertencem aos géneros
Phlebotomus e Lutzomyia no Velho e no Novo Mundo, respectivamente. No Velho
Mundo varias espécies de vetor estdo envolvidas na transmissdo. J& no Novo Mundo
apenas Lu. longipalpis é capaz de transmitir o protozoario (DEANE & DEANE, 1955).
Todavia, mais recentemente trabalhos relatam Lu. cruzi como vetor no Estado do Mato
Grosso, Brasil (SANTOS et al., 1998).



26

(X L
( I = \“4.
N\ 2 i -
GO ‘ =4 > = \(»;"» L
P I \ \ '/('(::f' )
\ J 7))
> J< ) | A %ﬁ?‘t /)
1 4 ¢ "] ; N S \
| ,I/' «“.' | ( - r_\‘ ‘\‘\
hy '\ \
., ¥
N
\ * ) —
NN o AN
1WA \ f(\“ N
Vva A
aﬁ/)’ & N JH
y
)
,{‘\/z‘

Fig 2: Ciclo de vida de Leishmania chagasi. 1: entrada do promastigota no hospedeiro vertebrado;
2: fagocitose do parasita pelo macréfago; 3: transformacdo de promastigota em amastigota; 4:
multiplicaco dos amastigotas no interior do macrofago; 5: lise da célula fagocitaria com libera¢do dos
amastigotas; 6: infeccdo de novas células; 7: perpetuacdo do ciclo no interior do hospedeiro vertebrado; 8:
amastigotas sdo ingeridas pelo hospedeiro invertebrado (Lutzomyia longipalpis); 9: transformacdo de
amastigotas em promastigotas; 10: maturacdo dos promastigotas no intestino do vetor; 11: promastigotas
metaciclicas (infectantes).
Fonte — J. R. Coura, Dindmica das Doengas infecciosas e Parasitarias (2005)

Fig.3. Fémea do Lutzomyia longipalpis ap6s repasto sanguineo Fonte -
http://www.niaid.nih.gov/newsroom/focuson

As principais formas clinicas das leishmanioses s&o: leishmaniose visceral (LV),
leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose mucocutanea (LMC) e leishmaniose cutanea
difusa (LCD) (COURA, 2005). Como o objetivo deste trabalho é a forma visceral,
maior destaque sera dado para ela. Para dar conhecimento das demais espécies e formas
clinicas no quadro 1, estdo apresentado as espécies, formas clinicas e distribuicéo

geografica.
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ESPECIES DE
LEISHMANIA

LESOES CAUSADAS
NO HOMEM

DISTRIBI.'JI(}IT\O
GEOGRAFICA

Sub Género Viannia

L. (Viannia) braziliensis

Cutaneas e mucosas

América Central e do Sul até o
norte da Argentina

L (V.) peruviana

Predominantemente cutaneas

Altos vales andinos e encosta
ocidental dos Andes

L.(V.) guyanensis

Predominantemente cutaneas

Noroeste e Norte da América do
Sul até o rio Amazonas

L. (V.) panamensis

Predominantemente cutaneas

América Central e costa
pacifica da América do Sul

L. (V.) shawi Casos raros com lesdes Regido Amazonica
cuténeas

L. (V) lainsoni Casos raros com lesdes Norte do Estado do Para
cutaneas

L. (V.) naiffi Casos raros com lesdes Regido Amazonica
cuténeas

L. (V.) colombiensis

Cutaneas e mucosas

Coldmbia Panama e
Venezuela

Sub Género Leishmania

L. (Leishmania) mexicana

Cutaneas eventualmente
cutaneas difusas

México e América Central

L. (L.) amazonensis

Cutaneas eventualmente
cutaneas difusas

América Central e norte
nordeste, centro oeste sudeste e
sul do Brasil.

L. (L.) pifanoi Cuténeas eventualmente Venezuela
cuténeas difusas
L. (L.) venezuelensis Cutaneas Venezuela

L. (L.) garnhami

Predominantemente cutaneas

Andes Venezuelanos

L. (L.) infantum = L.(L.)
chagasi

Lesdes viscerais (calazar)

Sul do México ao Norte da
Argentina, com predominéncia
no Nordeste Brasileiro.

L. (L.) infantum Cutaneas Sul da Europa

(dermotrdpica)

L. (L.) major Cutaneas Asia Central, India, Paquist#o,
Sul da RdUssia, Oriente Médio,
Norte da Africa.

L.(L.) tropica Cuténeas Bacia do Mediterraneo, Sul da
Europa, Norte da Africa, Oeste
Asidtico.

L.(L.) aethiopica Cutdnea, Cutdnea difusa e | Quénia, Etipia, Namibia.

Mucosa

L. (L.) donovani

LV- Calazar Indiano, dérmica
pos-calazar

Asia, (principalmente India,
Paquistdo e Bangladesh)

Quadro 1. Patologia e distribuicdo geogréfica das leishmanioses que acomete o
homem. Adaptado de (DESJEUX, 1992; KILLICK-KENDRICK & RIOUX, 2002; SHAW,
2002; PRATLONG & DEDET, 2003, DEDET, 2009).
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2.3. LEISHMANIOSE VISCERAL NO MUNDO, NAS
AMERICAS E NO BRASIL.

As leishmanioses sdo consideradas doencgas negligenciadas e permanecem como
um grave problema de Saude Publica para o qual a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) tem dirigido especial atencédo. Este grupo de doencas € importante em termos de
morbidade e, em alguns casos graves, de mortalidade (DEDET, 2009).

Encontrada essencialmente em paises tropicais e sub-tropicais, existe uma grande
preocupacdo quanto ao nimero de casos de LV, pois chegam a 500.000 casos/ano, com
prevaléncia de 12 milhdes em todo o mundo. Segundo a OMS é bastante dificil ter
estimativas da incidéncia e prevaléncia corretas em todo o Mundo, uma vez que 0S
casos reportados sdo geralmente inferiores aos que realmente ocorrem. Dos 88 paises
acometido pela doenca, 13 sdo considerados sub desenvolvidos, principalmente de areas
rurais pobres e 72 sdo paises desenvolvidos (DESJEUX, 2004; OMS, 2008). (Fig.4a)

. Areas endémica

Fig. 4a- Distribuicdo geogréfica da leishmaniose visceral. Fonte- Organizacao
Mundial de Saude (2008)

A epidemiologia das leishmanioses é complexa, pois existem cerca de 30 grupos
taxonémicos de Leishmania, sendo que 19 infectam o homem podendo causar doengas.
A quantidade de vetores é igualmente abrangente chegando a 80 espécies e subespécies
de dipteros flebotomineos descritos (KILLICK-KENDRICK & RIOUX, 2002) (Quadro
1).
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Na Africa oriental e india a LV é causada por L.donovani, ja na Etiopia e Suddo o
agente etiolégico é L.archibaldi (PRATLONG et al., 2001). No sudoeste da Europa e
Bacia Mediterranica a LV tem como agente etiolégico L.infantum e, no Novo Mundo,
L. chagasi (DESJEUX, 2004).

Dos paises da América Latina, a doenca ja foi descrita em 12 paises sendo que
90% dos casos ocorrem no Brasil, (COURA, 2005, MADEIRA 2009).

No Brasil, a LV apresenta aspectos geogréaficos, climéticos e sociais diferenciados
em funcdo da sua ampla distribuicdo geografica, dos 27 estados 21 tem registros de
casos com aproximadamente 1.600 municipios apresentando transmissdo
autoctone,sendo a regido Nordeste a com maior prevaléncia. Os dados epidemiolégicos
dos Ultimos dez anos revelam a peri urbanizacdo e urbanizacdo da leishmaniose
visceral, destacando-se os surtos ocorridos no Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte
(MG), Aracatuba (SP), Santarém (PA), Corumba (MS), e mais recentemente 0s
municipios de Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas (TO) (MS, 2006)

B

Legenda
[ ] 0 casos
[] 1-5 casos
B 5-10 casos

B 10-20 casos Q\z)

B 50-192casos

Fig.4b Distribuicdo de casos autoctones de Leishmaniose Visceral no Brasil. Fonte:
SINAN- COVEV/ CGDT/DEVEP/SVS/MS
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2.4. METODOS DE IDENTIFICACAO DE Leishmania

Como o parasito é estruturalmente similar tanto nas formas amastigostas quanto
promastigotas € impossivel a identificacdo por técnicas microscopicas, sendo utilizado
caracteres extrinsicos para nominar espécie ou para a classificacdo das mesmas dentro
do género. Somente a partir dos anos 80 com a utilizacdo de isoenzimas e depois com as
técnicas moleculares foi possivel usar caracteres intrinsecos na identificacdo do

parasito.

2.5. ISOENZIMAS

Gracas a esta metodologia foi possivel organizar a classificacdo para o género
(THOMAZ-SOCCOL, 1993 a e b) e tem a vantagem de permitir identificar as espécies
do parasito. Ela € considerada técnica padrdo ouro para a identificacdo das espécies
segundo a OMS (WHO, 1990, DEDET, 2009). Todavia, necessita-se primeiro isolar o
parasito para sua posterior identificagdo, o que leva tempo e pode haver contaminagdes
e perdas.

Assim, nos anos 90 com o desenvolvimento das técnicas moleculares outras
técnicas vém sendo empregadas para dar o diagnéstico ja com a identificacdo da

espécie.
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3. OBJETIVO GERAL

Estudar, por técnicas moleculares, a variabilidade genética inter e intra-especifica

de L. chagasi e L. infantum isolados de cdes e humanos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Cultivar 20 cepas de Leishmania procedentes de individuos com LV (cées e
humanos) de diferentes regides do Brasil.

e Analisar o polimorfismo de DNA por RAPD em amostras de L. infantum e L.
chagasi provenientes de diferentes regides do Brasil.

e Avaliar o polimorfismo do gene K26 de cepas de Leishmania infantum e
L.chagasi por RFLP-PCR.

e Comparar os isolados de Leishmania sp. do Brasil e da Europa por

sequenciamento.
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4. DIAGNOSTICO CLINICO.

Dezenoves cdes provenientes de diferentes localidades do Brasil com suspeita
clinica de leishmaniose visceral foram avaliados clinicamente adotando-se a
classificacdo de Abranches et al. (1991) modificada por Molina et al. (1994). Em
proprietarios de cdes com exame parasitologico positivo foi colhido sangue para

pesquisa do parasito.

4.1 EXAMES COMPLEMENTARES DOS CAES

Dos cées submetidos ao exame clinico, foram coletados 5mL de sangue, sendo
2mL colhidos com anticoagulante (EDTA) para realizacdo de hemocultura, (DEREURE
et al., 1998), hemograma (GARCIA-NAVARRO e PACHALY,1994), os outros 3mL
foram colhidos sem anticoagulante para pesquisa de anticorpos (reacdo de
imunofluorescéncia indireta — RIFI e reacdo de enzimaimunoensaio - ELISA).
Avaliacbes de funcdo hepdtica e renal foram feitas pelas dosagens ALT - PP
(ANALISA) e método cinético UV; FA - ACP - 405 (WEINER LAB.) método cinético
otimizado - 405 nm; creatinina K (LAB TEST) método cinético otimizado e Uréia CE
(LAB TEST) método enzimatico colorimético. Todos os metodos foram realizados
segundo recomendacdes dos fabricantes.

4.2 SOROLOGIA

A determinacdo dos titulos dos anticorpos (IgG) contra Leishmania foi realizada
pelas técnicas de RIFI, empregando-se conjugado anti-lgG de cdo (isotiocianato de
fluoresceina — Sigma) e o ELISA, utilizando-se conjugado anti-1gG de céo (peroxidase
— Sigma), padronizados conforme Castro, Thomaz-Soccol & Augur (2003). Titulos
iguais ou superiores a 1:40 foram considerados positivos para a RIFI, e 0 ponto de corte
para a reacdo de ELISA foi considerado de 0,135, valor este que representa a média dos
valores de absorbancia dos animais negativos (nascidos em Curitiba) mais dois desvios-

padréo, repetidos em cada placa.
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4.3 ISOLADOS

Os cdes com sintomatologia compativel com leishmaniose visceral provenientes
de éareas endémicas do Brasil, foram submetidos a puncéo aspirativa do linfonodo e/ou
puncao venosa, para 0 isolamento do parasito. Em humanos a coleta de material foi
realizada apenas por puncao venosa. Antes da coleta, cada paciente foi consultado e
preencheu o termo de livre consentimento exigido pelo Comité de Etica e concordou
com a pesquisa (certificado no. 125). Também preencheram um questionério
epidemioldgico.

Para isolamento do parasito, o material proveniente de puncdo venosa foi
centrifugado (1.500 g por cinco minutos). Em seguida colhida a camada leucocitéria
com auxilio de pipeta Pasteur e inoculado em meio de cultura NNN (Novy, McNeal e
Nicolle) ou Tobbie e Evans. As culturas foram repicadas a cada sete dias para novos
tubos até o isolamento da Leishmania.

Depois de confirmado, por microscopia o isolamento do parasita, a amostra
recebia uma denominagdo e era congelada e mantida em nitrogénio liquido para
posterior identificacdo e estudo de variabilidade genética. Para obter maior quantidade
do parasito, para ser usado nas etapas de identificacdo e estudo de variabilidade genética
foi feito cultura dos isolados em meio RPMI, suplementado com soro fetal bovino
(SFB) a 5%. A biomassa de parasitos foi obtida a partir do contetdo de quatro tubos de
15mL contendo meio NNN que foram passados para tubos de falcon (15mL) contendo
5mL de meio RPMI com 5% de soro fetal. Os tubos eram observados semanalmente e
quando ricos em Leishmania e livres de contaminacdes eram passados para garrafa de
cultivo celular contendo 10mL de meio RPMI suplementado com 10% de SFB. Apoés
sete dias o conteudo da garrafa era transferido para um tubo Falcon de 15mL com
solugdo de NaCl2 a 0,3% e centrifugado durante 10 minutos a 3.500g a 4°C, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi centrifugado com solucdo de NaCl2 a
0,3%, por 10 minutos a 3.500g a 4°C. Depois foi retirado o sobrenadante e o precipitado
foi transferido para um tubo de 2mL previamente pesado e esterilizado. O contetdo foi
centrifugado a 9.000g a 4°C por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e a biomassa

foi estocada no freezer -20°C até 0 momento da extracdo do DNA.
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4.4 CEPAS REFERENCIAS DE Leishmania

As amostras referéncias usadas no presente trabalho como controles positivos para
as técnicas moleculares, seguiram as recomendagdes da Organizacdo Mundial da Saude
(WHO, 2001), sendo: Leishmania (L.) infantum (MHOM/FR/71/LRM75); Leishmania
(V.) Dbraziliensis (MHOM/BR/00/LTB300) e Leishmania (L.) amazonensis
(MHOM/BR/73/M2269). Estas sdo criopreservadas no Laboratério de Parasitologia
Molecular (UFPR) tendo sido descongeladas, repicadas semanalmente e cultivadas
como os isolados para as etapas de extracdo de DNA As amostras foram doadas pelo
Laboratorio de Ecologia Médica (LEM) de Montpellier, Franca. A escolha das trés

espécies foi devido ao fato delas apresentarem maior distribuicdo geografica no Brasil.
4.5 EXTRAQAO DE DNA GENOMICO

As extragbes de DNA das amostras foram feitas de acordo com o protocolo
segundo BANULS (1998), com modificacdes.

Num tubo do tipo “eppendorf” de 2mL que continha a biomassa de Leishmania,
foram adicionados 300uL de tampé&o de Lise (Tris-HCI 10Mm, EDTA 1.0Mm pH 8,0),
50 uL de SDS a 1% e 5uL de Proteinase K, homogenizado e incubado em banho-maria
durante 5 horas a 56°C. Apds este periodo foi feito a inativacdo da Proteinase por 5
minutos a 90°C. Em seguida foi adicionado 5uL de RNAse, homogeneizado e incubado
em banho-maria por 1 hora e trinta minutos a 37°C.

Para desproteinizacdo das células foi feito a extracdo com fenol saturado e
cloroférmio. Foi adicionou 400uL de fenol homogeneizou por um minuto e
centrifugado a 12.000g por 5 minutos a 20°C. Recuperou-se 0 sobrenadante em outro
tubo e adicionado 400uL de uma mistura (25:24:1) de fenol-cloroférmio alcool-
isoamilico. As amostras foram homogeneizadas por 1 minuto e centrifugadas a 12.000g
por 5 minutos a 20°C. A fase superior foi recuparada, fez-se uma nova extragdo co

m fenol-cloroférmio alcool-isoamilico. Apés a recuperacdo da fase superior, foi
adicionado 400uL de cloroférmio, homogeneizado por 1 minuto e centrifugado a
12.000g por 5 minutos a 20°C. O sobrenadante de cada tubo foi transferido para outro
tubo e 0 DNA foi precipitado com 30uL de acetato de sodio 3M 10% e 600uL de etanol
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absoluto a 4°C. Este material foi centrifugado a 12.000g por 30 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi desprezado e o precipitado recuperado e lavado com 300uL de etanol
70% e centrifugado a 12.000g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado, e
0s tubos abertos foram colocados em estufa a 37°C até secarem por completo.

Apbs isto o DNA foi ressuspendido em 100uL de TE (Tris-HCI 10Mm, EDTA
1.0Mm, pH 8,0), e permaneceu a 4°C “overnight”. Posteriormente foi feito uma
aliquota para as analises e o restante foi mantido a -80°C como solugéo estoque.

As quantificacdes de DNA dos isolados foram feitas pela medida de absorbancia

de 260 nm a 280 nm em espectrofotdmetro (Gene Quant®).

4.6 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS POR REACAO EM
CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Para identificar os isolados por PCR, foram usados os iniciadores RV1 e RV2
desenhados com base no DNA alvo altamente repetitivo do minicirculo do kDNA de
Leishmania donovani sensu lato, segundo metodologia descrita por Lachaud et al.
(2002). Para reagao de 25ulL, utilizou-se 2,5uL de tampdo 0,5uL de iniciadores
RV1/RV2, 1,0uL de dNTP, 1,5uL de MgCl2, 0,3ul de Taq polimerase (Invitrogen,
Brasil) e 5uL de DNA (40ng/mL). Os ciclos utilizados foram: desnaturagéo inicial de
94°C por 4min, 35 ciclos de 94°C por 30s, 59°C por 30s, 72°C por 30s e uma extensdo
final de 10 min a 72°C.

INICIADORES SEQUENCIA (5’ — 3°) ESPECIE DE REFERENCIA

LEISHMANIA
RV1 CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAG | L.(L)infantum Lachaud et al.,2002
RV2 CCACCTGGCCTATTTTACACCA
K26r ACGAAGGACTCCGCAAAG L.(L)donovani Haralambus et al.,2008

K26f TTCCCATCGTTTTGCTG
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Para o realizacdo dos estudos com os iniciadores K26 em reacdo de 25uL,
utilizou-se 2,5uL de tampao, 1,0uL de iniciadores K261/K26f, 2,0ul. de dNTP, 1,25uL
de Mgcl2, 0,25 puL de 0,1% Triton x 100, 0,1uL de Taqg polimerase (Invitrogen, Brasil) e
5 uL de DNA. Os ciclos utilizados foram 94°C por 5min, 35 vezes de 95°C por 1 min,
48°C por 1 min, 72°C por 1 mine 7 min a 72°C.

As amostras amplificadas para estes iniciadores foram submetidas a eletroforese
horizontal em gel de agarose 1,6%, em tampéao Tris-EDTA-Acetato (TAE) 1X pH 8,0
(SAMBROOK et al., 1989). Para visualizacdo das bandas, os géis foram corados com

brometo de etideo (0,5uL/mL) observados sob a luz ultravioleta e fotografados.

4.7 AMPLIFICACAO ALEATORIA DE DNA POLIMORFICO
(RAPD)

O RAPD é uma técnica que apresenta vantagens, pois € simples, rapida e nédo
necessita de conhecimento prévio do genoma, e tem sido utilizada para estudo de
variabilidade genética intra e interespecifica em Leishmania, incluindo aquelas do
complexo Leishmania donovani (GUERBOURJ et al., 2001; MAURICIO et al., 2001)..
Baseado nesses dados, a técnica foi escolhida para estudar a variabilidade genética das
amostras, utilizando os iniciadores randdmicos (OPA3, OPA9, OPA10) que analisaram
regibes complementares, aleatoriamente no genoma de Leishmania sp.

Os iniciadores utilizados para amplificacdo ao acaso dos fragmentos de DNA

estdo descritos abaixo.

INICIADORES SEQUENCIA (5" _3") REFERENCIA
Iniciador A3 AGTCAGCCAC BANULS et al., 1998
Iniciador A9 GGGTAACGCC BANULS et al., 1998
Iniciador A10 GTGATCGCAG BANULS et al., 1998

As reacOes de amplificacdo para o0 RAPD foram feitas em volume de 25 pL
contendo 10ng de DNA gendmico, 10mM Tris-HCI pH 8.3, 50mM KCI, 1,5mM
MgCl2, 0,2mM de cada dNTP (deoxinucleotideos trifosfatos), 10 pmol do iniciador e
2,5U de Taq DNA polimerase (Invitrogen).

Os ciclos de amplificacdo consistiram de desnaturacdo inicial de 94°C por 5 min,

desnaturacéo de 94°C por 1 min, 20 anelamento de 36°C por 1 min e extenséo de 72°C
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por 2 min, por 45 ciclos. E uma extensdo final de 72°C por 7 min. O material
amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,6% e visualizadas por luz
ultravioleta apds coloragdo com brometo de etideo 0,5 pg/mL (SAMBROOK et al.,
1989).

4.8 ANALISE FENETICA

Para tabulacdo de dados obtidos pela técnica de RAPD, optou-se pela leitura
automatizada do padrdo de bandas dos géis usando o software Gel-Pro Analyzer (Media
Cybernetics) ajustados para 95% de sensibilidade. Foram examinadas apenas bandas
que apresentavam repetibilidade. O padrdo de gel foi automaticamente convertido em
uma matriz binéria. A distancia entre as amostras foi avaliada através do coeficiente de
Jaccard gerado através do software FAMD (MILLER, 1997; SCHLUTER & HARRIS,
2006).

4.9 POLIMORFISMO POR TAMANHO DE FRAGMENTO DE
RESTRICAO - RFLP-PCR

A anélise de polimorfismo a partir de fragmentos de restricio do KDNA ¢é
considerada um instrumento para estudos epidemioldgicos e de a variabilidade genética
em amostras de Leishmania (BARKER & ARNOT, 1981; PACHECO et al., 1999).
Para digestdo do fragmento de 970 e 1295 pb do kDNA, proveniente da PCR com o
iniciador K26, foi utilizado a endonuclease de restricdo Rsal (Quadro 2). As reacfes
foram realizadas em um volume final de 20uL, contendo 2uL do produto da PCR
descrita no item 4.7, 1uL da enzima (10U) e 4uLlL do tampao correspondente, incubando-
as por 4 horas a 37°C , de acordo com o protocolo do laboratério de Parasitologia
Molecular UFPR. Os produtos digeridos foram submetidos a eletroforese em gel de

agarose a 1,6% e corado com brometo de etideo e devidamente fotografado.
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ENZIMA SITIO DE RECONHECIMENTO

1

Rsal 5" GT AC3’
3'CA TGS’

Quadro 2 - Endonuclease de restricdo utilizada na PCR-RFLP

4.10 SEQUENCIAMENTO

Das amostras amplificadas para o gene K26 268, 372 e 362, apresentaram
polimorfismo, exibindo trés perfis de bandas com pesos moleculares de 970pb, 1295pb
e banda dupla de 970/1295pb.

Inicialmente foi realizada a amplificacdo do gene pelos iniciadores K26r e K26f
como descrito previamente. Apos amplificacdo, as reacdes de sequenciamento foram
realizadas segundo método padronizado no laboratério de Parasitologia Molecular da
UFPR. As reacdes foram processadas em tubos do tipo “eppendorf” de 2,0mL contendo
1,6 pmol/u dos primers K26f e K26r 1,0uL do Big Dye Terminator, 1,0uL do tampéo
préprio da reacdo, 50ng de DNA, agua ultrapura suficiente para completar o volume de
10 uL. As reacdes foram realizadas com desnaturacéo inicial a 96°C por 1 minutos,
seguido de 35 ciclos com desnaturacdo a 96°C a 10 segundos, anelamento a 50°C por 5
segundos e extensdo a 60°C por 4 minutos. Em seguida o produto da reacdo de
sequenciamento foi submetido a precipitagdo com isopropanol a 70%, incubado em
temperatura ambiente por 20minutos e, centrifugadas a 4.000g por 25 minutos. Ao
término da centrifugacdo o isopropanol foi removido por inversdo dos tubos e
adicionado 400 pL de etanol a 80% e centrifugado por 5 minutos a 4.000g. O etanol
foi cuidadosamente removido com auxilio de uma pipeta e as amostras foram deixadas
em repouso para secar em estufa a 37°C até que todos os tubos estivessem
completamente secos. O DNA foi ressuspendido em 10 uL de formamida HI-DI. O

material foi entdo submetido ao sequenciamento.



41

4.11 ANALISE DAS SEQUENCIAS EM BANCO DE DADOS

As sequéncias consensos do gene K26 foram geradas a partir do programa
EMBOSS GUI (http://bips.u-strasbg.frfEMBOSS) e submetidas ao programa Blast
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para confirmacédo dos resultados.

Sequéncias de L. infantum depositadas no Genbank sob o codigo
MHOM/FR/1978 e MHOM/FR/1995 provenientes da Franca e, MHOM/GR/2001 da
Grécia, foram utilizadas para analise de distancia genética entre as amostras obtidas no
Brasil.

Todas as sequéncias foram manualmente alinhadas no programa CLUSTAL W
(THOMPSON et al., 1997) ¢ analisadas no programa MEGA “Molecular Evolutionary
Genetics” v. 4.1 (TAMURA, DUDLEY, NEI e KUMAR 2007) para a construcdo da arvore
filogenética.
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5. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE ISOLADOS DE

Leishmania

Vinte e sete animais apresentaram sinais clinicos compativeis com leishmaniose
visceral e os mais frequentes foram: onicogrifose (94,8%), linfadenomegalia (82,8%),
caquexia (57,57%), alopecia (65,45%), descamacdo furfuracea (63,36%), ulceras
(40,2%) e palidez de mucosa oral e conjuntival. Um animal apresentou leséo de mucosa
nasal. Na classificacdo de acordo com os sinais clinicos se verificou que 62% dos
animais eram polissintomaticos, 18% oligossintomaticos e 20% assintomaticos. Vale
ressaltar que quando um animal apresentou resultado positivo para o cultivo do parasito
todos os demais cdes da mesma residéncia eram examinados e o material era colhido
para exame, o que justifica o encontro de 20% de animais positivos e assintomaticos.

Observou-se que 40% dos animais apresentaram anemia com 0 numero de
eritrocitos variando de 4,20 a 4,76 milhdes por mm®. Em 50% dos casos, a anemia era
normocitica hipocrémica. Leucocitose associada a neutrofilia foi constatada em 52%
dos casos, linfocitose em 65% e eosinofilia em 15,62%. A concentragdo de proteina
plasmatica variou de 8,6 a 10,8 g.dL-1. Os niveis de AST e ALT apresentaram-se
moderadamente alterados com 43,0 + 17,2 e 25,5 + 3,2 respectivamente. Uréia ficou
dentro dos valores de referéncia em 68% dos casos.

Noventa e dois por cento dos animais apresentaram sorologia positiva em ambas
as técnicas usadas. Na RIFI, os titulos variaram de 1:40 a 1:2560. No teste de ELISA, as
absorbancias variaram de 0,139 a 1,640. Métodos soroldgicos sdo excelentes para
triagem em leishmaniose visceral. Todavia, 0 exame parasitoldgico € indispensavel para
a confirmacdao da espécie sob estudo.

O cultivo de Leishmania foi positivo para 19 cdes e 1 humano (Quadro 3) os
outros cdes tiveram diagnostico confirmado para outras etiologias, como erlichiose,
demodicose.

Os isolados obtidos em cultura estavam na forma promastigota e estruturalmente
sdo iguais o que ndo permite identificar a espécie. Assim, para identificagdo do parasita
apos cultura, e extragdo de DNA, os mesmos foram submetidos a PCR com os
iniciadores RV1 e RV2, que permitiu amplificar fragmentos de 145pb em comparacéo

com a cepa referéncia, caracterizando como L.(L.) infantum (Fig.6)
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Quadro 3 — Dados dos isolados com suas procedéncias e resultados dos exames
soroldgicos e de PCR para diagndstico da leishmaniose visceral.

Cadigo Procedéncia Exames realizados
Cepa Local de origem/local de notificacéo IFI | ELISA | PCR/
RV1/RV2
189 | Cao Belo Horizonte (MG)/ Curitiba + |+ L.i
193 | Céo Belo Horizonte (MG)/ Curitiba + |+ L.i
210 | Céo Belo Horizonte (MG)/ Curitiba + |+ L.i
211 | Céo Belo Horizonte (MG)/ Curitiba + |+ L.i
240 | Céo Fortaleza (CE)/ Curitiba + |+ L.i
268 | Cdo Belo Horizonte (MG)/ Curitiba + |+ L.i
269 | Céo Belo Horizonte (MG)/ Curitiba + |+ L.i
284 | Céo Desconhecida /Curitiba + |+ L.i
362 | Cdo Aracaju (SE)/Curitiba + |+ L.i
363 | Cdo Trés Coragdes (MG)/ Curitiba + |+ L.i
367 | Céo Bauru (SP) + |+ L.i
368 | Céo Bauru (SP) + |+ L.i
369 | Céo Bauru (SP) + |+ L.i
372 | Céo Trés Lagoas (MS)/ Curitiba + |+ L.i
375 | Humano | Trés Lagoas (MS)/Curitiba + |+ L.i
376 | Céo Campo Grande (MS)/Curitiba Vacinado + |+ L.i
383 | Céo Tocantins (TO)/Curitiba + |+ L.i
391 | Cédo Campo Grande (MS)/ Curitiba + |+ L.i
392 | Cédo Campo Grande (MS)/ Curitiba + |+ L.i
402 | Cdo Mato Grosso (MT)/ Curitiba + |+ L.i

Estes isolados foram usados para identificacdo e estudo de variabilidade infra

especifica por RAPD, RFLP-PCR e sequenciamento.

100 pb
&
-
145 -

Figura 6. Eletroforese mostrando o perfil dos produtos de amplificacdo do DNA pela técnica
de PCR dos isolados de Leishmania usando como iniciadores RV1 e RV2. 1: Marcador
Molecular 100pb; 2. CUR189; 3: CUR193; 4: CUR210; 5: CUR211; 6: CUR240; 7: CUR268;
8: CUR269; 9: Cepa referéncia L. (L.) infantum.
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5.1 AMPLIFICACAO ALEATORIA DE DNA POLIMORFICO
(RAPD)

Vinte isolados e a cepa referéncia de L.infantum foram avaliados com trés
iniciadores (A3, A9, A10) amplificaram varios segmentos de DNA. Cada iniciador
anela em uma sequéncia alvo de nucleotideos diferente no DNA, como o0s
polimorfismos detectados estdo geralmente presentes em diferentes regiées no genoma,
a utilizacao de trés iniciadores torna-se muito mais abrangente.

Pela analise dos perfis foi possivel identificar diferencas entre os isolados quer
seja pela presenca ou auséncia de um ou varios fragmentos amplificados. Algumas
bandas foram bastantes caracteristicas enquanto outras apresentavam polimorfismo.

A variabilidade genética oscilou em funcdo do iniciador e da procedéncia da
amostra. Para o iniciador A3 os isolados de Minas Gerais (CUR268, CUR269,
CUR363) e, Ceara (CUR240) foram os mais polimorficos. As mesmas ndo
apresentaram recorréncias com os demais isolados. Entretanto, pode-se observar que as
amostras de Minas Gerais CUR189, CUR193, CUR210, CUR211 apresentaram menor
polimorfismo (Figs. 7a e b).

Para o iniciador A9, dois a quatro marcadores estiveram presentes em todos 0s
isolados inclusive na cepa referéncia de L.infantum. A amostra CUR240 proveniente de
um cdo do Ceara se mostrou mais polimdrfico, apresentando apenas um marcador
comum aos demais isolados para este iniciador, as amostras CUR363, CUR368,
CUR383 e CUR391 foram semelhantes mesmo ndo tendo relagdo com a origem
geografica das amostras (Figs. 8a e b).

Para o iniciador A10, de um a dois marcadores foram recorrente para a cepa
referéncia de L.infantum, as amostras CUR189, CUR193, CUR210, CUR268, CUR362
e CUR376 apresentaram marcadores comuns sendo que as amostras CUR189, CUR193,
CUR210, CUR268 séo proveniente de Minas Gerais, apresentando relagcdo das amostras
com a origem geogréafica, as demais amostras se apresentaram polimorficas entre os
isolados do Brasil (Figs9ae b).

Todos os 20 isolados foram amplificados para os trés iniciadores A3, A9 e A10 e
apresentaram um bom padrdo de amplificacdo e uma boa resolucdo, a variabilidade

intra-especifica de L.infantum ficou muito bem demonstrada, com varios segmentos
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polimérficos apresentadas nos trés iniciadores, sendo as figuras 7a, 7b, 8a, 8b, 9a, 9b,
exemplo da identificagdo destes iniciadores.

Todos os iniciadores apresentaram alto polimorfismo, quando aplicados as
amostras de varias regides do Brasil (SP, MG, MS, MT, TO, SE e CE).

1kb 189 193 210 211 240 268 269 L.b 362 363 367 376 369 375 L.i L.a

Pb
12.000

2.000

1.000

100

Figura 7a. RAPD dos isolados com o iniciador A3. Marcador Molecular 1Kb. Eletroforese em

gel de agarose 1,6%.

1Kb 284 383 368 372 391 392 402

Figura 7b. RAPD dos isolados com o iniciador A3. Marcador Molecular 1Kb. Eletroforese em
gel de agarose 1,6%.
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1Kb bco 189193 210 211 240 268 269 284 362 363 367 368 369 372 L.i L.b La

Pb

12.000

2.000

1.000

100

Figura 8a. RAPD dos isolados com o iniciador A9. Marcador Molecular 1Kb. Eletroforese em

gel de agarose 1,6%.

1Kb 376 383 391 392 402 L. L.b La

Figura 8b. RAPD dos isolados com o iniciador A9. Marcador Molecular 1Kb. Eletroforese em

gel de agarose 1,6%.
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Pb 1Kb L.i 189193 210 211 240 268 269 284 362 363 367 368 369 372 375 Lb La
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100

Figura 9a. RAPD dos isolados com o iniciador A9, Marcador Molecular 1Kb. Eletroforese em

gel de agarose 1,6%.

1Kb L.i 376 383 391 392 402

Pb

12.000

2.000

1.000

100

Figura 9b. RAPD dos isolados com o iniciador A9., Marcador Molecular 1Kb. Eletroforese

em gel de agarose 1,6%.
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A analise dos padrdes de bandas permitiu a construcdo do fenograma utilizando o
indice de Jaccard, arvore ndo enraizada e filograma usando o indice de Nei-Li.

Quando usado o indice de Jaccard verificou-se que L.(V.) braziliensis
(MHOM/BR/00/LTB300) aparece em um ramo distinto enquanto que Leishmania do
sub Género Leishmania como L.(L.) amazonensis (MHOM/BR/73/M2269)se agrupou
em outro ramo. A cepa referéncia de L.(L.) infantum e as amostras de diferentes regides
do Pais se agruparam em outro ramo distinto. Neste fenograma se observa uma clara
divisdo dos isolados por regido. Isolados provenientes de animais de Minas Gerais e de
Sdo Paulo, que fazem parte da regido sudeste se agruparam em ramos muito proximos.
Ja os isolados do parasito que vieram da regido Centro Oeste, na qual se encontram 0s
isolados dos estados de Mato Grosso do Sul e Mato Grosso (o estado do Tocantins antes
da divisao do estado em 1988 fazia parte da regido do Centro Oeste), se agruparam. As
amostras do Municipio de Trés Lagoas (MS) CUR372 e CUR 375 provenientes de céo e
humano, respectivamente, se agruparam em um ramo préximo, demonstrando fluxo
génico do parasita entre homem e o céo.

Os resultados obtidos com a arvore ndo enraizada, pelo coeficiente de Nei e Li’ ¢
coeficiente de Jaccard apresentaram agrupamento de acordo com a origem geografica,
exceto as procedentes do Ceara (CUR240), Minas Gerais (CUR363), Tocantins
(CUR383), Mato Grosso do Sul (CUR376), Mato Grosso (CUR402) e Sergipe
(CUR362).
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Figura 10 —Fenograma dos isolados e cepas referéncia de Leishmania gerado pelo programa
UPGMA com agrupamento pelo coeficiente de Jaccard, a partir de eletroforeses de RAPD
realizadas com trés iniciadores (A3, A9 e A10). Os isolados estdo indicados de acordo com o
nimero de entrada no Laboratério de Parasitologia Molecular (LPM) da UFPR. As cepas de
referéncia: L.(L.)infantum MHOM/FR/71/LRM75 (L.i); L.(L.)amazonensis MHOMBR/73/M2269
(L.a) e L.(V.) braziliensis MHOM/BR/00/LTB300 (L.b).
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Figura 11 —Arvore ndo enraizada, a partir de eletroforeses de RAPD realizadas com trés
iniciadores (A3, A9 e A10). Os isolados estdo indicados de acordo com o nimero de entrada no
Laboratério de Parasitologia Molecular (LPM) da UFPR. As cepas de referéncia: L.(L.)infantum
MHOM/FR/71/LRM75 (L.i); L.(L.)amazonensis MHOMBR/73/M2269 (L.a) e L.(V.) braziliensis
MHOM/BR/00/LTB300 (L.b).
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Figura 12 —Filograma de Nei-li dos isolados e cepas referéncia de Leishmania, a partir de
eletroforeses de RAPD realizadas com trés iniciadores (A3, A9 e A10). Os isolados estdo
indicados de acordo com o nimero de entrada no Laboratorio de Parasitologia Molecular (LPM)
da UFPR. As cepas de referéncia: L.(L.)infantum MHOM/FR/71/LRM75 (L.i); L.(L.)amazonensis
MHOMBR/73/M2269 (L.a) e L.(V.) braziliensis MHOM/BR/00/LTB300 (L.b).
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5.2 PCR COM INICIADOR K26

O grupo de referéncia no estudo de Leishmaniose de Montpellier coordenado pelo
Dr Jean Pierre Dedet desenvolveu um meétodo molecular por RFLP/PCR do gene K26
para discriminar zimodemas L.donovani e L.infantum (HARALAMBOUS et al., 2008)
sendo possivel separar varias linhagens de L.infantum do zimodema MON 1. O
iniciador K26 é especifico para complexo Leishmania donovani, ndo amplificando para
outras espécies de Leishmania (Fig.13). Assim, mostrou-se um bom marcador para
estudar os casos de leishmaniose visceral.

Quando o DNA dos isolados de areas endémicas do Brasil foram amplificados
com este marcador observou-se que estes apresentaram polimorfismo sendo que 10%
apresentaram dupla banda, 15% apresentaram fragmentos com 1295pb, ja 75% dos
isolados e a cepa referéncia de L.infantum apresentaram fragmentos de 970pb, este
polimorfismo se d&, porque a regido K26 é altamente polimérfica (HARALAMBOUS et
al., 2008) (Fig.14).

1636ph —>

1018 pb

Figura 13. PCR dos isolados com os iniciadores K26. 1: Leishmania (V.) braziliensis
(MHOM/BR/00/LTB300); 2: Leishmania (L.) infantum (MHOM/FR/71/LRM75); 3:
Leishmania (L.) amazonensis (MHOM/BR/73/M2269); 4: CUR 210 Marcador Molecular 1Kb.
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1Kb 1 362 367 368 392 391 240 363 372 210 268 189 211 269 369 L.i

12000
590
4072
3054

1636 —»

1018
500

300

Figura 14. Amplificacdo de fragmento génico K26 por PCR dos isolados. Eletroforese em gel
de agarose a 1,6% exemplificando as bandas obtidas. 1: Controle negativo; 2: CUR362; 3:
CUR367; 4: CUR368; 5: CUR 392; 6: CUR391; 7: CUR240; 8: CUR363 ; 9: CUR372 ; 10:
CUR210; 11: CUR268; 12: CUR189; 13: CUR211; 14: CUR269; 15: CUR369; 16: Cepa
referéncia de L.infantum. Marcador Molecular 1Kb.

5.3 POLIMORFISMO POR TAMANHO DE FRAGMENTO DE
RESTRICAO — RFLP

A caracterizacdo das amostras foi pela presenca ou auséncia de bandas na qual
considerou -se apenas as bandas mais fortes. Com a utilizacdo da endonuclease de
restricdo Rsal foi detectado a presenca de homogeneidade genotipica nas amostras
proveniente de diferentes regibes endémicas do pais e a cepa referéncia de
L.(L.)infantum MHOM/FR/71/LRM75.

As vinte amostras estudadas apresentaram um mesmo perfil de bandas, mesmo as
que apresentaram diferencas polimorficas para o gene K26, desta forma foi colocado

apenas um gel para evidenciar esta digestdo (Fig. 15).
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Figura 15. Perfil das bandas obtidas ap6s a digestdo com a endonuclease Rsal do
produto de PCR do gene K26. 1: Cepa referéncia de L.infantum; 2: CUR 391; 3:CUR 376;
4: CUR 240; 5: CUR 284; 6: CUR 372; CUR 362.

5.4 SEQUENCIAMENTO

Dentre os isolados amplificados para 0 gene K26, cinco amostras apresentaram
padrdes diferenciados de bandas em relacdo a cepa referéncia L.infantum: CUR362,
CUR367, CUR368, CUR363 e CUR372 (Fig.16). Sendo assim, foram selecionados
duas amostras, CUR362 e CUR372 polimorficas em relacdo a cepa referéncia e a
amostra 268 semelhante a L.infantum. Os isolados foram sequenciados e comparados
com cepas de L.infantum amplificadas para o gene K26 e, disponiveis Genbank
(www.ncbi.nlm.nih.gov).

Observou-se que os isolados da Europa MHOM/78 e MHOM/1995 provenientes
da Franca e MHOM/2001 provenientes da Grécia, foram agrupadas num mesmo clado,
revelando maior proximidade genética quando comparadas com os isolados do Brasil.
Isolados de L.infantum provenientes do Brasil, L.infantum/268 e L.infantum/372
formaram um clado distinto das demais amostras, indicando maior distancia genética

quando comparados com as cepas da Europa.
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15, L. infantum MHOM/FRI478
91 L. infantum MHOM/GR/2001
i L. infantum MHOM/FR/1995

L. infantum/362
L. infantum/268
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L. infantum/372
L.donovani MHOM/SD/97

Figura 16. — Neighbor Joining do gene K26 de cepas da Europa: L.infantum

MHOM/FR/1978 (Franca), L. infantum

MHOM/GR/2001 (Grécia) e L.infantum

MHOMY/FR/1995 (Franca) e cepas do parasito isoladas de cdes procedentes de diferentes regides
do Brasil: CUR362, CUR268 e CUR372. L. donovani MHOM/SD/97 (Sudao) foi usada como

out group.
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O parasitismo por Leishmania pode resultar em infeccdo assintomatica ou
diferentes formas clinicas da doenga. A evolucdo da infec¢do para a doenca dependeria
de multiplos fatores tais como, suscetibilidade do hospedeiro, caracteristicas genéticas e
estado nutricional. E por ser hospedeiro acidental do parasita, 0 homem tende a reagir
mais intensamente a invasdo do protozodrio, caracterizando uma relagdo andmala e
recente, em termos de evolucdo. Nos animais séo frequentes as infecgOes inaparentes,
caracterizando uma relacdo mais antiga (COURA, 2005).

Dos humanos pesquisados tivemos sucesso no isolamento da cepa CUR375, de
um individuo sem sintomatologia clinica que veio da regido de Mato Grosso do Sul.
Costa et al. (2002), também relatam que em humanos o parasito pode ter 0 mesmo
comportamento que em cées, seus reservatorios, e que poderia também servir de fonte
de infeccfo para o inseto vetor. E provavel que em zona endémica tenham mais casos
similares a este observado e que deveriam ser levados em consideracdo para eventuais
medidas de controle. Haralambus et al., (2008) relatam que a soroprevaléncia em seres
humanos de LV em assintomaticos e sintomaticos pode variar de 0,5% a 9,2% e de
12,6% a 33,4%, respectivamente, e que, em caes os intervalos de soroprevaléncia entre
assintomaticos e sintomaticos sdo de 10,8% a 244% e de 40% a 48,4%,
respectivamente. Costa (2002) em estudo sorolégico para demonstrar o nimero de
portadores assintomaticos para LV, utilizando pessoas sem sinais clinicos e que tiveram
recentemente alguém préximo ou cdo com diagndstico positivo para LV, verificou que
das 108 amostras 71% eram reativas. Contudo, 0 nimero de casos assintomaticos é de
dificil precisdo uma vez que testes diagnosticos para deteccdo de casos humanos e
caninos assintomaticos apresentam baixa concordancia (FUNASA, 2002).

Em nossos estudos foram encontrados animais e um individuo positivos, porém,
assintomaticos o que serve de alerta, pois 0s mesmos podem servir de fonte de infecgédo
para os flebotomineos e disseminacdo da doenca como ja ressaltaram Alvar et al.
(2004), desde que encontrem ecotopos e vetores especificos em outras regides. Como
ndo ha controle de migracdo dos cdes e ndo ha exigéncia de exame para leishmaniose o
transporte de animais de zona endémica para zona indene provavelmente vem ajudando

na difusdo do parasito.
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Para a avaliacdo da variabilidade genética do parasito os iniciadores utilizados
geraram perfis de bandas polimérficos para os diferentes isolados em relacdo a cepa
referéncia de L. infantum podendo ser visualizado no fenograma construido com
coeficiente de Jaccard (Fig. 10), Arvore no enraizada (Fig. 11) e Filograma de Nei ¢ Li’s
(Fig. 12).

Kosman e Leonard (2005) citam que as diferencas no padrdo de bandas surgem
como mutagGes de um ancestral comum, enquanto diferencas dentro das populagdes
pode refletir também outros fatores como efeito fundador e o fluxo génico entre as
populacdes.

A andlise fenética agrupou os isolados de Leishmania em dois ramos distintos,
que correspondem aos subgéneros Leishmania e Viannia, similar aos resultados obtidos
com isoenzimas por Thomaz- Soccol et al. (1993) a e b; Bafiuls, et al. (1999).

Em relacdo a variabilidade intra-especifica dos isolados, foi possivel verificar uma
separagdo consistente relacionada a origem geografica especialmente para as amostras
provenientes de Minas Gerais e Sdo Paulo que se unem em ramos proximos, como
ocorre também com isolados da regido Centro-Oeste.

Toledo et al. (2002) separaram amostras de L.infantum em dois clusters, de acordo
com a origem geogréfica, em seus estudos com RAPD para polimorfismo genético de
espécies simpatricas do género Phebotomus, tendo sido encontrado diferenca entre
espécies do Leste e a populacdo do Oeste da Espanha.

Alguns isolados do Mato Grosso do Sul estariam na base do fenograma podendo
indicar o sentido da migracdo do parasito, apds o recrudescimento da doenga no pais.
No Mato Grosso do Sul houve uma grande epidemia de LV (ANTONIALLI et al.,2007)
e 0 mesmo foi observado no Estado de Sao Paulo (TOLENZANO et al., 2003; NUNES
et al., 2008). Ao analisar dados epidemiolégicos ou ambientais que poderiam ter
desencadeado tal surto epidémico, observa-se que a construcdo do gasoduto Bolivia-
Brasil que passa por estes dois Estados (Fig.17a, 17b) alterou o ambiente, promovendo
condicGes de dispersdo do parasito. Em funcdo disto, é possivel sugerir a hipdtese de
migracdo recente do parasito e do recrudescimento de focos existentes nestas areas por

onde passou o referido gasoduto.
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Figura 17a - Tracado da construcdo do gasoduto Bolivia Brasil.

Fonte:http://reservaer.com.br/estrategicos/figuras-est-2/Bolivia_Brazil_oleoduto.jpg

b
Figura 17b- Modificagbes ambientais observadas durante a constru¢cdo do

gasoduto. Fonte: arautodofuturo.wordpress.com/.../gasoduto-x-bau/

O perfil de restricdo com a enzima Rsal evidenciou que todos isolados foram
monomorficos, incluindo a cepa referéncia de L. (L.) infantum proveniente da Franca.
Assim, observa-se que as amostras de varias regies do Brasil e a cepa
MHOM/FR/71/LRM75 da Franca, se encontram em um mesmo grupo como observado
por Haralambus et al. (2008). Estes autores utilizaram o gene K26 e a enzima de

restricdo Rsal em L.infantum MON-1, encontrando dois subgrupos e relacdo geogréafica
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entre as amostras, na qual as amostras da Espanha e Portugal se encontram no mesmo
grupo.

Pacheco et al. (1986) utilizando perfil de restricdo do KDNA em estudo com
amostras de Leishmania da Bahia e Rio de Janeiro, observaram distancia genética entre
amostras destes estados e entre cepas de L.infantum da Franca e L.donovani da india.
Nabila et al. (2008) utilizando a mesma técnica identificaram 15 genotipos diferentes
em quatro zimodemas analisado na Argélia.

Lainson & Rangel (2005) afirmam que utilizando a técnicas moleculares de RFLP
ndo observaram diferencas entre L.infantum e L.chagasi, como visto no presente
trabalho e propdem entdo a separacdo taxondmica dos parasitos a nivel subespecifico.

A regido K26 de L. infantum apresenta 64% de identidade a L. major. Para L.
major o gene apresenta grande polimorfismo (McKEAN et al., 1997). Segundo estudos
realizados por Haralambus et al.,, (2008) estes polimorfismos genéticos estdo
relacionados a origem geogréafica dos isolados.

No presente estudo, a amplificacdo do gene K26 por PCR para os 20 isolados
apresentou trés perfis de bandas: um com peso molecular de 970 pb, outro com 1295 pb
e um terceiro que apresentou banda dupla (970/1295 pb). Haralambus et al. (2008)
verificaram que amostras de L. infantum proveniente da Europa apresentaram distintos
perfis que variaram de 385 a 1300pb. J& os provenientes da Africa foram de facil
identificacdo pois os fragmentos de L. donovani foram de 284pb e os de L.infantum de
385 a 430 pb.

Para o sequenciamento foram escolhidas amostras que apresentaram 0s dois
padrdes de bandas entre 970pb e 1295pb. Os isolados com banda dupla ndo foram
sequenciados uma vez que as amostras, nas sucessivas amplificacbes ora saiam dupla
banda ora com bandas de 970 pb ou ainda com 1295pb. Assim, para estas amostras foi
escolhido sequenciar a banda de peso molecular de 1295pb por se apresentar mais forte
e com maior frequéncia.

Os produtos amplificados do gene K26 apresentaram 68% a 93% de consisténcia
com as cepas da Europa, no qual as amostras 372, 268 e 362 apresentam-se em ramos
distintos como no fenograma gerado com os resultados do RAPD (Fig.10).

Os dados provenientes do sequenciamento confirmaram os resultados obtidos com
a técnica de RAPD, tendo sido observado polimorfismo entre as amostras do parasito no

Brasil em relagéo aos isolados da Europa.
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Por ser considerada a mais grave entre as leishmanioses, com alta taxa de
mortalidade, a LV desperta grande interesse entre os taxonomistas para desenvolver e
utilizar métodos de tipagem na identificacdo das espécies, variabilidade genética e até
novas cepas (MARZOCHI et al., 1999).

A etiologia da leishmaniose visceral, na América do Sul é atribuida a Leishmania
chagasi por Cunha & Chagas em 1937. Estudos realizados por Deane & Deane (1955),
mostram que a doenga em humanos é similar a que ocorre no Velho Mundo e que o
reservatorio séo os cdes. Devido a esta similaridade, na década de 80, vérios trabalhos
levantam a hipdtese que o parasito poderia ser 0 mesmo (KILLICK-KENDRICK et al.,
1980; LAINSON et al., 1981; SANTORO et al.,, 1986; MORENO et al., 1986;
MORENO, 1989).

Estudos realizados por Lanotte et al. (1981), Maazoun et al. (1984) e Moreno et
al. (1986) dao suporte a hipdtese proposta por Killick-Kendrick et al. (1980) que
L.chagasi teria uma origem afro-europeana recente. Com base no perfil isoenzimatico
de cepas do parasito isoladas no Novo e Velho Mundo Moreno et al. (1986)
demonstram que o parasito é semelhante a L.infantum. Monem em 1987 afirma que
Leishmania chagasi, do ponto de vista morfoldgico e bioquimico, é indistinguivel de
Leishmania infantum, agente causador do calazar no Mediterraneo e em partes da Africa
e Asia.

Contudo, outras hipoteses a respeito da verdadeira origem da L.chagasi, séo
propostas. Shaw e Lainson (1979) sugeriram que a leishmaniose visceral americana
pudesse ser causada pelos dois parasitos L.chagasi e L.infantum, mesmo com a grande
semelhanca observada entre os parasitas do Velho e Novo Mundo. Lainson (1989)
propGe que L. chagasi ja existia nas Américas muito antes da colonizacdo dos
Portugueses e Espanhdis, uma vez que foram observadas diferencas nos perfis de
restricdo de kDNA e nas proteinas de superficie de suas promastigotas. Killick-
Kendrick et al. (1980), observaram que a grande distribuicdo geografica da LV em téo
curto espaco de tempo e a natureza benigna da infeccao natural em Cerdocyon thous um
canideo originario da Amazonia, indicaria uma relacdo antiga do parasito com o
hospedeiro sugerindo que esta infeccdo ja existiria sendo repassada aos cdes ao longo
do tempo, e por estes animais ndo serem adaptados, desenvolveriam a doenca.

A literatura disponivel sobre variabilidade genética de L.chagasi e L.infantum s&o
baseadas em andlises isoenzimaticas (MORENO et al., 1986; SHAW et al., 1991;
THOMAZ-SOCCOL, 1993; CUPOLILLO et al.,, 1995) ou anticorpos monoclonais
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(McMAHON-PRATE & DAVID, 1981; Mc MAHON-PRATE et al., 1982; SHAW et
al., 1987; 1989). Os estudos com DNA s&o mais recentes, tanto L. donovani quanto L.
infantum vém sendo estudados para melhor compreensdo da origem e biogeografia
deste complexo. Mauricio et al. (2000) estudando as relagcdes genotipicas dentro do
complexo L. donovani através de RAPD e RFLP, demonstraram que L.infantum e
L.chagasi sdo geneticamente indistinguiveis e formam um grupo monofilético dentro do
complexo, contudo apenas trés cepas de L.chagasi foram utilizadas a cepa
MHOM/PA/78/WR285 proveniente do Panama, MCAN/BR/89/DOG124 de cdo e a
MHOM/BR/74/PP75 de humano, provenientes do Brasil.

Lukes et al. (2007) em analise genética multifatorial, com aproximadamente 1800
caracteres para cada uma das 25 cepas geograficamente representativas das areas na
Europa, Africa e Asia, mas ndo da América, onde ocorrem representantes do complexo
L. donovani observaram que o gendtipo é fortemente correlacionado com a origem
geogréfica. Haralambous e colaboradores em 2008 desenvolveram um método
molecular por RFLP/PCR do gene K26 para discriminar zymodemas
L.donovani/L.infantum e constataram que 0 método desenvolvido para tipagem
molecular utilizando a PCR com o gene K26, ndo s6 tem um alto poder discriminatorio,
mas é capaz de identificar o DNA do parasita pertencente ao Complexo L.donovani
diretamente de amostras clinicas.

Em nosso estudo, constatamos a predominancia de amostras geneticamente
dissimilar, quando comparado com as cepas do Velho Mundo. Determinados isolados se
agrupam com as de origem no Velho Mundo e outras ficam completamente isoladas.
Assim, as técnicas de PCR-K26, RAPD e sequenciamento indicaram que existe
variabilidade genética entre os isolados analisados, o que nos leva a corroborar com a
hipbtese de Shaw e Lainson (1979) que L.infantum e L.chagasi nas Américas poderiam
ser simpatricas. Entretanto, & imprescindivel que uma investigagdo mais ampla,
envolvendo um ndimero maior de amostras de outras regides do Brasil e, principalmente
do Velho Mundo, sejam analisadas seguindo a mesma metodologia, para que seja

reavaliada a posi¢do taxondmica de L. infantum nas Américas.
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7. CONCLUSAO

1. A identificagdo dos 20 isolados de Leishmania de animais e humanos,
pela técnica de PCR, com os iniciadores RV1/RV2 evidenciou
similaridade com a cepa referéncia de L. infantum proveniente da
Franca;

2. A técnica de RAPD aplicada aos 20 isolados de Leishmania de
diferentes regides do Brasil mostrou alto grau de polimorfismo genético
intra-especifico em relacdo a cepa referéncia;

3. A restricdo de fragmentos (RFLP) do gene K26 com a endonuclease
Rsal mostrou que os isolados sdo monomorficos;

4. A técnica de PCR com iniciadores para o0 gene K26 mostrou trés padrdes
de bandas com 970pb, 1295pb e 970/1295pb.

5. O sequenciamento agrupou alguns isolados com L. infantum proveniente

do Velho Mundo, enquanto outros se isolaram em grupos independentes.
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