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RESUMO

\

Aspectos epidemiolégicos e fatores do parasita associados a Leishmaniose Visceral
canina e humana. Gabriel Isaias Lee Tufion. Aracaju. 2013.

A leishmaniose visceral (LV) ou calazar € uma zoonose de canideos silvestres e domeésticos,
causada pelo protozoario Leishmania chagasi e transmitida entre os canideos e destes ao
homem pelo vetor Lutzomyia longipalpis. Os objetivos deste estudo séo analisar a distribuicdo
temporo-espacial de casos de leishmaniose visceral canina e humana em Aracaju, Sergipe de
2005 a 2012; avaliar e comparar a regulacdo de macrdfagos de cdo e de raposas na infeccéo
por isolados de L. chagasi atraves do indice de infeccdo de macrdfagos, e realizar andlise
protedmica das fases de crescimento logaritmica e estacionaria de promastigotas de isolados
de L. chagasi resistentes e susceptiveis ao dxido nitrico, atraves da técnica de eletroforese
bidimensional. Na analise da distribuicdo espacial da doenca aconteceram 2060 casos caninos
e 110 casos humanos. Foi verificado que os bairros da Zona de Expansdo e Mosqueiro, areas
periféricas, com mais baixas densidades populacionais, ocupacdo recente, baixa renda e
infraestrutura urbana pouco presente, tiveram um nUmero de casos caninos e humanos
expressivos. Nos bairros Dezoito do Forte, Santos Dumont e América, foram isoladas
Leishmania resistentes ao 6xido nitrico de cdes e humanos, 0 que poderia confirmar o cdo
como fonte de infecgcdo para 0 homem e, talvez, uma confirmacdo que a doenca em cées pode
preceder a ocorréncia da doenga em humanos. A infeccdo de macrofagos de raposa por cepas
de L. chagasi resistentes e susceptiveis ao Oxido nitrico, revelou que esses controlam
rapidamente a infeccdo independentemente se a cepa € resistente ou ndo ao 6xido nitrico. Este
resultado corrobora o fato de que os canideos silvestres, como as raposas, tém um papel
importante no ciclo silvestre da leishmaniose visceral, servindo de reservatorio para a doenca
e raramente apresentando a forma clinica da doenca, diferente do cdo doméstico. Foi realizada
a analise protedbmica de promastigotas em fase logaritmica e em fase estacionéria revelando
uma diferenca na expressao de varias proteinas em ambas as fases de crescimento do
promastigota. Como fato mais interessante observou-se um aumento acentuado na expressao
de uma malato desidrogenase citosdlica e que provavelmente apresenta relacdo com a
resisténcia intrinseca deste isolado ao 6xido nitrico. Relacionada com a resisténcia ao 0xido
nitrico, um aumento na expressdo da tripanotiona peroxidase foi constante em todas as fases
de curva de crescimento. Também foi observado um aumenta na expressdo de uma calpaina
que poderia ser responsavel por induzir susceptibilidade maior aos antimoniais e menor
susceptibilidade a miltefosina.

Descritores: leishmaniose visceral. Cerdocyon thous. Geoprocessamento. Eletroforese
bidimensional.



ABSTRACT

Epidemiological aspects and parasite factors associated with canine and human visceral
leishmaniasis. Gabriel Isaias Lee Tufion. Aracaju. 2013.

Visceral leishmaniasis or kala-azar is a zoonotic disease of domestic and wild canids, caused
by the protozoan Leishmania chagasi and transmitted between dogs and man by the vector
Lutzomyia longipalpis. The purpose of this research was to analize the spatial distribution of
human and canine cases of visceral leishmaniasis in Aracaju, Sergipe from 2005 to 2012;
characterize a nitric oxide resistant and susceptible isolates of L. chagasi from dogs in
Aracaju, performing proteomic analysis of it by bidimensional electrophoresis and checking
their interaction between dog and fox macrophages. In the analysis of the spatial distribution
of the disease during the study period, there were 2060 canine and 110 human cases. It was
found that the neighborhoods, Zona de Expansdo and Mosqueiro, peripheral areas with lower
population densities, recent occupation, poor urban infrastructure, had a number of significant
human and canine cases. In Dezoito do Forte, Santos Dumont and America neighborhoods,
were isolated nitric oxide resistant Leishmania in dogs and in humans, which could confirm
the dog as a source of infection for humans and maybe could confirmation that disease in
dogs precedes the occurrence of the disease in humans. Infection of fox macrophages by
strains of L. chagasi, revealed that the macrophages control the infection rapidly regardless of
whether the strain is resistant or not to nitric oxide. This result corroborates the fact that wild
canids such as foxes, have an important role in the sylvatic cycle of visceral leishmaniasis,
serving as a reservoir for the disease and rarely displaying clinical forms of the disease, unlike
the domestic dog. Proteomic analysis was performed in promastigotes in logarithmic and
stationary phase showing a difference in the expression of many proteins in both the
promastigote growth phases. As an interesting fact we observed an over-expression of a
cytosolic malate dehydrogenase and that it may probably be related to an intrinsic resistance
of this isolate to nitric oxide. Related to resistance to nitric oxide, overexpression of
trypanothione peroxidase was constant at all stages of the growth curve. Also observed was
the overexpression of a calpain that may be responsible for inducing greater susceptibility to
antimonials and lower susceptibility to miltefosine.

Key-words: Visceral leishmaniasis. Cerdocyon thous. Geoprocessing. Bidimensional
electrophoresis.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) ou calazar € uma zoonose de canideos silvestres e
domésticos (como o cdo), causada pelo protozoério Leishmania chagasi e transmitida entre 0s
canideos e destes ao homem pelo vetor Lutzomyia longipalpis. A incidéncia da LV no mundo
é de 12,3 casos para 100.000 habitantes, além disso, ja foi descrita em 12 paises da América
Latina sendo que a maioria dos casos (90%) ocorre no Brasil, principalmente na Regido
Nordeste. S&o escassos 0s dados recentes sobre a distribuicdo de casos no Estado de Sergipe,
assim dos determinantes relacionados a ocorréncia da doenca. Fatores do hospedeiro,
ambiente e do agente etioldgico ja foram largamente descritos como determinantes da doenca,
porém, ainda ha muito a ser esclarecido.

O sistema de informacbes geograficas integra diversas operacdes como captura,
armazenamento e manipulagédo de dados, e quando utilizado na saide permite a integracdo de
analises ambientais, socioeconémicas e espaciais e metodos de ocorréncia de doencas,
permitindo realizar predicdo de areas de risco de ocorréncia de doencgas. Em relagdo aos
aspectos ambientais, a geografia da saude estuda as relacGes entre diversos aspectos
geoespaciais, climaticos e relacGes entre 0 homem e o hospedeiro intermediario, podendo
assim esclarecer as lacunas sobre transmissdo. O cdo € o principal reservatorio em ambiente
urbano, mantendo o ciclo de transmissdo nesses locais. O cdo apresenta uma reduzida
capacidade de controlar a infec¢do, e mesmo apds o tratamento apresenta recidivas com alta
carga parasitaria, facilitando a transmissao.

Estudos com geoprocessamento de casos caninos e humanos em vérias cidades tém
sido utilizados como parametro de risco de transmissdo da LV. No entanto, ndo ha um
mapeamento conjunto de casos humanos e caninos em Aracaju. O uso do geoprocessamento
em conjunto com imagens de satélite € uma ferramenta extremamente Util porque permite
uma maior dindmica na geracdo de informacdes, permitindo maior produtividade, rapidez de
atualizacdo e versatilidade na manipulacdo de dados. Essas tecnicas também tém sido
utilizadas em estudos epidemioldgicos de doencas endémicas transmitidas por vetores como a
leishmaniose visceral, ou com foco em determinacdo de areas de risco de transmissao, a
distribuicdo espacial e temporal ou incidéncia da doenca. No presente estudo utilizamos a
metodologia do geoprocessamento para mapear 0s casos caninos e humanos de LV e as cepas
isoladas desses dois hospedeiros buscando entender a dindmica da transmissdo da doenca na

cidade de Aracaju.
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Diversos mamiferos podem se infectar por Leishmania sp; entretanto, ndo sao
usualmente responséveis pela transmissdo ao homem. No Brasil, dos canideos silvestres,
somente a raposa (Cerdocyon thous) é considerada reservatorio natural da leishmaniose
visceral. O achado de canideos, confinados em zooldgicos do Brasil, com infeccdo
por L. chagasi, denota a relevancia de novos estudos com estes animais, visando conhecer o
papel dos mesmos na epidemiologia dessa zoonose e promover 0 monitoramento adequado
dos mesmos, além do maior controle desta enfermidade, ja& que estes animais estdo em
ambientes de recreacdo publica. Ndo é conhecida a capacidade das raposas de responder a
infeccdo por L. chagasi. Assim, o presente estudo realizou uma comparagdo da capacidade
microbicida de macr6fagos caninos e de raposas para entender o papel desses animais na
transmisséo.

Aspectos genéticos do parasita influenciam nas formas clinicas da leishmaniose. As
formas tegumentares da leishmaniose sdo causadas pelas espécies L. amazonenses e L.
braziliensis. Diferencas genotipicas e fenotipicas foram descritas mesmo dentro de uma
espécie de Leishmania. O papel de variaveis fenotipicas e genotipicas do parasita na
apresentacdo clinica das leishmanioses € bem documentado. Estudos prévios mostram cepas
L. amazonensis, L. braziliensis e L. chagasi resistentes ao 0xido nitrico, produto téxico
produzido pelo fagécito que destrdi agentes intracelulares. No entanto, ndo € conhecido o
mecanismo dessa resisténcia ao Oxido nitrico. A tecnologia protebmica € uma valiosa
ferramenta para ampliar a nossa compreensdo dos diversos resultados de infeccdo por
Leishmania e acelerar a busca de novas proteinas do parasita.

As abordagens protedmicas para estudar Leishmania, em geral, estdo em um estagio
inicial e mapas protedmicos parciais, com base na eletroforese bidimensional em gel, tém sido
recentemente relatados. A espectrometria de massa é um método de determinacdo precisa de
massas molares. Esse método vem-se consolidando como ferramenta insubstituivel para a
determinacdo de estruturas quimicas, principalmente de compostos organicos pequenos e
volateis. Atualmente, é o método de escolha para simultaneamente separar e quantificar uma
complexa mistura de proteinas. Esta pesquisa realizou analise comparativa de isolados de L.
chagasi resistente e sensivel ao 6xido nitrico, através analise protebmica na busca de

possiveis genes envolvidos na resisténcia ao 6xido nitrico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AGENTE ETIOLOGICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL

De acordo com a sua distribuicdo geogréfica, a leishmaniose visceral ou calazar, é
causada por uma das trés espécies de protozoarios pertencentes ao complexo Leishmania
donovani: Leishmania (Leishmania) donovani, Leishmania (Leishmania) infantum e
Leishmania (Leishmania) chagasi (LAINSON; SHAW, 1987). No continente americano, L.
(L.). i. chagasi é responséavel pela doenca, inicialmente denominada Leishmania chagasi por
Chagas e Cunha (1938). Mais recentemente, os nomes L. (L). infantum infantum e L. (L.).
infantum chagasi tém sido usados separando taxonomicamente 0s dois organismos em
subespecies em funcéo das analises feitas por diversos pesquisadores (LAINSON; RANGEL,
2005).

Leishmania chagasi pertence ao sub-reino Protozoa, filo Sarcomastigophora, ordem
Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. Seu ciclo de vida é do tipo heteroxeno, isto e,
compreende o desenvolvimento em dois hospedeiros diferentes, um invertebrado e outro
vertebrado, apresentando-se sob duas formas evolutivas distintas quando presentes em seus
diferentes hospedeiros. A forma promastigota € extracelular, flagelada e movel, de aparéncia
fusiforme, medindo cerca de 20 um de comprimento, sendo encontradas no sistema digestivo
do inseto transmissor. A forma amastigota é intracelular, sem flagelo livre aparente e imovel.
Possui aspecto arredondado ou oval, medindo de 2 a 4 um de diametro e € encontrada no
interior das células do sistema fagocitico mononuclear, principalmente no baco, figado,
ganglios linfaticos e medula 6ssea. Ambas as formas multiplicam-se pelo processo de divisao
binaria (LAINSON; SHAW, 1992).

2.2 RESERVATORIOS

Nas Américas, a principal fonte de infeccdo da doenca em ambiente urbano esta
representada pelo cdo domeéstico, Canis familiaris, responsavel pela manutencdo do ciclo no
ambiente domiciliar e peridomiciliar. As raposas, Lycalopex velutus e Cerdocyon thous
correspondem aos reservatorios em areas rurais e silvestres. Na india e em parte da Africa os
seres humanos atuam como reservatorios do protozoario. Embora no Brasil a doenca seja

inicialmente zoonotica e o homem participe do ciclo da doenga como um hospedeiro
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acidental, foi demonstrado que seres humanos infectados, e em particular os sintomaticos,
podem funcionar como reservatorios e infectar flebotomineos, aumentando as possibilidades
de infeccdo se houver alta densidade vetorial (LAINSON; SHAW, 1987).

Lainson e Shaw (1987) entendem que o homem n&o teria importancia como fonte de
infeccdo para o vetor, a transmissdo da infeccdo seria dependente da presenca de cées
infectados. Esses animais podem apresentar alto parasitismo cutdneo o que facilitaria a
infeccdo dos flebotomineos. Sendo assim, o cdo € considerado o principal reservatério
doméstico do parasita, podendo infectar o vetor ao ser picado e exerce um papel fundamental
na introducdo da doenca em areas novas (MARZOCHI, M.; MARZOCHI, K., 1997).

O papel do cdo como reservatorio de Leishmania foi sugerido inicialmente por
Nicolle, em 1908, na Tunisia, quando experimentalmente foi comprovada a infeccdo deste
animal. Posteriormente, em inquérito realizado naquele pais, foi comprovada a transmisséo
natural em cées e assim registrado o primeiro foco de LV canina no mundo. No Brasil, as
primeiras evidéncias de transmissdo da LV canina foram em Abaeté no Para. Porém, apenas
em 1955, é que foi estabelecido por Deane e Deane (1955) o papel do cdo como reservatorio
quando constatada a transmissdo em cées residentes em zona urbana do municipio de Sobral,
Ceara, verificando-se frequentemente intenso parasitismo cutdneo (CABRERA et al., 2003).

O papel do cdo como reservatdrio doméstico potencial da LV e bem estabelecido. A
infeccdo canina precede o aparecimento dos casos humanos, e, a maioria dos cdes que tem
sorologia reagente ndo apresenta sintomas da doenca, mas atuam como 6timos reservatorios,
com grande poder de infectar os vetores (ALVES, 2006). Diante de sua importancia no ciclo
de transmissdo da LV, a principal medida de controle, no Brasil, tem sido sua eliminagédo
quando infectado e/ou soropositivo (MONTEIRO; LACERDA; ARIAS, 1994; WHO, 2006).

Alguns estudos mostram que poderia haver uma predisposicao genética de resisténcia
ou susceptibilidade a doenca. A resisténcia do Ibizian Hound é bem conhecida (SOLANO-
GALLEGO et al., 2000). Estudos epidemiologicos realizados no Brasil por Franca-Silva
(2003) mostra que ndo ha uma prevaléncia da doenca com o aumento da idade do céo, sendo
as racas mais acometidas o cocker spaniel de pelo longo e o boxer de pelo curto. Com relagédo
ao género, Mouta-Confort, Lopez e Mendonga-Lima (2010) encontraram altas taxas de cées
machos soropositivos em determinadas regides endémicas.

Diversos mamiferos podem se infectar por Leishmania, entretanto, ndo sdo usualmente
responsaveis pela transmissdo ao homem. Na Europa, a doenca ja foi descrita em lobos (Canis
lupus) e raposa vermelha (Vulpes vulpes), inclusive em regides tradicionalmente né&o-
endémicas (DIPINETO et al., 2007; SASTRE et al., 2008; SOBRINO et al., 2008). No Brasil,
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somente a raposa ou guaraxaim (Cerdocyon thous) é considerada reservatério natural da LV
(SILVA et al., 2000). Todavia, diversas espécies ja foram relatadas com infecgdo como lobo
guard (Chrysocyon brachyurus), raposa-do-campo (Lycalopex vetulus) e cachorro-vinagre
(Spheotos venaticus), podendo ser reservatérios potenciais de Leishmania (CURI;
MIRANDA; TALAMONI, 2006). Além dos canideos, marsupiais, roedores e edentados
também foram encontrados infectados com L. chagasi. Estes animais silvestres
provavelmente sdo o elo de ligagdo entre os ciclos doméstico e silvestre (BRASIL, 1996).

Souza et al., (2010) relataram a infeccdo de canideos silvestres (Cerdocyon thous e
Spheotos venaticus) por L. chagasi mantidos em zooldgico da Universidade Federal do Mato
Grosso. Lima et al. (2009) utilizaram varios testes diagndsticos para verificar a presenca de
Leishmania em cachorros-vinagre de Ilha Solteira-SP. Em outra pesquisa, Luppi et al. (2008)
confirmaram a presenca da infeccdo em varios canideos silvestres em um zoologico de Belo
Horizonte-MG, havendo animais assintomaticos, assim como, animais com sinais clinicos
caracteristicos de LV. No Estado de Sdo Paulo, Catenacci et al. (2010) ndo encontraram
nenhuma reagdo positiva para LV nas 52 amostras de soros de C. thous provenientes de 17
zooldgicos.

Ha uma preocupacgdo constante sobre a transmissdo de doencas na interface entre
animais silvestres, animais domésticos e 0 homem. Mudancas ambientais influenciando esta
transmiss@o podem ser de origem natural ou antropogénica incluindo atividades humanas de
expansdo, fragmentacdo de habitat, reflorestamento, aquecimento global e poluicdo, e
aumento da incidéncia de zoonoses (CURI; MIRANDA; TALAMONI, 2006).

Com o processo de urbanizacdo da leishmaniose visceral, o cdo detém maior
importancia como reservatorio do parasita. Como nos canideos domésticos, as raposas (C.
thous) frequentemente apresentam-se assintomaticas, e a sua infectividade ao vetor é menor
quando comparada com 0s canideos domésticos. Entretanto, a circulacdo descontrolada desses
animais, entre zooldgicos, promove a disseminacao e introducdo do agente para areas nao
endémicas. Populacdes de C. thous ndo mantém o ciclo de transmissdo independente do cdo
doméstico, sendo incapazes de introduzir o parasita em populacdes caninas livres de
Leishmania (COURTENAY et al., 2002).

O achado de canideos, confinados em zooldgicos do Brasil, com infec¢do por L.
chagasi, denota a relevancia de novos estudos com estes animais, alguns deles ameacados de
extingdo, submetidos a perda e fragmentacdo do seu habitat natural e maior contato com
animais domésticos e o homem, e sua importancia no ciclo de transmissdao da LV (CURI;
MIRANDA; TALAMONI, 2006)
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2.3 VETORES

A partir de 1936, Evandro Chagas ja havia observado a presenca de Lutzomyia
longipalpis nos principais focos de calazar do nordeste brasileiro. Este inseto esta sempre
presente onde ha transmissdo da doenca, sendo sem divida a espécie mais importante na
epidemiologia da leishmaniose visceral no Brasil (LAINSON; RANGEL, 2005). Entretanto
outras espécies foram também incriminadas como Lutzomyia cruzi no Estado de Mato Grosso
do Sul e Lutzomyia evansi na Colombia e Venezuela (SANTOS et al., 1998).

Os flebotomineos sdo dipteros da familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae,
apresentando ampla distribuicdo geogréfica, sendo encontrado sob as mais diversas condicdes
climaticas e de altitude e em ambientes silvestres, rurais e urbanos. No Brasil, séo
popularmente conhecidos como mosquito palha, tatuquira, asa branca, cangalhinha e
fleb6tomo. Estes insetos medem de 2 a 4mm de comprimento, possuem o corpo densamente
coberto de pélos finos e s@o de coloracdo clara. Na fase adulta estdo adaptados a diversos
ambientes e na fase de larva desenvolvem-se em ambientes Umidos, sombrios e ricos em
matéria organica (MICHALICK; GENARO, 2005).

Na Amazonia, L. longipalpis é uma espécie basicamente silvestre, mas com a entrada
do homem na mata houve a migracao desses insetos para o entorno das habitacfes onde eles
encontraram um vasto nimero de hospedeiros podendo ainda ser encontrados em areas de
mata primaria longe de habitacbes humanas (LAINSON; RANGEL, 2005).

Recentemente, verificou-se a adaptacdo deste vetor ao ambiente urbano
principalmente na regido Sudeste, podendo ser encontrado tanto no peridomicilio —
galinheiros, chiqueiros, canil, paiol, e outros — como também no intradomicilio. Existem
indicios de que o periodo de maior transmissao da LV ocorra durante e logo apds o periodo de

chuva, quando ha um aumento da densidade populacional do inseto (BRASIL, 2006).

2.4 EPIDEMIOLOGIA

As leishmanioses encontram-se amplamente distribuidas em regibes tropicais e
subtropicais do Velho e do Novo Mundo, atingindo 88 paises dos continentes americano,
europeu, asiatico e africano (WHO, 2010). Desde 1990, os limites da distribuicdo geogréafica
das leishmanioses tém se expandido significativamente. Estima-se que mais de 350 milhdes
de pessoas estejam expostas ao risco de aquisicdo de leishmaniose e que mais de 12 milhdes
estejam infectadas (WHO, 2006).
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A transmissdo autdctone de leishmaniose visceral (LV) no Brasil foi registrada em 20
dos 27 estados com aproximadamente 1.600 municipios, sendo que até o ano de 2002, cerca
de 90% dos casos humanos ocorriam na regido nordeste (SIMPLICIO et al., 2002).
Entretanto, a partir desse ano, outras regibes geograficas mostraram significativo aumento do
ndmero de novos casos. Assim, no ano de 1993, enquanto a regido nordeste foi responsavel
por 93,7% dos casos de LV notificados no pais, 3,3% foram da regido norte, 0,7% do centro-
oeste e 2,3% da regido sudeste. Com a expansdo da transmissdo para diferentes areas do
territorio brasileiro, em 2004, de um total de 3.267 notificagcdes, 53,2% procediam do
nordeste, 16,1% do norte, 8,0% do centro-oeste e 22,6% do sudeste do Brasil (BRASIL,
2006).

Na década de 1980, a infeccdo humana, fora das zonas rurais do nordeste brasileiro,
era relativamente rara e esporadica, mas a doenca avancou para regides indenes dos estados
do Para, Roraima, Maranhdo, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe, Minas Gerais, Mato
Grosso do Sul, Tocantins, Rio de Janeiro e S&o Paulo. A constante migracdo do homem, com
seus cdes (infectados), de areas altamente endémicas para aquelas nas quais a LV ndo €
endémica, explicaria a introducdo do agente etioldégico e a manifestacdo de novos focos,
sendo o risco maior para a populacdo humana residente que convive com L. longipalpis e com
as raposas e/ou outras fontes silvestres locais (SERVICE, E.; SERVICE, M., 1989).

A leishmaniose visceral encontra-se em franca expansdo geografica e em processo
crescente de urbanizacdo. Além da acdo antrépica que resultou em alteracbes ambientais e
paisagisticas, o processo de urbanizacdo desordenada aliada a alta densidade populacional é
uma das causas da LV. De um padrdo de endemia tipicamente rural, vem assumindo perfis
epidemiologicos distintos: tem sido apontada como uma doenca reemergente, a medida que,
cada vez com maior frequéncia e intensidade, atinge areas urbanas e suburbanas de varias
capitais da regido Norte (Boa Vista), Nordeste (Teresina, Sdo Luiz, Natal, Aracaju), Centro-
Oeste (Cuiabd, Campo Grande) e Sudeste (Belo Horizonte, Rio de Janeiro), apresentando
altas taxas de infeccdo em todas as faixas etarias e sobreposicdo das areas de ocorréncia desta
infeccdo e HIV/AIDS (GONTIJO; MELO, 2004).

Em Aracaju, Sergipe, 20 a 25% dos cées que sao levados ao Servico de Zoonoses do
municipio, apresentam sorologia positiva para LV. Por lei, estes animais devem ser
eutanasiados por recomendacdo do Ministério da Saude. Apesar desta medida de controle, a
prevaléncia da doenca tem persistido elevada em diversas regides (BURATTINI et al., 1998).
O tratamento da leishmaniose visceral é feito com antimonial pentavalente, droga com efeitos

colaterais importantes no homem e, em algumas areas, a resisténcia ao tratamento tem sido
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relatada (SUNDAR; CHATTERJEE, 2006). Cdes ndo respondem adequadamente as
medicacOes utilizadas para tratamento de seres humanos, persistindo com parasitos e
apresentando recidiva da doenca (NOLI; AUXILIA, 2005). A leishmaniose visceral é
caracterizada por uma diminuicdo da resposta imune celular aos antigenos de Leishmania.
Apobs o tratamento e cura da doenga, essas fungdes de células T sdo restauradas no homem
(BACELLAR et al., 1991; CARVALHO et al., 1988).

Segundo Chappuis et al. (2007), dois tipos de LV ocorrem de acordo com as
caracteristicas de transmissdo: LV zoonética, é aquela transmitida do animal para o homem
através de um vetor (animal-vetor-homem), e a LV antroponética, é aquela transmitida de
homem para homem através de um vetor (homem-vetor-homem). Sendo assim, o0 homem é
considerado hospedeiro ocasional, enquanto que 0s animais, principalmente o cdo, sdo
reservatorios do parasita (ALVAR et al., 2004). A LV zoonotica € encontrada em areas de
tranmissdo de L. infantum chagasi e L. infantum infantum enquanto que a LV antroponotica é
encontrada em &reas de transmissdo de L. donovani (CHAPPUIS et al., 2007).

O calazar ja foi descrito em pelo menos 12 paises da América Latina, sendo so o Brasil
responsavel por 90% dos casos (GRIMALDI; TESH; MCMAHON-PRATT, 1988). Segundo
Gontijo e Melo (2004), no Brasil, a LV atinge pessoas de todas as faixas etarias, entretanto
nas areas onde a doenca € endémica as principais vitimas, cerca de 80% dos casos registrados,
sdo criancas menores de 10 anos.

O primeiro relato de LV no territorio brasileiro ocorreu em 1934 quando Henrique
Penna analisando amostras de figado de pacientes supostamente falecidos com febre amarela,
encontrou 41 casos positivos para Leishmania em individuos das regibes norte e nordeste
(LAINSON; SHAW, 1992). A partir de entdo, a doenca vem ocorrendo em varias regies

brasileiras, com excec¢do da regido Sul que permanece indene (BRASIL, 2006).
2.4.1 Uso de geoprocessamento na leishmaniose visceral

O geoprocessamento € definido como um conjunto de tecnologias voltadas para a
coleta e tratamento de informacGes espaciais com determinado objetivo, executadas por
sistemas especificos para cada aplicacdo. Nas Ultimas décadas, esses sistemas tém sido
empregados para avaliacdo ambiental, planejamento urbano, meteorologia, entre outros
campos de aplicacdo. Ao contrario do que acontece nessas areas, na Saude, os dados ndo sdo
obtidos por meios remotos. Dados sobre as condicdes de salde das pessoas devem ser

adquiridos mediante inquéritos e censos demograficos, ou pelos sistemas de vigilancia. Séao
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dados de atributos da pessoa e um grande esforco tecnoldgico e metodoldgico tem se
desenvolvido para capté-los e tratd-los como caracteristica de territorio. Essa transformacgéo
resulta em uma abstracdo e simplificacdo de processos sociais e ambientais presentes na
determinagéo de doengas (BARCELLOS et al., 2008).

As bases cartogréficas digitais, que sdo, muitas vezes, o produto final de projetos de
geoprocessamento de outros setores, constituem apenas o ponto de partida das analises
espaciais de salde. Para que sejam utilizadas como meio de analise, as bases de dados de
salde devem ser georreferenciadas, integradas a dados ambientais e socioecondmicos, e
submetidas a procedimentos de avaliagéo de sua distribuicdo espacial. O georreferenciamento
de um dado com endereco é definido como o processo de associacdo desse dado a um mapa e
pode ser efetuado de trés formas basicas: associacdo a um ponto, a uma linha ou a uma area.
O resultado desse processo € a criacdo de elementos graficos que podem ser usados para a
analise espacial (BARCELLOS et al., 2008).

Na area da saude, os sistemas de informacdes geograficas (SIG) tém se tornado
ferramentas de grande utilidade. Sua capacidade de integrar diversas operacdes, como
captura, armazenamento, manipulacdo, selecdo e busca de informacédo, analise e apresentacéo
de dados, auxilia o0 processo de entendimento da ocorréncia de eventos, predicao, tendéncia,
simulacdo de situacdes, planejamento e definicdo de estratégias no campo da Vigilancia em
Salde. A incorporacédo dos SIG pela Saude tem historia relativamente recente e ainda depende
de um conjunto de bases tecnologicas e metodologicas em fase de implementagdo. Os ultimos
anos vém sendo marcados pela crescente disponibilidade e facilidade de acesso e analise de
dados mediante sistemas computacionais simples (SANTOS; BARCELLOS, 2006).

No Brasil, 0 setor Saude ¢é detentor de um extenso banco de dados, que abrange dados
vitais, de morbidade, gerenciais e contabeis. Esses dados vém sendo armazenados em diversos
sistemas de informacdes: Sistema de Informacbes sobre Mortalidade (SIM), Sistema de
Informacdes sobre Nascidos Vivos (Sinasc), Sistema de Informacéo de Agravos de Notiicacéo
(Sinan), Sistema de Informac6es Hospitalares do Sistema Unico de Satde (SIH/SUS),
Sistema de Informacdes Ambulatoriais do Sistema Unico de Sadde (SIA/SUS), entre outros.
Seguindo a logica do Sistema Unico de Satde (SUS), de um sistema de cobertura nacional e
arquitetura hierdrquica, os dados desses sistemas de informacGes sdo gerados no nivel local e
repassados, no sentido ascendente, as demais esferas de governo. E de responsabilidade da
gestdo municipal, portanto, a captacdo dos dados e o correto preenchimento dos campos dos
formulérios desses sistemas de informagdes, inclusive daqueles reservados a localizacdo

geografica, como nome e cddigo de logradouro e bairro de residéncia (SANTOS;



21

BARCELLOS, 2006).

No Brasil, o cenario atual da aplicagdo dos SIG em salde é extremamente favoravel e
pode ser sumarizado segundo quatro eixos de desenvolvimento: disponibilidade de bases de
dados; aperfeicoamento de programas computacionais; desenvolvimento tecnolégico; e
capacitacdo de pessoal. Esses eixos sdo inter-relacionados e cada solucéo tecnoldgica pode ter
reflexos sobre os programas e exigir um redirecionamento das iniciativas de capacitagdo. As
solugdes para a democratizacdo desse conjunto de ferramentas s&o, portanto, integradas e
exigem a coordenacdo de esforcos entre a Saude e outros setores. Para que os dados gerados
pelos sistemas de informacfes em salde sejam mapeados, 0s eventos de salde devem ser
relacionados a um conjunto de objetos geograficos ou unidades espaciais previamente
construidas, como bairros, setores censitarios, lotes ou trechos de logradouros. Assim, um dos
primeiros passos para o georreferenciamento desses dados é o reconhecimento do estagio
atual da cartografia urbana existente nas cidades (SANTOS; SOUZA, 2006).

Os sistemas de informacdes em saude, por sua vez, devem coletar e armazenar dados
de endereco compativeis com essa estrutura de dados cartograficos. Ao longo do processo de
georreferenciamento, diversas decisdes sdo tomadas, tais como a escolha de uma unidade
espacial de referéncia, a solugdo de alguma incoeréncia ou complementacdo de enderego
incompleto ou, ainda, a aproximacgdo de sua numeracdo. Essas decisdes afetam a disposicao
final dos eventos sobre a base cartografica e, por conseguinte, 0s possiveis resultados da
analise espacial desses eventos. Recentemente, esta tecnologia tem sido utilizada amplamente
como uma forma de especializar informacdes coletadas em pesquisa de campo, melhorando o
direcionamento das estratégias de prevencdo de doengas infecciosas (SANTOS;
BARCELLOS, 2006; SANTOS; SOUZA, 2006; SANTOS; SOUZA-SANTOS, 2006).

As técnicas de geoprocessamento e andlise espacial foram utilizadas em varios
trabalhos relacionados as doencas vetoriais, como por exemplo, na leishmaniose tegumentar.
Cross, Newcomb e Turcker (1996) geraram um modelo de distribuicdo geografica e sazonal
de Phlebotomus papatasi no sudeste da Asia através de sensoriamento remoto de informagdes
advindas de artigos cientificos sobre a distribuicdo geogréafica e sazonal do inseto durante
todos os meses do ano.

Miranda et al. (2002) realizaram uma analise da ocorréncia de leishmaniose
tegumentar americana através de imagem obtida por sensoriamento remoto orbital em
Lagoinha, Sdo Paulo. A geografia e ecologia da leishmaniose tegumentar foram estudadas por
Junior (2000) no Espirito Santo, através de um levantamento dos casos de 1989 a 1998 por

municipio. No Rio de Janeiro, Kawa e Sabroza (2002) analisaram a espacializacdo da
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leishmaniose tegumentar no Rio de Janeiro, observando determinantes historicos e espaciais
da implantagao, persisténcia e difusdo da leishmaniose tegumentar na cidade e sua articulagéo
com processos de organizacdo e ocupacgdo do espaco urbano na periferia, no inicio do século
até o final da década de oitenta.

O geoprocessamento também foi utilizado para entender os fatores de risco da
leishmaniose visceral em certas regides. Mendes, Trovdo e Silva (2000) analisaram a
ocupacdo da leishmaniose visceral na cidade de Sdo Luis, Maranhdo, percebendo que a
epidemia se concentrou justamente nos focos migratorios, em areas periféricas da cidade.

Em Aracgatuba, Sdo Paulo, Camargo-Neves et al. (2001) utilizaram ferramentas de
analise espacial na vigilancia epidemioldgica de leishmaniose visceral, no periodo de 1998 a
1999, encontrando maior concentracdo de casos humanos em areas com maiores taxas de
prevaléncia de cdes positivos. No entanto ndo se evidenciou associacdo entre numero de
imdveis positivos e maior nimero de L.longipalpis capturadas.

Santos e Santos (2011) utilizaram o geoprocessamento para verificar a prevaléncia da
leishmaniose visceral no bairro Promoar de Teresina, Piaui. Eles consideraram que a
prevaléncia dos casos de LV no bairro Promoar esté associada aos fatores de risco ambiental
(temperatura, pluviosidade, umidade relativa do ar) e habitacional (moradias de alvenaria com
presenca de vegetacao).

Silva et al. (2011) acompanharam 100 cdes infectados na Barra de Guaratiba, no Rio
de Janeiro. Sua pesquisa concluiu que através do mapeamento geografico de cées
soropositivos para LV era possivel predizer onde havera locais com alto risco de transmisséo
para homem em areas endémicas de LV. Os mapas de risco produzidos neste estudo poderdo
ser Uteis para o controle de LV, pois as areas de incidéncia da doenca coincidem com locais
caracterizados apresentarem cées com titulos soroldgicos altos para LV .

Brazuna et al. (2012) descreveram o perfil e a distribuicdo geogréafica de 951 casos de
LV humana em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, de 2002 a 2009. Eles concluiram que os
casos de LV humana e canina assim como a presenca do vetor ocorrem em todas as regides
urbanas de Campo Grande.

O uso dos sistemas de informacdo geografica, permitiu a Paulan et al. (2012)
identificar os padrBes atuais de distribuicdo espacial da LV canina na area urbana de Ilha
Solteira em Sdo Paulo, demonstrando que a vegetacdo urbana que ainda resta ndo aumenta a

incidéncia de casos positivos de LV em cées.
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2.5 TRANSMISSAO

A infeccdo de Lutzomyia longipalpis por L. chagasi ocorre quando as fémeas
hematdfagas se alimentam em hospedeiros vertebrados infectados e ingerem com o sangue,
macrdfagos e mondcitos parasitados. No tubo digestivo do inseto essas células sdo rompidas
liberando as formas amastigotas que, apés divisdo binéria, transformam-se em promastigotas.
De 48 a 72 horas ap0s o repasto alimentar, as formas promastigotas migram para o eséfago e
faringe do inseto onde se diferenciam em promastigotas metaciclicas, a forma infectante para
0 homem e para o cdo (MICHALICK; GENARO, 2005).

O parasita € transmitido quando as fémeas infectantes realizam um novo repasto
sanguineo no homem ou em outro hospedeiro vertebrado, liberando juntamente com a saliva
do inseto as formas promastigotas metaciclicas. Na pele do hospedeiro, estas formas sao
fagocitadas por células do sistema fagocitario monocitico, principalmente os macrofagos. No
interior dos macrofagos, se diferenciam em amastigotas e se multiplicam até o rompimento
dessas células, ocorrendo a sua liberacdo e fagocitoses por novos macrofagos, com
disseminacdo hematogénica principalmente para os 6rgaos linféides como baco, figado,
ganglios linfaticos e medula 6ssea (LAINSON; SHAW, 1987).

2.6 SINTOMATOLOGIA CLINICA

Segundo Desjeux (2004) as principais manifestagcdes clinicas da LV no homem séo:
febre intermitente, perda de peso, esplenomegalia, hepatomegalia, anemia e linfadenopatia. A
tosse ndo produtiva, diarréia e dor abdominal sdo queixas frequentes na fase aguda da
infeccdo. Progressivamente, no curso da doenga, 0 paciente pode apresentar hemorragia
gengival e digestiva, edema, ictericia, ascite, anorexia e desnutricdo. Nestes pacientes, o 6bito
é geralmente determinado pelas hemorragias e infec¢bes intercorrentes (MICHALICK;
GENARO, 2005).

A infeccdo em cdes por espécies de Leishmania € clinicamente semelhante a infeccao
humana, embora no cdo, além do acometimento das visceras, sdo frequentemente encontradas
lesbes de pele nos animais infectados e sintomaticos (KRAUSPENHAR et al., 2007). O
periodo de 2 a 12 meses é necessario para que um cdo infectado desenvolva sinais clinicos e 0
periodo de incubacdo, observado em condicGes experimentais, pode alcancar 25 meses
(OLIVEIRA; SANTORO; SADIGUSKY, 1993). O quadro clinico € variavel e depende da
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resposta imune do cdo e da cepa do parasita inoculado pela picada do inseto vetor
(MICHALICK; GENARO, 2005).

Na LV o céo desenvolve lesdes cutaneas, principalmente descamagdes e eczema, em
particular no espelho nasal e orelha, ulceragdes na pele localizadas frequentemente na orelha,
focinho, cauda e articulagdes, e pélo opaco. Na fase avancada observa-se onicogrifose,
esplenomegalia, linfadenopatia, alopecia, dermatites, Ulceras de pele, ceratoconjutivite, coriza,
apatia, diarréia, vémito, hemorragia intestinal, edema de membros e hiperqueratose. Na fase
terminal ocorre paresia dos membros posteriores, caquexia, inani¢éo e morte (SILVA, 2007).

Os quadros clinicos da LV canina podem ser classificados em assintomaticos,
oligossintomaticos e sintomaticos. Os cdes assintomaticos podem ser responsaveis por 40 a
80% dos casos sororreagentes e ndo desenvolvem a doenca ou entdo apresentam cura
espontanea (ALBUQUERQUE et al. 2007). Nestes cées, citocinas como a interleucina 2 (IL-
2) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) podem desempenhar um papel protetor contra o
desenvolvimento da doenca clinica (PINELLI et al., 1994). Além disso, esse estado de
resisténcia tem sido associado com o desenvolvimento de uma resposta imune mediada por
células T especifica para Leishmania, enquanto que a doenca ativa tem sido associada com
altos niveis de anticorpos e uma resposta imune suprimida (CORTES et al., 2007; PINELLI et
al., 1994).

2.7 DIAGNOSTICO

A visualizacdo microscopica de formas amastigotas de Leishmania, pela analise de
aspirado de linfonodo, medula dssea e de baco, continua sendo o teste confirmatorio para a
LV. Apesar da especificidade ser elevada, a sensibilidade varia, sendo maior para o bago (93-
99%) do que para medula dssea (53-86%) ou linfonodo (53-65%) (BABIKER et al., 2007).

Devido as dificuldades para a demonstracao direta do parasita e pela alta proporcéo de
caes assintomaticos, métodos soroldgicos sdo essenciais para o diagndstico da LV canina. A
grande producdo de anticorpos durante a LV facilita o diagnéstico através de testes
soroldgicos, evitando os métodos parasitologicos, que sdo invasivos (CORTES et al., 2007;
ROSARIO et al., 2005).

No Brasil, os testes mais utilizados no diagnostico da LV canina e humana sdo a
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o ensaio imunoenzimatico (Enzyme linked
Immunosorbent Assay, ELISA), sendo este ultimo considerado, teste de escolha para

inquéritos populacionais. O teste de RIFI ¢ reconhecido como “padrdao-ouro”, tanto para LV
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humana quanto canina. Apesar de apresentar menor sensibilidade e especificidade que o
ELISA, tem sido o método mais comumente utilizado sendo a prova adotada pela Fundacéao
Nacional de Saude. Reacgdes cruzadas tém sido observadas com esse teste (GONTIJO;
MELO, 2004).

A identificacdo de antigenos recombinantes ou purificados, que se caracterizam por
induzir a formacdo de anticorpos especificos detectaveis nos testes soroldgicos, tem
contribuido para melhorar a sensibilidade e a especificidade destes métodos (ALVES;
BEVILACQUA, 2004).

Recentemente, testes soroldgicos rapidos, baratos e de facil execucdo, baseados na
deteccdo de anticorpos contra o antigeno rK39, foram desenvolvidos. Essa proteina esta
localizada no &cido desoxirribonucleico do cinetoplasto, apresentando sequéncia idéntica em
sete espécies de Leishmania. Estudos realizados tanto com cdes quanto com humanos,
demonstraram que a sensibilidade deste teste varia entre 82 a 100% enquanto que a
especificidade varia de 95 a 100%, dependendo da regido estudada (BISUGO et al., 2007;
CARVALHO et.al., 2003; CHAPPUIS et al., 2005; SUNDAR et al., 2006).

Vérios sistemas baseados na reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain
Reaction, PCR) tém sido desenvolvidos para Leishmania. O melhor alvo para a PCR e para
sondas de DNA tem sido o DNA presente nos minicirculos do kDNA da regido conservada ou
a amplificacdo do minicirculo completo (GONTIJO; MELO, 2004).

2.8 TRATAMENTO

No Brasil a droga de escolha é o antimoniato de N- metilglucamina, o Glucantime®,
que é distribuido gratuitamente na rede de salde publica. A dose recomendada pelo
Ministério da Saude (MS) € de 20mg Kg/dia, por via endovenosa ou intramuscular, durante
20 dias e, no maximo, por 40 dias (MICHALICK; GENARO, 2005).

Seu mecanismo de acdo ainda ndo esta elucidado, mas sabe-se que atua nas formas
amastigotas do parasita, inibindo sua atividade glicolitica e a via oxidativa de acidos graxos.
Esta droga é extremamente toxica, e o seu principal efeito colateral é sobre o aparelho
cardiovascular, causando arritmias cardiacas e outras manifestaces de cardiotoxidade
(BRASIL, 2006).

A segunda linha de tratamento compreende a anfotericina B, o isotiocianato de
pentamidina e o alopurinol, que sdo drogas mais toxicas que 0s antimoniais pentavalentes

(REY, 2002). A anfotericina B convencional tem substituido os antimoniais como tratamento
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de primeira escolha da LV em algumas areas da india onde a taxa de falha do tratamento com
os antimoniais é maior que 60%, enquanto que a anfotericina B lipossomal € a droga de
primeira escolha na Europa e nos Estados Unidos (CHAPPUIS et al., 2007). A miltefosina
tem-se mostrado efetiva no tratamento da LV na india, sendo tratamento de primeira escolha
em algumas areas deste pais (DESJEUX, 2004).

O tratamento do cdo ndo é recomendado e as tentativas de tratamento da LV canina
por meio de drogas tradicionalmente empregadas tem tido baixa eficacia. O uso constante de
medicamentos em cdes provoca a remissdo temporaria dos sinais clinicos, ndo previne a
ocorréncia de recidivas, tem efeito limitado na infectividade de flebotomineos, além de ter o
risco de selecionar parasitas resistentes as drogas utilizadas para o tratamento humano.
Portaria do Ministério da Agricultura proibe o tratamento de cdes com medicamentos de uso
humano (BRASIL, 2008).

2.9 PREVENCAO E CONTROLE

As caracteristicas epidemioldgicas e o conhecimento insuficiente sobre os elementos
que compOe a cadeia de transmissdo da LV fazem com que as estratégias de controle desta
doenca sejam pouco efetivas. Atualmente essas estratégias se baseiam no diagnostico e
tratamento precoce dos doentes, reducdo da populacdo de flebotomineos através do uso de
inseticidas nas casas, eliminacdo dos cées soropositivos e atividades de educacdo em saude
(BRASIL, 2006).

A recomendacdo do Ministério da Saude (BRASIL, 2006) quanto a identificacdo e
sacrificio do céo esta respaldada, dentre outras, na consideracdo de que esse animal € um
importante reservatério para LV humana. Portanto, se a doencga canina precede a humana,
consequentemente, colabora para a sua disseminacdo. Esta estratégia, entretanto, tem
apresentado resultados controversos, demonstrando que muitos aspectos relacionados ao
papel do cdo na epidemiologia da LV ainda sdo desconhecidos, sugerindo a necessidade de
uma reformulacdo das medidas empregadas para o seu controle (SILVA et al., 2005).

Outra alternativa para o controle desta doenca ¢ a utilizacdo de coleiras impregnadas
com deltametrina — cujo efeito dura aproximadamente 34 semanas — que protegeu 96% dos
caes contra as picadas dos flebotomineos, conforme citado em um estudo realizado na Franca
por Killick-Kendrick et al. (1997). O uso dos colares em todos os cées reduziria o contato
entre o vetor e este reservatério de maneira significativa para diminuir o risco de infeccdo
tanto no homem quanto no cdo (LAINSON; RANGEL, 2005).
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Courtenay et al. (2002) utilizando um modelo mateméatico concluiram que o0s
programas de controle da LV que se baseiam na eliminacdo de cédes soropositivos ndo séo
efetivos, em virtude da alta incidéncia de infeccdo e infectividade canina; da falta de
sensibilidade nos testes de diagndstico para a identificacdo de cées infectantes; e devido ao
intervalo de tempo entre a realizagdo do diagndstico e a morte dos cées.

Na Amazonia, Courtenay et al. (2007) demonstraram que mosquiteiros impregnados
com inseticida tiveram um 6timo impacto na protecdo humana contra as picadas de L.
longipalpis. Esta medida ja foi empregada em outras regifes do mundo com bons resultados,
sendo uma boa alternativa no controle da LV, pois além de ser um método mais econémico e
eficaz no combate ao vetor, é duradouro — permanecendo por cinco anos — evitando assim o
uso convencional de borrifagdes (DESJEUX, 2004).

O desenvolvimento de novas drogas e vacinas, melhores diagndsticos e o acesso dos
pacientes a todos esses beneficios, sdo os principais desafios para o controle da LV. Portanto,
0 investimento em pesquisas € necessario para minimizar os problemas com doencas
negligenciadas como é o caso das leishmanioses. A Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) e
outras instituicbes devem juntar-se aos setores publicos e privados como forma de investir no
controle eficaz dessa infeccdo (DESJEUX, 2004).

2.10 RESPOSTA IMUNE NA LEISHMANIOSE VISCERAL

Geralmente o cdo infectado e susceptivel a doenca apresenta auséncia de
linfoproliferacdo, enquanto que o0s resistentes apresentam hipersensibilidade tardia
(DESPLAZES et al., 1995; MARTINEZ-MORENO et al., 1995). Em cées infectados natural
e experimentalmente com L. infantum, nos ensaios de proliferacdo, as células do sangue
periférico ndo respondem especificamente aos antigenos de Leishmania, mas o fazem frente a
outros estimulos (MARTINEZ-MORENO et al., 1995). A reducdo no nimero de células B
CD21" e de células T CD4" em cées infectados pela L. infantum pode estar associada ao
estabelecimento da doenca canina, visto a auséncia destas células nos cdes sadios
(BOURDOISEAU et al., 1997).

Alguns autores (CABRAL et al., 1998; LEANDRO et al., 2001; PINELLI et al., 1994)
verificaram que células mononucleares de sangue periférico de cdes natural e
experimentalmente infectados com amastigotas exibiram in vitro resposta proliferativa contra
antigenos do parasita, demonstrando que pode haver uma resposta celular especifica nos cées

infectados com Leishmania. Campino et al. (2000) observaram que somente os linfocitos de
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caes sintomaticos proliferaram frente antigenos especificos de Leishmania. Geralmente um
percentual de cdes assintomaticos evolui para cura espontanea, apresentando, resposta imune
celular positiva (MICHALICK; GENARO, 2005).

Na LV, os cées sintomaticos geralmente apresentam altos titulos de anticorpos
antileishmania e os cdes resistentes a infeccdo exibem baixos niveis ou auséncia de destes
anticorpos (BOCETA; ALONSO; JIMENEZ-RUIZ, 2000; DESPLAZES et al., 1995;
MARTINEZ-MORENO et al., 1995; SOLANO-GALLEGO et al., 2001). Muitos aspectos da
patogénese da LVC, vistos anteriormente, sdo atribuidos aos anticorpos produzidos, 0s quais
formam imunocomplexos que se depositam em diversos tecidos, gerando lesdes inflamatdrias.
Em caes assintomaticos a cura espontanea pode ser seguida de sorologia negativa
(MICHALICK; GENARO, 2005).

O oxido nitrico (NO) é efetivo contra varios patdgenos intracelulares. O NO é
sintetizado a partir da oxidacdo do atomo de nitrogénio guanidinico terminal da L-arginina
por acdo da enzima Oxido-nitrico-sintase induzida (iINOS). As citocinas sdo importantes
moduladoras da expressdo da iINOS. De uma maneira geral, citocinas do perfil Thl induzem a
INOS, enquanto as do padrdo Th2 inibem a sua inducdo. Especificamente em relacdo a
leishmaniose, macrofagos peritoneais de camundongos estimulados in vitro com IFN-y, em
presenca de lipopolissacaridio (LPS), liberam grandes quantidades de NO e destroem o
parasito eficientemente (CEZARIO et al., 2011).

Os tripanossomatideos como a Leishmania mantém o balanco de Oxido-reducao
(redox) por um mecanismo singular, pois sdo desprovidos de glutationa redutase que, na
maioria dos outros organismos, é responsavel pela manutencdo de um ambiente intracelular
redutor/protetor dependente de GSH. Em substituicdo, eles possuem um sistema antioxidante
baseado em tripanotiona como principal tidl reduzido e que serve de substrato para trés dxido-
redutases: tripanotiona redutase (TryR), tryparedoxin (TryX) e triparedoxin peroxidase
(TryP). A tripanotiona é responsavel pela defesa contra oxidantes, metais pesados e
xenobiodticos (ARIYANAYAGAM; FAIRLAMB, 2001).

A tripanotiona é mantida em sua forma reduzida pela enzima tripanotiona redutase
(TryR), de modo que a TryR exerce um papel central na protecdo de Leishmania spp. contra
espécies reativas derivadas do oxigénio e nitrogénio (produzidos pelo hospedeiro) por meio
da reciclagem de tripanotiona oxidada. Desse modo, uma funcdo fisiologica vital tem sido
descrita para a TryR na manutencdo dos niveis de tripanotiona, particularmente no interior de
celulas do hospedeiro, sob condi¢des altamente oxidantes geradas durante a resposta de defesa
(ROMAO et al., 2006).
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A resposta imune contra Leishmania é altamente dependente de macr6fagos, os quais
tém um papel importante na defesa contra infecces por parasitas intracelulares. Macrofagos
maduros de tecidos animais ndo estdo disponiveis com facilidade para cultura e analise
funcional. O uso de macrdéfagos derivados de mondcitos para estudos funcionais € uma
alternativa bastante atraente, por requerer um método de obtencdo menos invasivo quando
comparado com macr6fagos derivados de mondcitos de medula 6ssea ou peritdnio. Essa
nogdo é importante ao considerarmos o bem-estar animal (BUENO et al., 2005). Vérios
estudos tém utilizado macrofagos derivados de mondcitos de sangue periférico de cdes em
pesquisas sobre leishmaniose visceral (BUENO et al, 2005; CHAMIZO; MORENO;
ALVAR, 2005; PANARO et al., 2008; RODRIGUES et al., 2009; SAMPAIO et al., 2007,
SANCHEZ-ROBERT et al., 2008; VOULDOUKIS et al., 2006; ZAFRA et al., 2008).

Até 0 momento, ndo ha relatos na literatura sobre o cultivo e uso de macrofagos
derivados de mondcitos de sangue periférico de raposas ou outro canideo silvestre em

pesquisas de laboratorio.
2.11 ESTUDO DA PROTEOMICA DE LEISHMANIA

Protedmica é definida como a anélise do conjunto completo de proteinas expressas por
uma célula, tecido ou organismo em determinada situacdo, podendo ser modificado pelas
condicdes e estimulos as quais este organismo esta exposto. O termo proteoma foi utilizado
primeiramente por Wasinger et al. (1995) como proteinas complementares ao genoma. A
analise protedbmica classica fornece metodos que permitem determinar a identidade e a
abundancia de proteinas constituintes do proteoma e o conhecimento da funcéo proteica pode
ser inferido pela variacédo da sua expressao.

O parametro critico que define o sucesso ou ndo da analise protedmica € a habilidade
de resolver proteinas de uma mistura complexa. Uma das técnicas mais efetivas para atingir
esse objetivo é a eletroforese bidimensional (2DE) que apesar de apresentar algumas
limitacGes relacionadas com a solubilizacdo de proteinas de membrana (altamente
hidrofobicas) e segregacéo de proteinas de pontos isoelétricos (pl) e tamanhos extremos (entre
10 e 120 kDa) é uma abordagem com capacidade de analisar milhares de proteinas
simultaneamente (GORG et al. 2004; VERCAUTEREN et al. 2007).

Subsequente a separacdo, as proteinas sdo reveladas por corantes para a visualizacdo
dos spots proteicos, removidas e digeridas no gel com tripsina Os fragmentos resultantes séo

extraidos do gel e analisados por espectrofotometria de massas (MS), sendo a tecnologia
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MALDI (matrix-assisted laser desorption/ionization) uma das mais utilizadas. A abordagem
protedmica por eletroforese 2D-MS tem sido utilizada para obter perfis de expressdo proteica
de Leishmania (NUGENT et al. 2004; WALKER et al. 2006).

O perfil protedmico de promastigotas de L. infantum foi descrito pela primeira vez por
Alcolea, Alonso e Larraga (2011). Extratos proteicos foram preparados em fases logaritmica
inicial e estacionaria e processadas por eletroforese bidimensional para elucidar os padrées de
expressao diferencial da flavoproteina de transporte de elétrons, do fator de elongacédo
eucariotico 1 alfa e alfa-tubulina.

A metaciclogénese € um processo vital no ciclo de vida de Leishmania. Promastigotas
metaciclicos sdo altamente resistentes a lise mediada por complemento, e sdo capazes de
evadir a resposta microbicida de macréfagos em hospedeiros mamiferos. A metaciclogénese é
acompanhada por um espessamento do revestimento celular parasita. Durante a
metaciclogénese, a viruléncia dos promastigotas para 0s modelos experimentais de
mamiferos, aumenta significativamente. A expressdo de um numero de fatores de viruléncia
expostos na superficie aumenta, incluindo o lipofosfoglicano, protease maior de superficie e o
antigeno de superficie do promastigota (YAO; DONELSON; WLSON, 2010).

A identificacdo de novos antigenos é essencial para o desenvolvimento de novos testes
diagnosticos e vacinas. Costa et al. (2011) analisaram L. chagasi através da eletroforese
bidimensional diferenciada e identificaram 25 proteinas de interesse para o sorodiagnostico da
LV, sendo também mapeadas para epitopos em células B e T.

Trindade (2011) utilizou a eletroforese bidimensional com objetivo de destacar e
identificar proteinas diferencialmente expressas entre formas promastigotas de isolados
clinicos de L. chagasi sensiveis e resistentes a miltefosina, obtidos de pacientes com LV. Entre
as proteinas identificadas, a peroxirredoxina (expressdo aumentada nos resistentes) e uma
cisteino peptidase semelhante a calpaina (exclusiva dos sensiveis) foram destacadas por
indicar que os isolados resistentes sao menos susceptiveis ao processo de morte celular
programada. Estes dados sugerem que estas proteinas podem estar relacionadas com o
fendtipo resisténcia a miltefosina.

Uma analise protebmica comparativa entre isolados susceptiveis e resistentes ao
antiménio através da eletroforese bidimensional, foi realizada por Matrangolo et al. (2013) e
concluiram que a resisténcia ao antimonial é complexa e multifatorial. Esses autores
observaram que a triparedoxina peroxidase era diferencialmente expressada em L. chagasi e
L. braziliensis resistentes ao antimonial. A pteridina redutase é mais abundante em

L.braziliensis susceptivel ao antimonial. A ciclofilina ndo foi diferencialmente expressada em
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ambos isolados.

A tecnologia de microarrays pode ser utilizada para a determinacdo de perfis de
expressao génica, ou para o estudo de gendmica funcional. Nesse tipo de estudo, a molécula
de interesse € 0 RNA mensageiro (RNAmM). Aqui, busca-se identificar variagdes na expressao
de determinados genes que possam ocorrer como respostas bioldgicas naturais devido a
presenca de uma patologia, ou alguma outra condicdo experimental, a qual a amostra em
estudo foi submetida (CHEUNG et al., 1999)

A estabilidade dos transcritos em tripanossomatideos € controlada por mecanismos
similares aos de organismos eucariotas modelo, como as leveduras. As técnicas para a analise
da expressdo simultdnea de um grande numero de genes, levou ao estudo da expressdo
diferencial global de Leishmania spp (BEVERLEY et al., 2002).

Saxena et al (2003) utilizaram pela primeira vez, microarranjos de DNA parciais
construidos por fragmentacao aleatdria em L. major para analisar a variacdo do transcriptoma
na diferenciacdo de promastigotas. Também se descreveu em promastigotas em fase
estacionaria de cultura axénica logaritmica, a sobre-expressdao de genes associados com o
metabolismo, expressdo génica, sintese e maturacdo de proteinas, transducdo de sinais e
aqueles relacionados com a sintese de moléculas antigénicas e a subexpressdo de genes
relacionados com a organizacao celular e transporte. Os dados obtidos mostraram uma alta
correlacdo com os resultados obtidos pela técnica de Northern blot.

Em outro estudo, descreveu-se a analise transcriptomica parcial comparativa entre
promastigotas logaritmicos, estacionarios e amastigotas de L. major através de ensaios de
hibridizacdo com microarrays de DNAc, que representavam aproximadamente 22% dos
genes (ALMEIDA et al., 2004).

Holzer, McMaster e Forney (2006) descreveram em L. major e L. mexicana uma
andlise transcriptdmica comparativa de promastigotas em fase logaritmica e amastigotas de
cultivo axénico e intracelular através de microarrays de oligonucleotidos que representavam
0s genes anotados no genoma de L. major. Essa foi a primeira estratégia global de analise do
transcriptoma de Leishmania spp baseada en microarrays.

Desde entdo, foram realizadas diversas analises transcriptdmicas com microarrays
parciais (SAXENA et al., 2007; SRIVIDYA et al., 2007) e totais (ROCHETTE et al., 2009)
para a comparacdo dos amastigotas axénicos e/ou intracelulares com os promastigotas.
Tambén realizou-se uma andlise protebmica da diferenciacdo dos promastigotas em
amastigotas através da técnica cromatografica de marcadores isobaricos para quantificagdo
absoluta e relativa (iTRAQ) com um alto grau de representatividade (ROSENZWEIG et al.,
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2008) e uma andlise transcriptdmica com microarrays de muito baixa representatividade em L.
braziliensis (DEPLEDGE et al., 2009).

Como consequéncia de todos esses estudos, ja foi relatada a regulacdo diferencial de
uma consideravel quantidade de genes nos processos de diferenciacdo dos promastigotas em
amastigotas. Porém, os perfis de expressdo génica na diferenciacdo do promastigota ndo tém
sido explorados apesar de estar disponivel a informacdo gen6mica de trés espécies de
Leishmania: L. major, L. infantum e L. braziliensis. Concretamente, somente se encontraram
207 genes em trés estudos de expressdo diferencial entre promastigotas logaritmicos e
estaciondrios (AKOPYANTS et al., 2004; ALMEIDA et al., 2004; SAXENA et al., 2003).
Todas essas pesquisas se basearam na comparacdo transcriptémica entre estagios do ciclo
bioldgico do parasita, pelo que ndo se estabeleceram até agora relacdes causais diretas entre
um fator concreto que participe em um processo de diferenciacdo de Leishmania e a
expressao diferencial dos genes.

Recentemente, Alcolea et al. (2010a) na Espanha, analisaram L. infantum pela técnica
de microarrays. Ha uma expressdo génica diminuida que predomina em amastigotas
intracelulares em relacdo aos promastigotas, incluindo numerosos genes relacionados com a
expressdo génica e sua regulacdo. Na progressdo da diferenciacdo de promastigota a
amastigota, foi detectada a diminuicdo da expressao de genes relacionados com a biossintese
de nucleotideos de purina, a farnesilacdo e n-glicolisacéo de proteinas, catabolismo de glicose,
biossintese do grupo heme e prostaglandina F e das estruturas flagelar e paraflagelar. Também
foi observado que os promastigotas metaciclicos em fase estacionaria tém maior capacidade

infectiva ao expressar de forma aumentada genes relacionados com a infectividade.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Estudar os aspectos epidemioldgicos e fatores do parasita associados a leishmaniose visceral

canina e humana em Aracaju, Sergipe.

3.2 ESPECIFICOS

1. Analisar a distribuicdo espaco-temporal da leishmaniose visceral canina e humana no
municipio de Aracaju entre 0s anos de 2005 e 2012, assim como das cepas isoladas de L.
chagasi resistentes ao 6xido nitrico.

Hipotese: Ha uma superposicao na distribuicao de casos caninos e humanos em Aracaju-SE.

2. Comparar a capacidade microbicida de macrofagos de cdo e de raposas na infeccdo por

isolados de L. chagasi através do indice de infec¢do de macrofagos.

Hipotese: macrofagos de raposas tem uma maior capacidade microbicida do que o0s

macrofagos de caes.

3. Comparar o perfil de expressdo proteica global entre isolados L. chagasi resistentes e

susceptiveis ao 6xido nitrico, em diferentes fases de crescimento.

Hipdtese: Isolados de L. chagasi, resistentes e susceptiveis ao éxido nitrico, expressam

proteinas em niveis diferentes durante o seu crescimento
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESENHO DO OBJETIVO 1

Analisar a distribuicdo espaco-temporal da leishmaniose visceral canina e humana no
municipio de Aracaju entre os anos de 2005 e 2012, assim como das cepas isoladas de L.

chagasi resistentes ao 6xido nitrico.
4.1.1 Local de Estudo

O municipio de Aracaju, capital do Estado de Sergipe, esta localizado no litoral e
ocupa uma area de 181,8 km?. Conta com uma populacdo de 614.577 habitantes segundo
dados do IBGE de 2013 e uma densidade demogréfica de 3.380,51 hab/km?. Limita-se com os
municipios de S&o Cristovdo, Nossa Senhora do Socorro, Laranjeiras e Barra dos Coqueiros.

Possui uma precipitacdo media anual de 1.590 mm e uma temperatura média anual de 26°C.
4.1.2 Distribuicao espacial dos casos de Leishmaniose visceral humana e canina

Foi realizado um levantamento na base de dados do Programa de Controle de
Leishmaniose Visceral Canina cedido pelo Centro de Controle de Zoonoses da Prefeitura
Municipal de Aracaju e da leishmaniose visceral humana cedido pelo Nucleo de Vigilancia
Epidemioldgica Hospitalar do Hospital Universitario (HU) da Universidade Federal de
Sergipe, referente aos anos de 2005 a 2012. O HU é o hospital de referéncia em Sergipe para
o0 tratamento da leishmaniose visceral e constata a maioria dos casos humanos. Esses dados
foram transpostos para o programa Excel para a analise dos dados e construcdo de graficos
com a informacéo do endereco residencial do caso humano ou do cdo doente.

Para as etapas de modelagem do banco de dados epidemioldgicos, plotagem e
montagem do sistema de informacdes geogréaficas foi utilizado o software ArcGis 10, sendo
executadas no Nucleo de Geologia da UFS.

Na co-localizacdo dos casos humanos e caninos nos mapas foi dada énfase aos casos
causados por isolados resistentes ao NO devido a importancia desse tipo de isolado em

provocar doenca acentuada e grave tanto no homem como no cao.
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4.2. DESENHO DO OBJETIVO 2

Comparar a capacidade microbicida de macréfagos de cdo e de raposas na infeccéo
por isolados de L. chagasi através do indice de infeccdo de macréfagos.

4.2.1 Coleta de Sangue

O sangue das raposas foi obtido de trés exemplares de Cerdocyon thous (um macho e
duas fémeas) mantidos no zooldgico do Parque da Cidade, localizado dentro da area de
conservacdo do Morro do Urubu em Aracaju-SE. Este estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Animais (CEPA) da Universidade Federal de Sergipe pelo protocolo
n® 96/11. A autorizacdo para a coleta do sangue das raposas foi dada pelo Ministério do Meio
Ambiente/ICMbio/Sisbio pelo protocolo n° 26637-2.

A coleta de sangue das raposas foi realizada apos sedacdo com o uso de zarabatana
com cloridrato de xilazina 10% (2 mg/kg) e cloridrato de quetamina 20% (8 mg/kg) ou por
contencdo. Foram coletados 10 mL por puncdo da wveia jugular em tubos estéreis
heparinizados. Apos a coleta, o sangue foi processado no Laboratério de Imunologia e
Biologia Molecular do Hospital Universitario, Universidade Federal de Sergipe em Aracaju-
SE.

O sangue canino foi coletado em uma clinica veterinaria particular, onde os caes séo
mantidos como doadores de sangue. Sdo animais sadios, sem acesso a rua e periodicamente
realizam exames de controle. A coleta foi realizada apenas com contencdo dos cédes por

puncdo da veia cefélica.

4.2.2 Separacdo do soro e teste soroldgico para leishmaniose visceral

Para a separac ao do soro, foi utilizado 1 mL do sangue coletado e centrifugado a 3000
rpm. Foi realizada sorologia para leishmaniose visceral com a utilizacdo de teste rapido pela
utilizacdo de fita imunocromatogréfica Kalazar Detect® Rapid Test, seguindo-se estritamente

as instrucdes do fabricante InBios International Inc.

4.2.3 Isolamento de PMBC (peripheric mononuclear blood cells - células mononucleares

de sangue periférico)
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O sangue foi diluido com solucdo salina estéril 1:1 e logo depois foi adicionada
solucdo de Ficoll-Paque® (na propor¢do de 3mL de Ficoll para 10 mL de sangue diluido). O
tubo com a mistura foi centrifugado a 1500rpm a 20°C por 40 min. Retirou-se a “nuvem” de
PMBC e colocou-se em outro tubo, completou-se o volume com 10-15 mL de salina estéril e
centrifugou-se a 1500rpm a 4°C por 10 min. A contagem das células foi realizada e ajustou-se
a concentragdo para 5 x 10° por mL. Desprezou-se 0 sobrenadante e se adicionou solugdo
nutriente RPMI 1640 Gibco®. As células foram entdo incubadas a 37°C com 5% CO; durante
7 dias. Cinquenta por cento do RPMI foi trocado no terceiro dia.

Foi utilizado 0 mesmo protocolo para obtengdo de PMBC em cées e raposas.
4.2.4 Infecgdo dos macrofagos

Antes da infeccdo foi realizada a viabilidade das leishmanias e ajustada a concentracao
a 3 x 10° células por mL. Para a infeccdo e avaliagdo da atividade fagocitica dos macréfagos,
foi utilizado o isolado de L. chagasi resistente ao 0xido nitrico (LVCSE-30). Esse isolado foi
escolhido para realizar as infeccdes por sua facilidade de crescimento. Os macrofagos
cultivados com 7 dias de infec¢do foram infectados e apds duas horas de incubacéo foi feita a
lavagem do meio para retirar leishmanias ndo aderidas. Quando foi utilizado estimulo
(lipopolissacarideo) o mesmo foi adicionado na cultura de macréfagos 30 minutos antes de
realizar a infeccdo. ApOs a inoculacdo dos promastigotas e incubacdo, as células foram
analisadas 2, 24, 48 e 72 horas depois e medida a taxa de infeccdo com a contagem de
amastigotas viaveis dentro dos macrdéfagos. O sobrenadante da cultura foi congelado para

analises posteriores.
4.2.5 Avaliacéo estatistica

Foi feita uma avaliacdo quantitativa em que se compararam as taxas de infeccdo no
cao e na raposa através do teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney com intervalo de confianca de
95% sendo os valores considerados estatisticamente significantes quando p < 0,05. Os
resultados obtidos foram avaliados quanto as diferencas estatisticas utilizando diferentes

testes a depender dos dados obtidos.
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4.3 DESENHO DO OBJETIVO 3

Comparar o perfil de expresséo proteica global entre isolados L. chagasi resistentes e

susceptiveis ao 6xido nitrico, em diferentes fases de crescimento.

4.3.1 Isolamento de L. chagasi e formacéo do criobanco

O isolamento de parasitas de amostras bioldgicas de cdes com leishmaniose visceral
canina foi obtido pela puncdo de medula dssea dos cdes soropositivos encaminhados para
eutanasia no Centro de Controle de Zoonoses. Os parasitas foram cultivados em meio agar
sangue NNN (Novy-MacNeal-Nicolle). As culturas foram mantidas em estufa B.O.D a
temperatura de 24 + 1°C. Semanalmente foi observada a motilidade e morfologia dos
parasitos e estes foram reinoculados pela transferéncia de 1x10° promastigotas/mL para uma
nova garrafa de cultura contendo meio Scheneider (Sigma, St. Louis, MO, EUA)
suplementado com soro bovino fetal 10% (Cripion, Brasil), L-glutamina 2mM, penicilina
100U/mL e streptomicina 100puL/mL (Sigma, St. Louis, MO, EUA). A curva do crescimento
parasitario foi obtida, a partir da contagem diaria de parasitas em cultura. As leishmanias em
fase estacionaria foram estocadas a -70°C, para manter as caracteristicas fenotipicas do
parasito. No momento da utilizacdo desses isolados no experimento, a viabilidade ao oxido
nitrico ja tinha sido avaliada pelo método colorimétrico do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-
2,5-difenil brometo de tetrazolina). Foram avaliados 21 isolados caninos e 21 isolados

humanos.

4.3.2 Cultura do Parasita

Com base nos resultados da avaliacdo da viabilidade ao 6xido nitrico, foi selecionado
um isolado de L. chagasi, susceptivel (LVCSE-19) e um resistente (L\VCSE-30) ao NO, para a
analise da expressdo proteica. Os isolados foram cultivados a uma densidade inicial de 2 x 10°
células/ml em meio RPMI 1640 suplementado com L-glutamina (Cambrex®), soro fetal
bovino 10% (Cambrex®) e 100ug/mL estreptomicina — 100 Ul/mL penicilina (Cambrex®) a
37°C. A densidade celular foi registrada diariamente e os promastigotas foram coletados a

2000g por 10 minutos nos dias 2, 4 e 6.
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4.3.3 Extragdo de proteinas

Promastigotas de fase logaritmica e estacionaria foram ressuspensos em tampéao de lise
(8,4 M de ureia, 2,4 M tiouréia, 5% [w / v] 3 - [(3-colamidopropil) dimetil-am6nio] - |-
[propanosulfonato CHAPS], 50 mM ditiotreitol [DTT], 1% Triton X-100, 1 mM preparada
em fenilmetilsulfonilfluoreto metanol 0,1 M, 10 mg / mL de leupeptina, 10 mg / mL de
aprotinina, 5 mg / mL pepstatina, e 50 mg / mL de ADNase) a uma densidade celular de 2 x
10°/150 mL.

Os extratos de proteinas totais obtidos foram agitados levemente por inversao a 4°C
durante 30 min, centrifugados a 15.000 g durante 10 min e purificados com o kit de limpeza
ReadyPrep 2-D (BioRad, Hemel Hempstead, Reino Unido), para evitar formacdo de bandas
na 2-DE subsequente. As amostras foram secadas a temperatura ambiente durante 5 minutos e
ressuspensas em tampdo de reidratacdo para 2DE (uréia 8M, 2% [v / v] CHAPS, DTT 50 mM,
0,2% [v / v] Bio-Lytes® 3/10 anfolito carreador [BioRad], 0,002% [w / v] azul de
bromofenol) por agitacdo vigorosa durante 30s, combinado com intervalos de 1 min de

incubacéo por cinco vezes.

4.3.4 Precipitacdo e quantificacdo da proteina

Extratos foram precipitados usando o protocolo metanol/cloroformio de Wessel e
Flugge (1984). As amostras foram diluidas com agua até um volume total de 400 puL. Metanol
gelado (400 pL) e cloroférmio (700 pl) foram adicionados a cada tubo de amostra. Apds
centrifugacao (13.000 g a 4° C durante 15 min), a fase cloroférmica superior foi removida e a
interfase proteica lavada e centrifugada duas vezes com metanol (700 pL) (13.000 g, a 4°C
durante 30 min). Pellets de proteina foram secos e ressuspendidos em tampdo de reidratacédo
2X (7 M de ureia, 2 M tioureia, 4% [w/v] CHAPS e 0,0003% [w/v] de azul de bromofenol). A
concentracdo de proteina foi quantificada com RC DC Protein Assay® (Bio-Rad).

Para a eletroforese 2D, aliquotas de 50-100 pg de proteina foram diluidas para um
volume total de 140 pL com tampéo 2X, com 18,2 M de DTT e 0,5% de solucdo tampdo de
IPG (pH 3-10) (BIO- RAD) como concentracdes finais.

4.3.5 Eletroforese bidimensional

Cada tira de gel foi equilibrado em 2 ml de tampé&o de equilibrio (50 mM Tris « HCI
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pH 8,8, 2% [w / v] de SDS, ureia 6 M, 30% [v / v] de glicerol) que continha 52 mM de DTT,
durante 15 min. e, em seguida em 2 mL de tampédo de equilibrio contendo 130 mM de
iodoacetamida durante 15 minutos.

A focalizacdo isoelétrica foi realizada em tiras de IPG (pH 3-10 NL, 7 cm) (BIO-
RAD), em um sistema celular Protean IEF (BIO-RAD), como recomendado pelos
fabricantes, com um programa de 7 fases (50 V durante 12 h, 250 V durante 1 h, a 500 V
durante 1 h, 1000 V durante 1 h, 2000 V durante 1 h, 8000 V durante 1 h [rampa linear] e
8000 V de tensdo até que a voltagem tempo atingisse 3500 V ¢ h nesta fase. Mais de 12 mil V
* h foram alcancados em todos os casos.

A segunda dimensdo foi realizada pelo fracionamento das proteinas focalizadas
isoeletricamente em gel de poliacrilamida e dodecilsulfato de sddio 12% a 0,5 watts / gel
durante 30 min e, em seguida, 1,5 watts / gel até 5 min. Apos o corante atingir a borda inferior
(em cerca de 2 h) foi deixado em mistura arrefecida Mini-Protean 3 Dodeca-Cell (BIO-RAD).
O marcador foi utilizado na quantidade de 2,5 pL de solucéo Precision Plus Protein Standards
(BIO-RAD).

4.3.6 Coloracao, captura de imagem e corte de géis

Foi realizada a coloracdo pela prata compativel com MALDI-TOF/TOF (matrix-
assisted laser desorption/ionization-tandem time of flight) da seguinte maneira: fixacdo com
40% de acido acético/ 10% acetona durante 1 h; sensibilizacdo com 30% de etanol, 0,2%
(w/v) de tiossulfato de sodio, e 6,8% (w/v) de acetato de sddio, durante 30 minutos; trés
lavagens de 5 min; coloracdo com 0,25% (w/v) de nitrato de prata durante 20 minutos; duas
lavagens de um minuto com agua; revelacdo com 0,25% (w/v) carbonato de s6dio/0.04%
(w/v) de formaldeido por 5min; 1,46% (w/v) EDTA por 10 min; trés lavagens de 5 minutos
com agua. As imagens foram obtidas com um densitbmetro calibrado GS-800 (BioRad) e
analisadas com o software PDQuest 2D 7.4.0. Todos os spots foram automaticamente
detectados e posteriormente verificados manualmente. A intensidade normalizada foi
calculada pela quantidade total no método de pontos validos contido neste software. A analise
estatistica teste-t foi realizada com o mesmo software.

O EXQuest Spot Cutter (BIO-RAD), foi utilizado para a captura de imagens e geéis e

excisdo dos pontos selecionados.
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4.3.7 ldentificacdo das proteinas por espectrometria de massa

Os spots foram lavados com bicarbonato de amonio 50 mM e depois com acetonitrilo.
Depois disso, a reducéo foi realizada com DTT 10 mM, 25 mM de bicarbonato de aménio a
56°C por 20 min e alquilagdo com iodoacetamida em uma solugdo 50 mM de bicarbonato de
amonio. Os dois passos de lavagem foram repetidos e 0s spots secados a 40°C. As digestdes
de proteinas foram realizadas por incubacdo com 16 ng/mL tripsina suina modificada
(Promega, Madison, WI), em uma solugdo de acetronila 25%/50mM de bicarbonato de
amobnia a 37°C por 6 horas. As reacOes foram paradas adicionando de 0,5% (v/v) de acido
trifluoroacético que também foi utilizado para a extracdo de peptideos durante 15 min. Os
peptideos tripticos eluidos foram secos por centrifugacéo a vacuo e ressuspensos em 4 pL de
uma solucdo aquosa composta por 30% acetonitrile/15% isopropanol/0.1% de solugdo de
acido trifluoroacético.

Uma gota de 0,8 pL de peptideos em ressuspensdo foi depositado em uma placa de
OptiTOFTM (Applied Biosystems, Framingham, MA) e seca a temperatura ambiente; uma
gota de 0,8 pL de uma solucdo do acido a-ciano-4-hidroxicinamico 3g/L (Sigma, Buchs,
Suica) foi também depositado e seco. O prato foi introduzido em um espectrofotdometro de
massa ABI 4800 MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems) e executado no modo refletor
positivo em 25 kV para MS e 1 kV para calibracdo . Os espectros foram processados com um
ABI 4000 Series Software Explorer 3.6 (Applied Biosystems). As massas dos peptideos foram
introduzidas no MASCOT 2.1 com o Global Protein Explorer Server 4.9 (Applied
Biosystems), a fim de realizar a busca no banco de dados NCBInr.

As andlises foram realizadas no Laboratério de Parasitologia Molecular do
Departamento de Microbiologia Molecular e Biologia das Infeccdes do Centro de
InvestigacGes Biologicas (CIB) do Conselho Superior de Investigacdes Cientificas (CSIC),
Madrid, Espanha.
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5 RESULTADOS

5.1 DISTRIBUICAO ESPACIAL DE CASOS CANINOS E HUMANOS DE
LEISHMANIOSE VISCERAL EM ARACAJU

O municipio de Aracaju possui uma populacdo estimada pelo o IBGE em 2013, de
614.577 habitantes. A populacdo de Aracaju e regides limitrofes vém crescendo
aceleradamente, devido a imigracdo de pessoas provenientes de outros municipios de Sergipe,
especialmente de areas rurais, bem como de outros estados da Federagdo, especialmente de
cidades do norte da Bahia, por serem municipios que fazem fronteira com o estado de

Sergipe. O municipio é dividido administrativamente em 39 bairros (FIGURA 1).

W Bairro Bairro Bairro
1w
Z n'g:o, 2 1 Centro 14 Novo Paraiso 27 Ponto Novo
‘“,5 1 z;oo 2 Getulio Vargas 15 América 28 Luzia
2,",: A 3 Cirurgia 16 Siqueira Campos 29 Grageru
/2 e 4 Pereira Lobo 17 Soledade 30 Jardins
2,y | H 5 Suissa 18 Lamardo 31 Indcio Barbosa
3 6 Salgado Filho 19 Cidade Nova 32 Sao Conrado
9 . 7 13 deJulho 20 Japaozinho 33 Farolandia
Aracaju . .
8 Dezoito do Forte 21 Porto Dantas 34 Coroa do Meio
b
9 Palestina 22 Bugio 35 Aeroporto
10 Santo Antonio 23 Jardim Centenario 36 Atalaia
Oceano
Atidntico 11 Industrial 24 Olaria 37 Santa Maria
12 Santos Dumont 25 Capucho 38 Zona de Expansao
13 José Conrado de Araujo 26 Jabotiana 39 S3o José

Fonte: Mapa Municipal Oficial, Prefeitura Municipal de Aracaju

Figura 1 - Mapa descritivo e bairros que comp8em o municipio de Aracaju.

A populacdo canina corresponde a aproximadamente 12% da populacdo humana do
municipio, ou seja, aproximadamente 74.000 cdes.

Inicialmente, os dados referentes aos casos de leishmaniose obtidos no Centro de
Controle de Zoonoses e no Hospital Universitario da UFS, foram organizados e tabulados
para a analise dos dados e construcdo de graficos com a informacéo do endereco residencial
do caso humano ou do cdo doente. Para a modelagem do banco de dados epidemioldgicos,

plotagem e montagem foi utilizado o software ArcGis10.
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No periodo de 2005 a 2012 foram detectados no municipio de Aracaju, 110 casos de
LV humana e 2.060 casos de LV canina e a localizagéo espacial dos casos humanos e caninos
mostra ampla distribuicdo geogréfica da doenca que foi registrada em 28 (72%) dos 39 bairros
do municipio (QUADRO 1). Casos caninos aconteceram em 24 (61,5%) bairros do
municipio, e casos humanos em 26 (66,6%) dos 39 bairros de Aracaju. Em 11 (28,2%) bairros

da cidade, ndo aconteceram casos nem caninos e/ou humanos.

Quadro 1 - Casos de leishmaniose visceral humana e canina por bairros do municipio de Aracaju
ocorridos entre 2005 e 2012.

BAIRRO Humanos | Caninos BAIRRO Humanos Caninos
Atalaia - - América 15 291
Farolandia 4 33 Capucho - -
Coroa do Meio - - Séo José - -
Inécio Barbosa - - Novo Paraiso 7 114
Sé&o Conrado 2 - José Conrado 6 69
Jabotiana - 46 Lamaréo - -
Grageru - - Getdulio Vargas 1 8
Jardins - - Cirurgia 3 5
Luzia - - Suissa 6 26
Ponto Novo 1 - Palestina 1 2
13 de Julho - - Santo Antonio 1 1
Salgado Filho - 1 Centro 1 -
Sig. Campos 6 10 18 do Forte 4 99
Cidade Nova 2 58 Industrial 2 1
Soledade 2 47 Olaria 3 59
Zona de Expanséo 16 697 Aeroporto 1 10
Bugio 1 39 Santa Maria 4 151
Jd. Centenario 3 79 Pereira Lobo 3 14
Santos Dumont 13 210 Japdaozinho - -
Porto Dantas 2 -

Casos Humanos | Casos caninos
TOTAL 110 2.060

Pode ser observado que dos 2.060 casos caninos, mais da metade (70,9%) ficaram
restritos a cinco bairros da cidade: Zona de Expansdo (33,8%), América (14,1%), Santos

Dumont (10,2%), Santa Maria (7,3%) e Novo Paraiso (5,5%). Esses bairros tém alta




43

densidade demografica. Metade (50%) dos 110 casos humanos se localizaram nesses mesmos
bairros. A proporgdo encontrada entre cdes e humanos doentes para a rea foi de 18,7. Varios
bairros da regido norte (Japdozinho e Lamardo), central (Indcio Barbosa, Grageru, Jardins,
Luzia, 13 de Julho, Capucho, Sao José) e sul (Atalaia e Coroa do Meio) ndo tiveram nenhum

registro de casos humanos ou caninos (FIGURA 2).
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Figura 2 - Casos de leishmaniose visceral humana e canina, por bairro, no municipio de Aracaju de
2005 a 2012.

Pode ser observado na Figura 2, que existem bairros onde ocorreram casos humanos
como Sdo Conrado, Ponto Novo, Porto Dantas e Centro, mas segundo 0 inquérito
soroepidemioldgico canino, ndo houve cées soropositivos no periodo pesquisado. Da mesma
forma, ha bairros com presenca de cdes soropositivos como Jabotiana e Salgado Filho, mas
sem registros de casos humanos.

Dos 42 isolados analisados para resisténcia ao NO, 12 isolados caninos e 6 isolados
humanos foram resistentes ao 6xido nitrico (NO). Nos bairros Farolandia, Salgado Filho,

Siqueira Campos, Palestina e Cidade Nova foi encontrado em cada um, um isolado canino
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resistente a0 NO. Na Zona de Expansdo e no bairro Industrial foi encontrado um isolado
canino e um isolado humano resistente a0 NO. No bairro Dezoito do Forte foram dois
isolados humanos para um canino. Nos bairros América e Santos Dumont foram ocorreram

dois isolados humanos em cada um, e 2 e 3 isolados caninos, respectivamente (FIGURA 3).
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Figura 3 - NOmero de isolados caninos e humanos de Leishmania
chagasi resistentes ao dxido nitrico, por bairros do municipio de Aracaju
ocorridos entre 2005 e 2012.

A presenca de 18 isolados resistentes ao 0xido nitrico, humanos ou caninos, aconteceu
em diferentes regifes do municipio de Aracaju, mostrando a dispersdo da doenca. A presenca
desses isolados foi observada em bairros de grande densidade demografica como América,
Industrial e Palestina (FIGURA 4). A maior parte dos isolados resistentes ao 6xido nitrico (15/
83,3%) ficou restrita aos bairros proximos do centro da cidade, sendo que apenas 3 foram
encontrados na regido sul do municipio, um de origem canina no bairro Farolandia, e um

canino e um humano, na Zona de Expansao.
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caninos, por bairro de Aracaju.
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5.2 COMPARACAO DA CAPACIDADE MICROBICIDA DE MACROFAGOS DE
RAPOSAS E CAES

Para o cultivo de macrofagos, foi utilizado sangue de trés raposas do zooldgico do
Parque da Cidade de Aracaju, e de trés cées sadios domiciliados. Todos foram negativos para
leishmaniose visceral pelo teste rapido Kalazar Detect® Rapid Test. Os macréfagos foram
cultivados em placas Labtek® e a infeccéo realizada no sétimo dia. Foi utilizado o isolado
canino LVCSE-30, resistente ao NO, pela sua facilidade de crescimento. Os experimentos
foram realizados simultaneamente com raposa e cdo, em quadriplicata. Nos tempos de 2, 24,
48 e 72 horas apoés a infeccdo foi coletado o sobrenadante, as laminas coradas e realizada a
contagem de macréfagos infectados e do nimero de amastigotas intracelulares. Os gréaficos

foram gerados utilizando o programa GraphPad Prism 5 (FIGURA5).
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Figura 5 - Infeccdo de macrofagos caninos e de raposa. Os macrofagos foram infectados com
promastigotas de L. chagasi LVCSE30 originado de um céo infectado na relacdo 10:1. Nos tempos 2,
24, 48 e 72 horas de cultivo, a porcentagem de células infectadas/100 macréfagos e o namero de
amastigotas intracelulares/100 macr6fagos foi quantificado microscopicamente. O estimulo com
lipopolissacarideo (LPS - 100 ng/ml) ocorreu duas horas antes da infecgdo. Os valores representam a
média de quatro experimentos. n = 3 para cdo e raposa. (*p < 0,05 Mann Whitney test).
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A porcentagem de macrofagos infectados e de amastigotas intracelulares/100
macrofagos foi semelhante tanto no cdo como na raposa as duas horas apos a infeccdo. Apos
24 e 48h houve uma reducdo expressiva no nimero de macrofagos infectados e de
amastigotas intracelulares, sendo praticamente ndo detectados as 72 horas apés a infecgdo. No
entanto, pode ser observado que a reducdo € maior na raposa do que no cdo e apds 48 horas
essa diferenca é significativa.

5.3 PERFIL DE EXPRESSAO PROTEICA GLOBAL EM ISOLADOS DE L. chagasi

Uma abordagem global, tal como os perfis de proteinas gerados por 2-DE, é uma
ferramenta Util para definir o repertério de proteinas de um microrganismo. O objetivo do
nosso estudo foi estabelecer a 2-DE como uma ferramenta para estudar os padrbes de
expressdo de proteinas em promastigotas de L.chagasi resistente e susceptivel ao Oxido
nitrico, com o objetivo de empregar a tecnologia protedmica para procurar proteinas de L.
chagasi espécie-especificos. Usamos promastigotas axenizados neste estudo, uma vez que
promastigotas de L. chagasi podem ser facilmente cultivados em grandes quantidades in vitro,
quando comparados com 0s amastigotas.

Os isolados foram cultivados durante sete dias. A densidade celular foi registrada
diariamente e os promastigotas foram coletados a 2000g por 10 minutos no dias 2, 4 e 6. Na
Figura 6 pode ser observada a curva de crescimento dos isolados de L. chagasi susceptivel
(LVCSE-19) e resistente (LVCSE-30) ao 6xido nitrico. Pode ser observado que a LVCSE-19
teve um crescimento ligeiramente superior a LVCSE-30.
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Figura 6 - Curva de crescimento de promastigotas de L. chagasi susceptivel (LVCSE-19) e resistente
(LVCSE-30) ao 6xido nitrico. Extratos proteicos totais foram obtidos nos dias 2 (fase logaritmica
inicial), 4 (fase logaritmica média) e 6 (fase estacionaria). Cultivo realizado em meio RPMI em
triplicata.
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Foram gerados mapas 2-DE representativos de LVCSE-19 e LVCSE-30. Apos edicao
minuciosa automatica e manual, para corrigir artefatos, a anélise de imagem detectou
aproximadamente 398 spots para LVCSE-19 (FIGURA 7) e 418 pontos para LVCSE-30. Em
geral, houve um semelhanca notavel na distribuicdo de proteinas e de posicionamento entre 0s
dois isolados de L. chagasi, com a maioria das proteinas localizadas no intervalo de pl de 4 a

7. Afocalizacdo isoelétrica foi realizada entre pH 3-7.

Figura 7 - Deteccdo de proteinas de promastigotas de Leishmania chagasi LVCSE-19 através de 2-
DE. Lisados de proteinas soluveis foram realizados em tiras de IPG pH de 3-10 (17 cm) e em seguida
separada com 10% tricina SDS-gel (18 x 20 cm). Os géis foram corados com Sypro® Protein Gel
stain. Spots que foram confirmados para mostrar um aumento de 2 vezes ou mais foram marcados com
circulos na imagem correspondente. Os ndmeros indicados correlacionam-se com 0s numeros de
referéncia atribuidos através do software PDQuest 2D 7.4.0. nos Quadros 1 e 2. Spots que foram
encontrados no gel de LVCSE-19, mas ndo foram detectados em LVCSE-30, ou vice-versa, também
foram circulados em ambos os géis. Em destaque, pode ser observado o spot 3101 correspondente a
proteina triparedoxina peroxidase de expressdo diferenciada em promastigotas metaciclicos.

Os spots protéicos com expressdo diferenciada entre os isolados de L. chagasi
susceptiveis e resistentes ao NO, foram extraidos dos geis e processados para a analise por
espectrometria de massas em sistema MALDI/TOF-TOF. A combinacdo dos espectros de
massas resultantes (MS e MS/MS) foi utilizada na identificacdo das proteinas, por meio de
busca no banco de dados do NCBInr pelo software MASCOT néo foi sequenciado, a validade
dessa estratégia de identificacdo das proteinas foi baseada no alto grau de sequéncias
conservadas entre as espécies de Leishmania spp. A interpretacdo automatica dos espectros de
massas combinados permitiu a identificacdo de 141 spots analisados.

Os dados obtidos das proteinas identificadas, com expressdo quantitativa diferenciada

e com expressao exclusiva em cada isolados estdo listados nos Quadros 1 e 2.
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Quadro2 - Proteinas de expressdo diferenciada em promastigotas do isolado de Leishmania chagasi
LVCSE-19 (susceptivel ao NO) em fase logaritmica, estacionaria e em promastigotas metaciclicos.

MW MASCOT score proteico
Spot Nome (espécie) N° NCBI (kDa) (p<0.05)

FASE LOGARITMICA INTERMEDIARIA

Lch19.1402 | beta tubulin (Trypanosoma grayi) 91983201 35.93 121

Lch19.1704 | alpha tubulin (Leishmania braziliensis.) 389600613 53.99 251
cytochrome c oxidase subunit V (L.

Lch19.2101 braziliensis) 154338084 23.01 194

Lch19.3101 | tryparedoxin peroxidase (Crithidia fasciculata) 3851500 23.46 352

Lch19.3305 | Chain A, Purine Nucleoside Hydrolase 1827759 34.48 435

Lch19.3605 | enolase (L. infantum) 146081643 48.52 812

Lch19.5402 | conserved hypothetical protein (L. braziliensis) 154334821 35.57 82
D-3-phosphoglycerate dehydrogenase-like

Lch19.5404 | (L. braziliensis) 154331555 38.10 88
glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase

Lch19.6704 (T. cruzi) 407849981 55.73 83
putative glucose-6-phosphate 1-

Lch19.6707 | dehydrogenase (L. major) 157875408 55.05 101

Lch19.7101 | triosephosphate isomerase (L. braziliensis) 389603880 24.32 284

Lch19.7306 | malate dehydrogenase (L. infantum) 146098508 34.34 283

Lch19.8304 | glycosomal malate dehydrogenase (T. brucei) 71749346 32.89 92
glycosomal glyceraldehyde-3-phosphate

Lch19.8506 | dehydrogenase, partial (Leptomonas sp) 156523920 38.79 808
putative glycosomal phosphoenolpyruvate

Lch19.8703 | carboxykinase (L. major) 389593467 60.26 115

FASE ESTACIONARIA

Lch19.1101 beta-tubulin (L. braziliensis) 154343842 20.86 196

Lch19.1401 | alpha tubulin (L. donovani) 51847763 37.50 84

Lch19.1402 | beta tubulin (T. grayi) 91983201 35.93 121
cytochrome c oxidase subunit V (L.

Lch19.3102 | braziliensis) 154338084 22.33 413

Lch19.7101 | triosephosphate isomerase (L. braziliensis) 389603880 24.32 284

Lch19.8601 Phosphoglycerate kinase, cytosolic 129909 43.36 433

PROMASTIGOTAS METACICLICOS

Lch19.2801 | chaperonin HSP60, mitoc. precursor (L. major) 157876872 64.63 345

Lch19.2902 | paraflagellar rod protein (Crithidia fasciculata) 45686191 82.65 238

Lch19.3101 | tryparedoxin peroxidase (Crithidia fasciculata) 3851500 23.46 352
cytochrome c oxidase subunit V (L.

Lch19.3102 | braziliensis) 154338084 22.33 413

Lch19.5902 | putative threonyl-tRNA synthetase (L. major) 389594623 90.77 238

Lch19.7704 | putative elongation factor Tu (L. major) 157867853 51.42 398

Numero de spot, nome da proteina/organismo relacionado, n® NCBI GenlInfo, MW= peso molecular em KkDa,
score MASCOT (p<0,05)

Na fase logaritmica intermediaria do isolado LVCSE-19 houve uma expressdo
diferenciada de proteinas relacionadas com a glicolise e a gluconeogénese como 3-
fosfoglicerato desidrogenase, glicose-6-fosfato desidrogenase, triosefosfato isomerase, malato
desidrogenase e fosfoenolpiruvato carboxiquinase. Na fase estacionaria predominaram
proteinas relacionadas com motilidade como alfa e beta tubulina; e nos promastigotas
metaciclicos predominaram proteinas relacionadas com dobramento proteico como
chaperonina Hsp60 e resposta de defensa como triparedoxina peroxidase.

Em promastigotas de L. chagasi susceptiveis ao 6xido nitrico (LVCSE-19) foram

identificadas 65 proteinas e pode-se observar que 19% das proteinas identificadas integram a
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classe de proteinas com atividade chaperona e/ou de dobramento proteico, sendo esta
categoria a mais frequente. A proporcdo das demais categorias funcionais foram,
respectivamente: proteinas associadas ao citoesqueleto (14%), metabolismo de carboidratos
(11,6%), sintese protéica (12%), metabolismo de aminoécidos (4,1%), metabolismo de
nucleosideos, nucleotideos ou &cido nucléico (4,7%), processos de detoxificacdo/antioxidagdo
(4%), crescimento e morte celular (3,9%), protedlise (2,3%), processos de modificacdes
protéicas (2%), sintese de ATP (2%), e desfosforilacdo (2%). As proteinas com funcédo
desconhecida nos processos bioldgicos representaram 18,3% do total de proteinas
identificadas (FIGURA 8).
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Figura 8 - Perfil proteico do isolado de L. chagasi susceptivel ao 6xido nitrico (L\VCSE-19).

No Quadro 3 podem ser observadas as proteinas diferentemente expressadas em
promastigotas de L. chagasi LVCSE-30 (resistente ao NO) em fase logaritmica, estacionéria e

em promastigotas metaciclicos.
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Quadro 3 - Proteinas de expressdo diferenciada em promastigotas do isolado de Leishmania chagasi
LVCSE-30 (resistente ao NO) em fase logaritmica, estacionaria e em promastigotas metaciclicos.

MASCOT
score proteico

Spot Nome (espécie) N° NCBI MW (kDa) (p<0.05)

FASE LOGARITMICA INTERMEDIARIA

30Lch1805 | Secreted acid phosphatase 1 (L. mexicana) 603855 73.17 102

30Lch3708 | Beta tubulin (L. donovani) 299829504 54.79 491

30Lch5802 | Putative serine peptidase (L. braziliensis) 154340142 84.80 87

30Lch7604 | Elongation factor 1 alpha (Leptomonas) 226347441 51.70 252

30Lch8103 | Cyclophilin (Trypanosoma cruzi) 71412806 19.72 82
Putative glucose-6-phosphate 1-

30Lch4705 | dehydrogenase (L. braziliensis) 154336135 68.68 95

FASE ESTACIONARIA

30Lch2907 | Heat shock protein (L. braziliensis) 62944644 188.53 207
Cytochrome ¢ oxidase subunit V (L.

30Lch3104 | braziliensis) 154338084 22.57 233
Hypoxanthine-guanine

30Lch6201 | phosphoribosyltransferase 26395149 24.46 352
Putative dihydrolipoamide dehydrogenase

30Lch6706 (L. braziliensis) 154343531 62.29 147

30Lch7001 | Cytochrome c oxidase subunit VI, putative 398015070 16.22 61

30Lch7201 | ATP synthase (T. cruzi) 27.32 82
Putative propionyl-CoA carboxylase beta

30Lch7706 | chain (L. braziliensis) 154340253 55.54 96
Glycosomal glyceraldehyde-3-phosphate

30Lch8503 | dehydrogenase, partial (Leptomonas sp.) 156523920 39.31 750

PROMASTIGOTAS METACICLICOS

30Lch1011 Alpha tubulin (L. braziliensis) 16.30 84

30Lch1305 | Beta tubulin (L. mexicana) 33.15 140
Chaperonin hsp60, mitochondrial precursor

30Lch2810 | (L. major) 157876872 69.97 160

30Lch4607 | Enolase (L. donovani) 190335775 47.38 110
Fructose-1,6-bisphosphate aldolase (L.

30Lch5407 | mexicana) 401419964 37.44 91

30Lch7311 Malate dehydrogenase (L. infantum) 146098508 32.38 206

Numero de spot, nome da proteina/organismo relacionado, n® NCBI GenInfo, MW= peso molecular em KkDa,
score MASCOT (p<0,05)

Na fase logaritmica intermediaria do isolado LVCSE-30 houve uma expressdo
diferenciada de proteinas relacionadas com motilidade e dobramento proteico como beta
tubulina, serina peptidase e ciclofilina. Na fase estacionaria predominaram proteinas
relacionadas com glicolise e gluneogénese como diidrolipoamida desidrogenase, propionil-
CoA carboxilase e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; e nos promastigotas metaciclicos
predominaram proteinas relacionadas com glicélise como enolase, frutose 1,6 bifosfato
aldolase e malato desidrogenase.

Aproximadamente 16% das proteinas ndo tiveram a sua funcdo bioldgica identificada.
A proporcao de proteinas foi similar ao isolado LVCSE-19, onde a maioria foi identificada
como estando relacionada com a sintese proteica (17%) e com atividade de chaperona e/ou
desdobramento proteico (17%) e 12% no metabolismo de carboidratos (FIGURA 9).
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Figura 9 - Perfil proteico do isolado de L. chagasi resistente ao 6xido nitrico (LVCSE-30).
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6 DISCUSSAO

No periodo de 2005 a 2012 foram detectados no municipio de Aracaju, 110 casos de
LV humana e 2.060 casos de LV canina. Pela ocorréncia de casos por bairros do municipio,
pode ser observado que ha uma semelhanca na distribuicdo da doenga, tanto humana quanto
canina. Segundo Marzochi, M., Marzochi, K. (1997), o cdo apresenta todas as caracteristicas
de um bom reservatorio por possuir area de distribuicdo sobreposta a humana, é fonte de
alimentacéo para o vetor, desenvolve alto parasitismo cutaneo, apresenta alta taxa de infeccéo
e a ocorréncia de casos caninos precede a ocorréncia de casos humanos.

A localizagio espacial dos casos humanos e caninos mostra ampla distribuicdo
geografica da doenca em 28 (75%) dos 37 bairros do municipio de Aracaju. Sendo esta
distribuicdo quantitativamente distinta, ndo deixa de ser reveladora, mostrando que existem
condigdes favordveis para o endemismo dessa zoonose, com riscos diferenciados,
provavelmente associados a densidade demografica humana e canina e dispersdo do vetor.
Este achado tem correspondéncia com os resultados da pesquisa de Souza (2005) ao analisar a
espacializacdo da LV em Belo Horizonte.

Um fato que chama a atencdo € a auséncia de casos humanos ou caninos em bairros
proximos ao centro da cidade como S&o Jose, Luzia, Treze de Julho e Jardins onde
encontramos a maior concentracdo de prédios com mais de 5 andares. Este fato poderia ser
explicado pelo comportamento do brasileiro de todas as camadas sociais que tém o cdo como
principal animal de estimacéo e considerado por muitos como membro da familia, dedicando
mais tempo e cuidados ao animal. Estes animais s@o criados cada vez mais no intradomicilio,
fato explicado pela verticalizacdo da cidade e pela preferéncia das pessoas por caes de
pequeno porte, o que facilitaria a sua criacdo. Carmo (2002) também percebeu esse fato ao
estudar a representacdo da LV por médicos veterinarios do servi¢o publico e privado de Belo
Horizonte — MG.

Dezoito (16,3%) dos casos humanos e 676 (32,8%) dos casos caninos aconteceram na
regido sul do municipio, nos bairros da Zona de Expansdo e Mosqueiro. Comparando a
distribuicdo espacial das incidéncias, podemos constatar que 0s bairros mais atingidos foram
aqueles das areas periféricas, com mais baixas densidades populacionais, ocupacdo recente,
baixa renda e infraestrutura urbana pouco presente. O mesmo fato foi observado por Oliveira
e Maciel (2003) em Jodo Pessoa-PB. Em pesquisas realizadas em Teresina-Pl por Cerbino-
Neto (2003) e Porteirinha-MG por Franga-Silva et al. (2003) mostrou-se a distribuicdo da LV
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em areas precarias na periferia da cidade. Borges (2006) também encontrou esta situagdo em
Belo Horizonte-MG, diferentemente de Souza (2005) que ndo encontrou relagéo entre a LV e
bolsGes de pobreza.

Na Espanha, Baron et al. (2011) elaboraram mapas de risco para verificar a auséncia
ou presenca de Phlebotomus perniciosus. Eles concluiram que a altitude, uso da terra e
drenagem do solo seriam o0s Unicos parametros adequados para prognosticar a distribuicdo do
vetor. Solos mal drenados com umidade constante favorecem o ciclo biolégico do vetor. A
regido sul do municipio de Aracaju, que abrange a regido do Mosqueiro e a Zona de
Expansdo, préxima ao litoral e a nivel do mar, apresenta extensas areas alagadas e criacdes de
animais domésticos como aves, pequenos ruminantes e cavalos, o que determinaria a presenca
do vetor e facilidade de contagio entre 0 homem e os cdes. Bhunia et al. (2011), ao pesquisar a
distribuicdo e o papel dos corpos de agua interiores e a ocorréncia de focos de LV, concluiram
que aqueles esses tem papel fundamental na manutencéo dos vetores e a ocorréncia de focos
de doenga.

A regido do Mosqueiro e da Zona de Expansdo, vem experimentando um aumento na
incidéncia da LV. Esta mudanca pode ser devida a alteracfes do perfil paisagistico que a
caracterizava como area periurbana de aspecto rural e vem gradativamente se transformando
em area residencial, o que tem provocado desmatamento da area e possivel migracdo de
vetores da LV. A Zona de Expansdo apresenta problemas de esgoto e lixo a céu aberto, ma
qualidade das vias de circulacdo e de areas de lazer, ma conservacgédo de canais, da mata ciliar,
dos mangues e das dunas, além de ocupacdo de areas embrejadas que foram aterradas para a
instalacdo de conjuntos habitacionais e condominios destinados as classes media e média alta.

Igualmente, bairros mais populosos como Olaria, Santos Dumont, Jardim Centenério e
América, proximos ao centro da cidade, de baixa renda e infra-estrutura urbana, também
apresentaram casos expressivos de LV humana e canina. A grande populacdo canina e a
infraestrutura deficiente também facilita a disseminacdo da doenca. Segundo Dias et al.
(2004), a Organizacdo Mundial da Saude e o Instituto Pasteur de Sdo Paulo, estimam a razéo
entre a populacdo canina e humana de 10:1. Tem sido observado que na regido Nordeste essa
razdo chega a 12:1.

Em alguns isolados caninos e humanos foi avaliada a resisténcia ao 6xido nitrico
(FIGURAS 2, 3 e 4). Na figura 2, treze isolados caninos foram identificados como sendo
resistentes ao oxido nitrico. Esses isolados resistentes ficaram distribuidos em bairros tanto da
periferia como préximos ao centro da cidade. Nos bairros Santos Dumont e América foram

encontrados 3 e 2 isolados resistentes, respectivamente. N&o encontramos relatos na literatura
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sobre a distribuicdo espacial de Leishmania resistente ao 6xido nitrico

Nosso trabalho ndo mostrou informacdes relacionadas com a distribuicdo do vetor e
sua correlacdo com casos humanos de LV. Casos de LV humana e canina aconteceram em
areas domiciliares e peridomiciliares de captura de fleb6tomos.

O uso das técnicas de geoprocessamento juntamente com as informagdes pertinentes
ao municipio estudado possibilitou a visualizacdo da distribuicdo geogréfica dos casos de LV
e, portanto, das caracteristicas ambientais das areas onde interagiu a triade parasitaria canino-
vetor-homem. Uma vez que a tipologia vegetal exerce uma forte influéncia na ocorréncia
deste agravo, sugerimos que através de produtos derivados de imagens de satélite, esta
variavel seja inserida nos estudos de modelagem para predicdo da enfermidade e na
delimitacdo de suas areas de risco.

Os isolados humanos resistentes ocorreram nos bairros Industrial, Dezoito do Forte,
Santos Dumont e América, um caso por bairro. Exceto o isolado humano do bairro Industrial,
nos outros trés bairros também foram isoladas Leishmania resistente ao Oxido nitrico
originadas de cées. Em analises posteriores sera definido se os mesmos isolados foram
responsaveis pela doenca em humanos e em caninos.

Macrofagos tém sido descritos como células pioneiras capazes de sobreviver em
condicdes axénicas e tém sido utilizados em diferentes condicdes experimentais e obtidos a
partir de diferentes sitios anatdmicos de diversas espécies animais. Essas celulas representam
uma populacéo ideal de células alvo, principalmente para estudos de parasitas intracelulares
como Leishmania (MADEIRA; BARBOZA-SANTOS; MARZOCHI, 1999).

Ao contrario de macréfagos derivados de mondcitos de outras espécies animais como
suinos, ovinos, bovinos, caprinos e caninos (BUENO et al., 2005), ndo ha relatos do cultivo
de macrofagos em raposas. Considerando a falta de informacdes sobre a caracterizacdo de
macrofagos de raposas derivados de mondcitos, bem como um procedimento padrdo para a
cultura, isolamento, e a infeccdo destas células com Leishmania, foi realizada uma anélise
quantitativa e qualitativa de macréfagos derivados de mondcitos isolados a partir de sangue
periférico de raposas. Além disso, essas células foram inoculadas com promastigotas de L.
chagasi para avaliar sua atividade fagocitaria.

Poucas pesquisas tém caracterizado macrdfagos derivados de mondcitos de sangue
periférico canino e utilizando uma técnica padronizada para o isolamento, cultivo e infeccéo
dessas celulas com Leishmania.

Pode ser observado que apos a infecgdo com cepas resistente e susceptivel ao oxido

nitrico, os macréfagos de raposa, cultivados em meio sem estimulo de LPS, conseguem
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controlar rapidamente a infeccéo e com 48 horas ap0s a infecgdo ndo se observam amastigotas
de Leishmania dentro das células. Da mesma forma, as células cultivadas com estimulo de
LPS, também conseguem controlar rapidamente a infecgdo (FIGURA 6).

Da mesma forma, pode ser observada a diminuicdo do numero de amastigotas
intracelulares ap6s 48 horas da infec¢do. A diminuicdo foi acentuada tanto na infecgdo com a
cepa sensivel ao 6xido nitrico como na cepa resistente.

Santos et al. (2012) demonstraram que L. chagasi isolada de cdes e humanos tem
infectividade e sensibilidade ao 6xido nitrico diferente e a0 mesmo tempo sdo mais resistentes
aos mecanismos leishmanicidas de macr6fagos murinos e que poderia haver uma selecdo
natural do parasita desenvolvendo maior resisténcia ao infectar o c&o, o que poderia explicar a
maior severidade da doenca.

Madeira et al. (1999) realizaram o cultivo de macrofagos derivados de exsudato
peritoneal de cées para estudar a infectividade de L. chagasi, L. braziliensis e L. amazonensis.
Eles observaram que L. chagasi tem uma afinidade maior pelas células do céo e que apds 6
dias da infeccdo, 98% dos macrdéfagos continuavam infectados. Apds 48 horas da infeccdo de
macrofagos derivados de mondcitos de sangue periferico de cdo, Vouldoukis et al. (2006) e
Sampaio et al. (2007) observaram a sobrevivéncia e multiplicagdo de L. infantum e L.
chagasi, respectivamente. Esses resultados indicam que a raposa consegue controlar
rapidamente a infeccdo com leishmania. As raposas raramente tém apresentado sinais clinicos
da doenca a diferenca dos cdes que apds alguns meses de infectados, apresentam
sintomatologia clinica. Como perspectiva é necessaria a dosagem de citocinas do cultivo de
macrofagos e a comparacao da infeccdo com macréfagos de cées.

Lainson e Shaw (1987) propdem 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) propGem a hipdtese
que L. chagasi teria uma origem afro-europeana recente e que o parasita poderia ter sido
trazido por cées infectados que acompanhavam os conquistadores portugueses e espanhdis.
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.

Estudos mais recentes recomendam a revisdo da taxonomia de L.chagasi. Varios
autores propdem que L.chagasi seja vista como sindnimo de L.infantum (DANTAS-TORRES,
2006; MAURICIO; STOTHART; MILES, 2000), ou que L.chagasi seja considerada como
subespécie de L.infantum (SHAW, 2006). Atualmente métodos moleculares, tais como

amplificacdo de DNA polimorfico ao acaso (RAPD), reacdo da polimerase em cadeia (PCR),
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polimorfismo de fragmentos de restricdo (RFLP) e sequenciamento, tém demonstrado
distincdo genética entre as especies de L.infantum e L.chagasi (DANTAS-TORRES, 2006;
SHAW, 2006). Foi demonstrado ndo existir diferencas moleculares marcantes entre L. chagasi
e L. infantum (FINAMORE, 2010; KUHLS et al., 2007; OCHSENREITHER et al, 2006) o
que permite supor que L. infantum, descrita por Nicolle em 1908 e L. chagasi, descrita por
Cunha e Chagas em 1937, sejam a mesma espécie.

Os resultados aqui apresentados sdo uma aproximacdo parcial, realizados por
eletroforese bidimensional seguido de identificacdo por MALDI-TOF/TOF, pois analisou-se
uma pequena parte do proteoma.

Dessa forma, a comparacdo dos nossos resultados é feito com os dados das proteinas
ja caracterizadas de L. major, L. braziliensis e L. infantum.

Na regulagdo génica do isolado susceptivel ao Oxido nitrico (LVCSE-19), varias
proteinas foram detectadas mais abundantemente em promastigotas na fase log precoce, e que
estdo relacionadas com a expressao e regulacdo do gene. Estas proteinas incluem a proteina de
ligacdo a poli A (PABP), o fator de elongacédo 5 (elF5a), fator de elongagdo Tu (EF-Tu), uma
proteina de ligacdo de RNA e duas isoformas do fator de elongacdo 1 alfa ( EFla). Tais
proteinas estdo envolvidas especificamente com a regulacdo da traducdo do mRNA e sua
estabilidade.

Agindo na protedlise, uma cisteina peptidase tipo calpaina € a mais abundante no
inicio da fase logaritmica do que na fase estacionari a, enquanto uma oligopeptidase B é a
mais abundante no quarto dia. Na transducé@o de sinais (sinalizacdo intracelular) um inibidor
da dissociacdo de rab-GDP e o fator de ribosilacdo de ADP sdo mais abundantes na fase
logaritmica inicial.

Das proteinas relacionadas com o citoesqueleto e movimento, uma isoforma da beta
tubulina e outra da alfa-tubulina sdo mais expressadas fase logaritmica intermediaria e a da
beta tubulina também na fase estacionaria, em que existe também outra isoforma adicional de
beta-tubulina sobre-expressada. Provavelmente tem a ver com uma maior mobilidade a
medida que avancamos para a fase estacionaria, e remodelamento celular que ocorre durante
0s processos de diferenciacao.

No metabolismo de nucleotideos, a cadeia A da hidrolase de nucleosideo de purina é
abundante na fase log intermediaria, diminuindo na fase estacionéria.

No metabolismo energético, varias proteinas envolvidas na glicélise exibem niveis
diferenciais. A gGAPDH glicosomal é sobre-expressada no inicio e meio da fase log em

relacdo a estacionaria e uma triose fosfato isomerase (TPI) é sobre-expressada na fase log
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média e estacionaria com relacdo a fase logaritmica inicial. Uma isoforma da fosfoglicerato
quinase € sobre-expressada em fase log precoce, enquanto que outra delas é sobre-expressa
em fase estacionaria. Finalmente, a enolase é sobre-expressada em fase estacionaria. Os niveis
ndo constantes de GADPH sdo muito raros, se tratando de uma enzima de expressdo
constitutiva.

A enzima-chave na gluconeogénese, uma fosfoenolpiruvato carboxiquinase glicosomal
(gPEPCK) é sobre-expressada em fase estacionaria. Quanto a glicolise e gliconeogénese, em
geral, podemos dizer que ha uma diminuicdo da atividade na fase estacionaria das enzimas da
primeira parte da glicdlise, e um aumento na secundéaria. Podem ser necessérios, em cada fase,
acucares distintos, ndo sé para fins catabdlicos, mas também para gerar outros aglcares, que
possam servir para 0s processos anabolicos (ligacdo com a via das pentoses fosfato, por
exemplo).

Algumas enzimas do ciclo de Krebs também apresentam expressao diferencial, como a
isocitrato desidrogenase, aconitase e uma malato desidrogenase (MDH), que apresentam
niveis elevados na fase logaritmica inicial. No entanto, existem duas isoformas da MDH, uma
delas glicosomal, que estdo sobre-expressadas em fase log intermediaria.

Quanto a cadeia de transporte de elétrons respiratorio, a Fe-superoxido dismutase é
sobre-expressada em fase log precoce (dia 2), enquanto que a citocromo ¢ oxidase isoforma V
(coxV) é sobre-expressada na fase intermediaria e estacionaria.

Tripanotiona peroxidase e a triparredoxina peroxidase sdo sobre-expressadas na fase
estacionaria. Essas enzimas estdo envolvidas no controle do estresse oxidativo por espécies
reativas de oxigénio (ROS).

A fosfatase acida secretada (SAP) é sobre-expressos nas fases intermediaria e
estacionariaias 4 e 6 da curva. Nos promastigotas metaciclicos, a treonina-tRNA sintetase e 0
EF-Tu estdo sobre-expressados, no inicio da fase logaritmica.

Relacionado com o enovelamento de proteinas, a chaperonina hsp60 é sobre-
expressada em promastigotes metciclicos, e com relagdo a citoesqueleto e movimento, uma
proteina do haste paraflagelar (paraflagellar rod protein).

No metabolismo geral, a gPEPCK, piruvato quinase (enzima ndo vista antes na
glicolise, a ultima enzima da via), duas isoformas do TPI, o coxV e timina 7-hidroxilase estdo
sobre-expressadas em promastigotas metaciclicos. A triparredoxina peroxidase também é
sobre-expressa na fases intermediaria e nos metaciclicos.

Podemos dizer que o perfil de expressdao génica de promastigotas de L. chagasi 19

lembra globalmente aos estudados previamente em L. infantum e de outras espécies em geral:
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em fase logaritmica sdo sobre-expressados um nimero de genes associados com a regulacéo
da expressdo génica, transducdo de sinais, metabolismo, etc., visando o crescimento e
multiplicacdo do parasita e o inicio de processos de diferenciacao .

Na curva de crescimento do isolado LVCSE-30, detectou-se na fase logaritmica
intermediéaria, um aumento da glicose-6-fosfato 1-deshidrogenase, enzima que catalisa a
primeira reacdo da via da pentose-fosfato. Esta via, encarregada da interconversdo de agucares
de diferente nimero de atomos de carbono, tem importancia em relagdo a tirosina
aminotransferase, a malato desidrogenase e a resisténcia ao éxido nitrico, sendo que esta via
participa no controle do estresse oxidativo. Diferentes mecanismos de controle oxidativo
atuam de forma simultdnea ou alternativa com mais intensidade em diferentes momentos da
curva de crescimento.

Um dado interessante é a sobre-expreséo de duas isoformas da enolase e de uma triose
fosfato isomerase (TPI) na fase logaritmica inicial quando comparada com a fase logaritmica
intermediaria, ao contrario da glicose-6-fosfato-1-desidrogenase, cujo produto é o 6-
fosfogluconato, intermediario na via das pentoses-fosfato. Foi relatado que em condicdes de
estresse oxidativo, muitos organismos utilizam como alternativa a glicolise, a via da pentose-
fosfato (GRANT, 2001; 2008). Nesse caso, 0s parasitas ndo se encontram na presenca de
oxido nitrico ou outras condicdes de estresse oxidativo, mas o parasita provavelmente tem
este mecanismo ativado de forma basal, sendo mais ativo em determinada fase do
crescimento. Seria esperado que fosse mais ativo no amastigota, mas ainda nao foi realizado
nenhum experimento desse tipo.

A diidrolipoamida desidrogenase, importante enzima que forma parte do complexo
piruvato desidrogenase (complexo multienzimatico que permite a geracdo de acetil-coenzima
A, a partir de piruvato procedente da glicdlise ou do catabolismo de certos aminoacidos) esta
sobre-expressada na fase estacionaria. Porém, certas enzimas glicoliticas estdo sobre-
expressadas em tempo diferente e outras (isoformas de hexoquinasa, aldolasa, triose fosfato
isomerase, e incluso outra isoforma distinta aquela aqui descrita de diidrolipoamida
desidrogenasa) sdo de expressdo constante ao longo de toda a curva.

Detectou-se em quantidade maior subunidades do complexo citocromo oxidase cox V
e cox VI no dia 6 da curva de crescimento, assim como de uma ATP sintase. Em conjunto,
esses dados sugerem que a sobre-expressdo de diidrolipoamida desidrogenasa, cox VI y cox V
ndo se deve ao aumento da atividade glicolitica, e sim provavelmente a outras origens
alternativas do piruvato por razGes desconhecidas. Porém, lembremos que a ATP sintase nao

tem nada a ver com a cadeia transportadora de elétrons e a fosforilagdo oxidativa.
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Foi observada uma sobre-expresséo de uma GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase) glicosomal. Normalmente GAPDH é, pelo menos en Leishmania, de
expressdo constitutiva, sendo raro que sua abundancia mude em algum momento (ALCOLEA
et al., 2011). Neste caso, ha uma sobre-expressdo na fase estacionaria. Por ser uma enzima
glicosomal, poderia ser uma isoenzima mitocondrial que apresenta um padrdo de expressdo
diferente.

Foram detectadas varia¢des na abundéncia de duas isoformas do fator de elongacéo da
transcricdo 1 alfa (EF1 alfa). As variagbes de abundéncia de ambas isoformas sao
antagbnicas: enquanto uma delas se sobre-expressa na fase inicial, a outra & mais abundante
na fase estacionaria da curva de crescimento dos promastigotas de L. chagasi. Esses
resultados sugerem que em cada fase do crescimento, a regulacdo da expressao génica muda,
dando lugar a perfis de expressdo diferencial entre eles. Os mecanismos de regulacdo da
expressdo génica sdo post-transcricionais e a maior abundécia das isoformas de EF1 alfa
descritas em uma ou outra fase do crescimento tem a ver provavelmente com estas variacoes
(ALCOLEAZet al., 2011).

Com relacdo a protedlise, uma serina peptidase de funcéo bioldgica desconhecida no
parasito estd sobre-expressada na fase lagoritmica intermediariao, enquanto que uma
peptidase de tipo calpaina € mais abundante no inicio da curva, com relacdo a fase
estacionaria havendo se detectado variacGes entre o resto do tempo e as condigdes analisadas.
Esta situacdo também foi observada por Vergnes et al. (2007) ao estudar L. donovani
resistente a drogas. Eles concluiram que a sobre-expressdo da calpaina era responsavel por
induzir susceptibilidade maior aos antimoniais e menor susceptibilidade a miltefosina. A
mesma observacdo foi realizada por Trindade (2011) ao realizar analise protebmica de
isolados de L. chagasi resistentes e susceptiveis a miltefosina.

Uma isoforma de beta tubulina é mais abundante na fase intermediaria, sendo este um
dos possiveis mecanismos de remodelacdo da morfologia do parasita ao longo do processo de
diferenciacdo do promastigota. Uma isoforma da alfa tubulina se sobre-expressa em
promastigotas metaciclicos com relagdo aos logaritmicos, e uma isoforma da beta tubulina
apresentando perfil contrario ao promastigota em fase logaritmica. Resultado similar foi
encontrado por Yao et al. (2010) ao utilizar a abordagem protedmica para identificar dezenas
de proteinas da membrana celular de promastigotas em fase logaritmica e promastigotas
metaciclicos de Leishmania chagasi, sendo a maioria delas, estagio especificas. Entre elas,
varios tipos de alfa e beta tubulina, diferencialmente expressadas em promastigotas

metaciclicos apenas.
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Observacdo interessante é que trés isoformas da tripanotiona peroxidasa se expressem
de forma constante, invariavel, a longo de toda a curva de crescimento. A principal funcéo da
tripanotiona € promover defesa contra o estresse oxidativo. Esse isolado poderia ter uma
predisposicdo intrinseca de resisténcia ao Oxido nitrico, pois foi cultivado em condicdes
padronizadas sem nenhum tipo de presséo, agentes seletivos ou 6xido nitrico. Esse isolado ja
tinha sido caracterizado anteriormente como sendo resistente ao 6xido nitrico.

A abundancia de frutose-1,6-difosfato aldolase (ALD), uma isoforma da triose fosfato
isomerase (TPI) e da isoforma fosfoglicerato kinase B (PGK B) é menor em promastigotas
metaciclicos separados do resto da populacdo em fase estacionaria mediante centrifugacdo em
gradiente de Percoll do que em promastigotas em fase logaritmica. Temos que levar em conta
que outra isoforma da TPl se expressa de forma constante ao longo de toda a curva de
crescimento e também em metaciclicos de fase estacionaria isolados por centrifugagdo em
gradiente de Percoll.

Duas isoformas da malato desidrogenase citosélica (MDH) com padrdo de expresséo
antagbnico foram detectadas: uma pesada cuja abundancia é menor em promastigotas
metaciclicos isolados com gradiente de Percoll do que em promastigotas em fase logaritmica
e outra com o perfil contrario, cuja abundancia nos primeiros, € bem maior. Na auséncia de
carboidratos, Leishmania spp € capaz de utilizar aminoacidos como a principal fonte de
carbono. As aminotransferases participam nos passos iniciais da quebra dos aminoacidos com
a finalidade de obter NAD(P)H, que atua como poder redutor frente ao estresse oxidativo. A
producdo de NAD(P)H tem sido descrita como um dos principais sistemas de resisténcia em
cepas resistentes ao 0xido nitrico (VAN ASSCHE et al., 2011).

Isto foi demonstrado com uma tirosina aminotransferasa que se sobre-expressa em
promastigotas prociclicos de cepas resistentes ao oxido nitrico e que esta diretamente
relacionada com uma malato desidrogenasa citosélica ultima responsavel da producdo de
NAD(P)H (Dr. Vicente Larraga, comunicacdo pessoal). A tirosina aminotransferase produz
uma reacdo de transaminacdo cujo produto € substrato da malato desidrogenase citosolica,
gerando poder redutor em forma de NADH e/ou NADPH + H® que é necesséario para
combater o estresse oxidativo na célula e em Leishmania atuando conjuntamente com a
tripanotiona peroxidasa (HUNTER et al., 2003). Por enquanto, ndo sabemos o significado da
sobre-expressdo da outra isoforma da MDH citosolica a elevados niveis em promastigotas
metaciclicos isolados pelo gradiente de Percoll.

Detectaram-se mudangas na abundancia de certas proteinas que estdo implicadas em

processos de regulacdo da expressdo génica. Por um lado, duas isoformas do fator
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transcricional 2 (EF2) sdo menos abundantes em promastigotas metaciclicos separados da
populacdo em fase estacionéria através de centrifugacdo em gradiente de Percoll do que em
promastigotas em fase logaritmica. A regulacdo da expressdo génica nao se produz a nivel da
transcricdo, mas € pds-transcricional (CLAYTON; SHAPIRA, 2007), existindo distintos
mecanismos: estabilidade dos mMRNA, taxa de transcri¢do, estabilidade e modificacdes pds-
transcricionais das proteinas, etc., sendo alguns deles ainda pouco estudados. A sobre-
expressdo de EF2 esta relacionada provavelmente com uma maior taxa de expressdo génica
em geral (promastigotas em crescimento, etc.). Essa informagdo coincide com os dados da
analise do transcriptoma observados previamente em L. infantum (ALCOLEA et al., 2010a),
que é considerada praticamente a mesma espécie.

Hé duas isoformas de uma cisteina peptidase de tipo calpaina que apresentam perfis de
expressdo antagonicos: uma delas se sobre-expressa em promastigotas metaciclicos e a outra
em promastigotas logaritmicos. Ambas estdo relacionadas com a diferenciagdo celular, a
remodelacdo do citoesqueleto e a transducdo de sinais (ONO; SORIMACHI; SUZUKI, 1998;
SATO; KAWASHIMA, 2001). As rotas de transcri¢do de sinais ndo tem sido caracterizadas
em tripanosomatideos, a pesar de que 0s genes tem sido caracterizados a profundidade
(PARSONS et al., 2005).

Por ultimo, a chaperonina hsp60 esta sobre-expressada em promastigotas metaciclicos
em relacdo aos promastigotas em fase logaritmica. Como chaperonina, esta proteina tem a ver
com a mudanca de conformacdo de diversas proteinas, algumas das quais podem estar
relacionadas com resposta ao estresse pelas mudancas de temperatura durante o processo de
infeccdo. As principais proteinas do choque térmico sdo abundantes tanto na fase de
promastigota no artropode como na fase de amastigota no mamifero e algumas delas sdo
requeridas e expressadas apenas no mamifero. O estresse caldrico encontrado pelos parasitas
durante a transmissdo a hospedeiros mamiferos é o gatilho chave para a sua diferenciacédo e
pode ser um fator no tropismo de Leishmania spp (CLOS; KROBITSCH, 1999).

Ao compararmos os perfis dos dois isolados, LVCSE-19 e LVCSE-30, sugerimos,
portanto, que existe uma diferenca importante na sobre-expressdo de glicose-6-fosfato
desidrogenase 1, diferencialmente expressa apenas em LVCSE-30; na expressao diferenciada
da enolase e da triosefosfato isomerase (TPI), sobre-expressadas na fase logaritmica inicial e
intermediaria de LVCSE-30 e na fase estacionaria de LVCSE-19; na expressao diferenciada

da diidrolipoamida-desidrogenase e da ciclofilina, somente na L\VCSE-30.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa permitem concluir:

A. Existe uma associacdo entre as areas de maior ocorréncia de casos humanos e caninos
e regides de risco muito elevado para a satde

B. A ocupacdo do mesmo espaco geografico dos casos caninos e humanos de LV em
Aracaju — SE ressalta a importancia do cdo como reservatorio da LV

C. Os macrofagos de raposa conseguem controlar mais rapidamente a infeccdo por
Leishmania indiferente da sua resisténcia ou susceptibilidade ao 6xido nitrico

D. Em ambas as cepas analisadas houve uma maior expressdo diferenciada de proteinas
relacionadas com sintese proteica e dobramento proteico

E. A expressdo diferenciada de genes relacionados com infectividade foi mais observada

em promastigotas metaciclicos.
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8 PERSPECTIVAS

A. Realizar novos estudos para identificar algumas das proteinas expressas
diferencialmente, e, em conjugacdo com ensaios imunoldgicos, identificar proteinas
essenciais ao parasita e para o desenvolvimento de novas estratégias de controle de
Leishmania.

B. Realizar dosagem de citocinas nos sobrenadantes das infeccdes de macrdfagos de cdes

€ raposas.
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