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Resumo

A Leishmaniose Visceral Americana (LVA) € uma doenca infecciosa grave
altamente letal se ndo tratada. A taxa de infecgcdo de caes pela Leishmania
infantum é considerada como um parametro importante no monitoramento
epidemioldgico da LVA, visto que esta doenca é considerada pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS) como uma das seis maiores epidemias de origem
parasitaria do mundo. O presente estudo objetivou determinar a taxa de infeccao
de caes pela L. infantum no municipio de Serra Talhada - PE e avaliar a relacdo
entre polimorfismos nos genes beta-defensina e lectina ligadora de manose (MBL)
destes animais e a infeccdo pela L. infantum. Foram utilizadas amostras de
sangue de caes errantes de Serra Talhada, que foram submetidas a extracdo de
DNA e consequentemente PCR em tempo real. Utilizando os primers Linf 1B a
gPCR detectou a presenca de seis cédes infectados de 86 avaliados (~7% de caes
infectados). Nas sequencias avaliadas para o marcador de defensina foram
observados nove sitios polimérficos, dos quais, nenhum apresentou associacao
significativa com a infeccao por L. infantum, porém o haplétipo formado pela unido
desses SNPs apresentou uma forte associagdo com a L. infantum (p = 0,029 e
OR = 37.36 (1.55 — 903.16)). Para MBL2 apenas um indel foi encontrado e n&o
apresentou associacgéao significativa com L. infantum, obtendo um valor de p<0,21,
possivelmente por apresentar um baixo numero de individuos infectados e

polimorfismos nas sequencias obtidas.

Palavras-chave: Defensina; Lectina Ligadora de Manose; Leishmania infantum

chagasi; Leishmaniose visceral americana; Polimorfismos.
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Abstract

The American Visceral Leishmaniasis (AVL) is a serious infectious
disease, highly lethal if untreated. The rate of infection of dogs by Leishmania
infantum chagasi is considered an extremely important parameter in
epidemiological monitoring of AVL, since the disease is considered by the World
Health Organization (WHQO) as one of six major epidemics of parasitic origin of the
world. The present study aimed to determine the rate of infection of dogs by L.
infantum in Serra Talhada - PE and evaluate the possible relationship between
polymorphisms in beta-defensin and mannose binding lectin (MBL) of these
animals and predisposition to infection by L. infantum. We used samples of blood
of stray dogs Serra Talhada, they were subjected to DNA extraction and
consequently real-time PCR. Using primers Linf 1B the gPCR detected the
presence of six dogs infected among the 86 evaluated (~7% of infected dogs). In
the sequences evaluated for marker defensin, nine polymorphic sites were
observed, of which, none showed significant association with infection by L.
infantum, but the haplotype formed by the union of these SNPs showed a strong
association with L. infantum (p = 0.029 and OR = 37.36 (1.55 - 903.16)). To MBL2
only one indel was found and no showed significant association with L. infantum,
obtaining a p value <0.21, probably due to a low number of infected individuals

and polymorphisms in the sequences obtained.

Key words: Defensin; Mannose binding lectin; Leishmania infantum chagasi;

American visceral leishmaniasis; polymorphisms.
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1. Introducéo

A leishmaniose visceral americana (LVA) é uma doenca parasitaria de
carater endémico, causada pelo protozoario tripanossomatideo Leishmania
infantum chagasi. Este parasita é transmitido pela picada de fémeas infectadas de
dipteros da familia Psychodidae, género Lutzomyia, sendo Lu. longipalpis o seu
principal vetor no Brasil.

A LVA se encontra disseminada em toda a regido neotropical, sendo o Brasil
responsavel por 90% dos casos humanos notificados. Devido ao seu carater
endémico, esta doenca vem se tornando um importante problema de saude
publica. A ocorréncia da LVA em uma determinada area depende basicamente da
presenca do vetor susceptivel e de um hospedeiro/reservatério igualmente
susceptivel. O cdo vem sendo apontado como reservatério da endemia e como
hospedeiro doméstico, tornando-se o0 mais importante reservatério natural
relacionado com casos humanos.

O diagnoéstico da LVA em caes é baseado principalmente na realizacdo de
testes sorolégicos, exames de esfregacos corados por Giemsa, culturas in vitro e
no uso de técnicas histologicas. Tem-se demonstrado que a técnica da PCR
também pode ser utilizada na deteccdo de DNA da L. infantum em amostras
clinicas de caes, exibindo niveis de sensibilidade geralmente superiores aqueles
fornecidos pelos métodos tradicionais. Deste modo, espera-se que a PCR passe
a representar o padrao de referéncia na rotina de deteccdo de infeccdes pela L.
infantum.

A PCR também tem sido utilizada para detectar componentes relacionados

com o processo de resposta imunolégica em seres humanos e animais que,



devido a sua acdo contra parasitas causadores de doencas, podem estar
relacionados com o nivel de infec¢@o por diversos patdgenos, inclusive pela L.
infantum.

Dentre esses componentes destacam-se as defensinas, que sao peptideos
antimicrobianos que apresentam atividades importantes para o sistema inato de
resisténcia nos vertebrados. Outro componente importante do sistema de
imunidade inato € a lectina ligadora de manose (MBL), uma proteina sérica
sintetizada no figado que tem uma importante funcdo na imunidade inata do
hospedeiro, pela sua ligacdo de alta afinidade a residuos de manose ou a outros
carboidratos componentes de virus, bactérias e leveduras. Estudos indicam que
niveis elevados de MBL2 podem estar relacionados ao risco de desenvolvimento
da LVA e complicac¢@es clinicas em infecgbes com L. infantum.

Sendo assim, a andlise dos genes que codificam a defensina e MBL2 podem
fornecer subsidios para relacionarmos seus polimorfismos com a infec¢éo pela L.
infantum em caes. Este estudo se baseou no uso de ferramentas de biologia
molecular para avaliar diferentes aspectos da epidemiologia da leishmaniose
visceral em Serra Talhada, municipio do sertdo de Pernambuco, onde sé&o

registrados dezenas de casos de leishmaniose visceral canina a cada ano.



2. Revisao da Literatura

2.1. Leishmaniose Visceral Americana

A Leishmaniose Visceral Americana (LVA) é uma doenca infecciosa
sistémica grave, altamente letal se ndo tratada e que apresenta aspectos clinicos
e epidemiologicos bastante caracteristicos em cada regido geografica onde
ocorre. Apresenta como agente etioldgico a Leishmania infantum chagasi (Cunha
e Chagas 1937), protozoario da familia Trypanosomatidae transmitido pelas
fémeas infectadas do diptero flebotomineo Lutzomyia longipalpis (Grimaldi et al.,
1989).

A LVA é uma doenca endémica em areas tropicais e subtropicais, onde
constitui um importante problema de salude publica. Nessas regides é
considerada basicamente uma zoonose, onde 0s humanos sdo hospedeiros
incidentes no ciclo de vida dessas espécies parasitas. A infeccdo de humanos
pela L. infantum depende tanto da imunidade do hospedeiro quanto da viruléncia
do parasita (Grimaldi et al., 1989).

O primeiro caso de infeccdo assintomatica de LVA subclinica foi relatado
em 1906, por William Leishman. Nas Américas, estende-se desde o México até a
Argentina, sendo o Brasil responsavel por 90% dos casos notificados (Monteiro et
al., 2005; Brasil, 2006). O primeiro caso descrito no Brasil foi em 1913, através da
necropsia de um paciente procedente de Boa Esperanca, Mato Grosso. No
periodo de 2001 a 2010 foram registrados 33.315 casos de LVA no pais. Nesse
mesmo periodo, ocorreram pelo menos 2.287 oObitos por LVA, implicando uma

letalidade de 6,9% (Brasil, 2010).



A regido Nordeste € a que apresenta o maior percentual de notificacdes de
leishmaniose visceral humana (77% dos casos), estimando-se ainda que de 20 a
30% dos céaes estejam permanentemente infectados (Gomes Neto, 2006). Assim
como em outros Estados do Nordeste, a LVA é endémica em Pernambuco, sendo
amplamente distribuida e havendo registros de casos em todas as regifes
geocliméticas (Dantas-Torres, 2006). No periodo de 2000 a 2006, foram
notificados cerca de 1.210 casos humanos em 76 (41%) municipios, sendo o

Agreste e 0 Sertdo as regides com os maiores indices (Miranda, 2008).

N= de casos

1142
11 25 100 0 100 200EmM

26 50

I
B 1100
|

101 200

Figura 01 — Distribuic@o geogréfica cumulativa dos casos de leishmaniose visceral notificados em

Pernambuco, Brasil, no periodo de 1990 a 2001. (Fonte: Dantas-Torres e Brand&o-Filho, 2006).

Estima-se que 20% dos individuos infectados por Leishmania infantum
chagasi desenvolverdo a forma classica da doenca. O periodo de incubacao
geralmente varia entre dois e seis meses. O primeiro sintoma de visceralizacéo &
febre baixa recorrente, frequentemente com dois ou trés picos diarios que persiste
com remissdes durante todo o curso da infec¢cdo. Esplenomegalia € o achado
mais importante e destacado no calazar. O tamanho do baco varia, sendo

caracteristicamente encontrado entre 5 e 15 cm da reborda costal direita e, em
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geral, quanto mais prolongada for a doenca, maior o baco. Areas de congesto e
de infarto esplénico podem ocorrer, inclusive com ruptura do 6érgdo (Gontijo e

Melo 2004; Nascimento et al., 2005; Borges, 2006).

2.2. Leishmania infantum chagasi

A Leishmania infantum chagasi (Trypanosomatidae) é o protozoario
parasita causador da Leishmaniose Visceral Americana. Existem
aproximadamente 30 espécies de Leishmania e ao menos 20 destas séo
patbgenos para humanos (Ashford et al., 2000; Desjeux, 2004). O género
Leishmania é dividido em dois subgéneros: Leishmania e Viannia, que se
diferenciam, entre outros aspectos, pelo lugar onde se multiplicam no trato
digestivo dos insetos vetores (Lainson and Shaw, 1987).

O ciclo de vida da Leishmania se completa em duas etapas. O
flebotomineo, ao realizar o repasto sanguineo, ingere a forma amastigota da
Leishmania que, no seu trato digestivo, desenvolve-se para a forma promastigota.
Os promastigotas se multiplicam e migram para as probdoscides até o momento de
um novo repasto sanguineo. Ao realizar o repasto, o vetor infectado regurgita os
promastigotas da Leishmania para o hospedeiro. As formas promastigotas
infectam os macroéfagos, transformando-se em amastigotas reiniciando o ciclo do

parasita. (Silveira et al., 2004).
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Figura 02 — Ciclo de vida da Leishmania infantum chagasi (Fonte: Centers for Disease Control

and Prevention)

2.3. Epidemiologia

Nas duas ultimas décadas a Leishmaniose Visceral Americana ressurgiu
no mundo de forma preocupante. No Brasil, epidemias urbanas foram observadas
em varias cidades e a doenca tem sido verificada como infeccdo oportunista em
pacientes com AIDS (Brasil, 2005).

A LVA predomina nas periferias das grandes cidades, onde se observa um
grande conglomerado de homens e cdes, uma constante verticalizacdo das
cidades e a alteracdo do estado imunolégico das pessoas por dependéncia
quimica, doencas transmissiveis, desnutricdo e estresse (Naveda et al., 2006). A
esse fato, associam-se também as alterac6es ambientais ocasionadas por a¢des
antropicas (e.g. praticas agrarias, exploracao do solo, desmatamento acentuado),
habitacdo em areas sem condi¢cbes adequadas de moradia e saneamento,

migracdes constantes, interagcdo e mobilizagdo de reservatérios silvestres e cées



infectados para areas sem transmissao (Monteiro et al., 2005; Fontes, 2007,
Maia-Elkhoury, 2008).

A LVA é considerada pela Organizacdo Mundial de Saude (2009) um
importante problema de saude publica, sendo registrados cerca de 500 mil casos
a cada ano. Segundo o Ministério da Saude (2010), foram registrados casos
autoctones no Brasil em 20 unidades federadas de quatro regides, sendo a
maioria no Nordeste. No entanto, a doenca vem se expandindo de forma
gradativa nas regifes Norte, Sudeste e Centro-Oeste.

Segundo Dantas-Torres e Brandéao-Filho (2006), a maioria dos casos de
LVA identificados no Agreste de Pernambuco foi observada nos municipios no
entorno de Caruaru, mesmo o0 Sertdo sendo considerado historicamente
endémico.

De maneira geral, o pais enfrenta atualmente a expanséao e urbanizacdo da
LVA com casos humanos e grande numero de caes positivos em varias cidades
de grande e médio porte. O ciclo de transmisséo, que anteriormente ocorria nos
ambientes silvestre e rural, hoje também se desenvolve em centros urbanos. A
proximidade entre as habitacfes, a alta densidade populacional e a grande
suscetibilidade da populacdo a infec¢do contribuiram para a rapida expansao da

LVA no ambiente urbano (Gontijo e Melo, 2004).

2.4. Importancia da Leishmaniose Visceral Americana em animais

Em locais onde a LVA é endémica, o cdo € considerado hospedeiro
doméstico e principal reservatorio de L. infantum (Franca-Silva et al., 2003). Os

hospedeiros silvestres mais bem conhecidos sdo as raposas e marsupiais que,



por possuirem habitos sinantrépicos, poderiam promover a ligacdo entre os ciclos
silvestres e domeésticos (Costa, 2012).

Os caes domésticos constituem o mais importante reservatorio de L.
infantum e representam, consequentemente, o principal elemento no ciclo de
transmissdo doméstica da LVA (Alvar et al., 2004). A identificacdo da infeccéo de
cées sintomaticos e assintomaticos em areas endémicas é de grande importancia
para a saude publica, visto que ja se demonstrou que os cdes sdo 0s principais
reservatorios envolvidos no ciclo de transmissao da Leishmania para humanos
(Alvar et al., 1994; Soares et al., 2011).

A eliminacdo de cdes domésticos em areas endémicas pode reduzir o
namero de casos humanos, confirmando que cées infectados apresentam maior
risco de infeccdo em humanos (Guan et al., 2000). Isso se explica pelo fato de
gue casos humanos geralmente sdo precedidos por casos caninos que, por
apresentarem uma grande quantidade de parasitas na pele, favorecem a infeccéo
do vetor (Santa Rosa e Oliveira, 1997).

O aumento da incidéncia da LVA no Nordeste pode estar relacionado a
aproximacao entre caes infectados e homens nos ambientes intra e peridomiciliar
(Cunha et al., 1995; Desjeux, 2001), representando um importante fator de risco
para a doenca.

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é rotineiramente diagnosticada pelo
uso do teste de imunofluorescencia indireta (RIFI); porém, esta técnica pode
diagnosticar falsos negativos e falsos positivos em caes assintomaticos (Almeida
et al., 2005). Considerando as limitagbes dos métodos convencionais, testes
diagnosticos alternativos sdo necessarios para identificar a LVC. A reacdo em

cadeia da polimerase (PCR) tem sido utilizada como uma metodologia rapida e



sensivel para deteccdo dos parasitas (Leontides et al., 2002; Schonian et al.,

2003; Cortes et al., 2004).

2.5. Tratamento

No Brasil, para humanos os antimoniais pentavalentes sdo as drogas de
escolha utilizadas no tratamento da LVA, em virtude de sua eficiéncia terapéutica
(Santos et al., 2002). Esses antimoniais foram usados pela primeira vez em 1913
por Gaspar Vianna no tratamento da leishmaniose tegumentar (Brasil, 2006). A
anfotericina B é a droga leishmanicida mais potente disponivel comercialmente,
atuando nas formas promastigotas e amastigotas (Carvalho, 2000). Outras drogas
sdo empregadas no tratamento da leishmaniose, entre as quais se destacam a
pentamidina, miltefosine e a paromomicina (Rath et al., 2003).

Existem também os tratamentos suportes com o uso de antibiéticos, devido
ao fato de que pacientes com LVA sdo caracteristicamente neutropénicos e,
portanto, tém resposta inflamatéria diminuida e estdo em risco aumentado de
apresentar infeccdo estabelecida ou oculta (Andrade et al., 1990; Brasil, 2005). A
prescricdo de antibioticos devera seguir as recomendacfes da Comissdo de
Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH) local ou as normas preconizadas na

literatura quando disponiveis (Brasil, 2005).

2.6. Prevencéo e Controle

Um principio basico para a prevengao da Leishmaniose visceral canina é

evitar o contato entre o vetor e o hospedeiro. Assim, medidas contra o vetor



devem ser adotadas no ambiente e centradas principalmente no cédo (Ribeiro,
2007), por ser o principal reservatorio.

De acordo com Ribeiro (2007), as medidas recomendadas para caes livres
da infeccdo ou em tratamento, sdo: uso do colar impregnado com deltametrina
4%, cuidados de limpeza do ambiente (como retirada de matéria organica
excessiva), aplicacdo de inseticidas ambientais centrados nos canis, uso de
plantas repelentes de insetos (citronela) e a nado realizacdo de passeios
crespusculares ou noturnos (horarios de maior atividade dos flebotomineos).

Apesar do amplo conhecimento sobre o ciclo de transmissdo da LVA, as
estratégias de controle tém sido pouco efetivas (Costa e Vieira, 2001). No Brasil
esse controle tem se baseado em trés estratégias basicas: diagnostico e
tratamento precoce de casos humanos; realizacdo de inquéritos soroldgicos e
consequente eutanasia dos caes positivos; e vigilancia entomoldgica (Brasil,
2006). As estratégias adotadas estéo relacionadas com a classificacdo das areas
com e sem transmissao vetorial (Brasil, 2004).

De acordo com Shaw (2007), as metodologias de controle poderéo
apresentar maior eficacia a partir de estudos relacionados com a diversidade
genética das espécies de L. Infantum e dos hospedeiros envolvidos no seu ciclo
de vida. Sendo assim, serd possivel avaliar quais os melhores métodos de

controles a serem empregados.

2.7. Diagnosticos

O diagnostico da LVA em caes pode ser feito a partir de caracteristicas
clinicas como febre ondulante, fadiga, perda de peso, hepatoesplenomegalia e

linfadenopatia (Manna et al., 2006; Chappuis et al., 2007), porém é necessario
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uma confirmacdo por exames laboratoriais (Bonates, 2003). Esses testes sao
baseados principalmente na realizacédo de testes sorologicos (e.g. ELISA e RIFI),
exames de esfregacos corados por Giemsa, culturas in vitro e no uso de técnicas
histolégicas (Grimaldi e Tesh, 1993). A maioria destes métodos exibe niveis
reduzidos de sensibilidade e especificidade, além de dependerem da
disponibilidade de mé&o-de-obra qualificada e de equipamentos especializados.
Tem-se demonstrado que a PCR também pode ser utilizada na deteccéo
de DNA da L. infantum em amostras clinicas de cées (Franceschi et al., 2007;
Gomes et al., 2007; Moshfe et al., 2009; Alonso et al., 2010), exibindo niveis de
sensibilidade geralmente superiores aqueles fornecidos pelos métodos

tradicionais.

2.7.1. Diagndéstico Molecular

A PCR tem se mostrado uma ferramenta Gtil no diagnéstico da LVA,
permitindo a identificacdo do DNA do parasita em diversos materiais, como
amostras clinicas, isolados de cultura, bem como em flebotomineos (Michalsky et
al., 2011). Esta técnica tem se mostrado vantajosa em relacdo aos métodos
convencionais, apresentando alta sensibilidade e especificidade, além de detectar
a presenca do protozoario e produzir o resultado em poucas horas (lkonomopoulo
et al., 2003).

Ensaios com PCR tém sido muito utilizados para o diagnoéstico da LVA em
cées. Varios tecidos caninos, incluindo sangue, biépsia de pele, medula 6ssea e
baco, sdo utilizados para a deteccdo do parasita e tem se mostrado altamente
sensivel nestes casos, sendo considerada muito importante principalmente

quando utilizada para diagnostico de caes assintomaticos (Leite, et al., 2010).
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A PCR vem mostrando significativos avan¢os em sua tecnologia, como no
caso da PCR em tempo real ou PCR quantitativa (QPCR). Esta técnica se baseia
no uso de corantes ou sondas fluorescentes que permitem o monitoramento dos
produtos amplificados em tempo real. Um dos corantes utilizados € o SYBR
Green (Applied Biosystems), que se liga as fitas duplas de DNA geradas durantes
os ciclos de amplificagdo emitindo um forte sinal luminoso (Nygren et al., 1998)
(Figura 03). O sinal luminoso é analisado por um detector e por um amplificador
de sinal, que tracam um gréafico apds cada ciclo da PCR que reflete a quantidade
do produto amplificado (Kubista et al., 2006). O ciclo em que o sinal de
amplificacdo atinge uma intensidade de fluorescéncia superior ao limite de
deteccdo (Threshold), ou Ct, é o ponto em que a emissdo de fluorescéncia da
amostra supera a referéncia passiva do aparelho (Instituto Fleury, 2004). (Figura

04).

),

Figura 03 — Corante SYBR Green | intercalando urﬁ fita dupla de DNA formada durante a reagao de

PCR em tempo real. (Fonte: Applied Biosystems®)
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Figura 04- Curva de amplificac&o. As linhas coloridas representam quantidades decrescentes de DNA
alvo (100 pg a 0,1 fg) quanto maior a quantidade de DNA (primeira linha verde), menor o valor de Ct
(menos ciclos de amplificagdo s&o necessarios para atingir o limite de detecc¢édo). Legenda- NTC:

controle negativo (sem amplificagdo) (Fonte: Paiva Cavalcanti, 2008).

Os principais beneficios desta metodologia sdo: rapidez no resultado e
reducdo no risco de amostras contaminadas que podem causar falsos positivos,
principalmente quando se trata de casos de cées assintomaticos (Paiva
Cavalcanti et al., 2009).

A PCR também tem sido utilizada para detectar componentes relacionados
com o processo de resposta imunolégica em seres humanos e animais que,
devido a sua acao contra parasitas causadores de doencas, podem estar
relacionados com o nivel de infeccdo por diversos patdgenos, inclusive pela L.
infantum. Dentre esses componentes destacam-se as defensinas, que sao
peptideos antimicrobianos que apresentam atividades importantes para o sistema
inato de resisténcia nos vertebrados (Bagnicka et al., 2008), e a lectina ligadora
de manose (MBL), que € uma proteina sérica sintetizada no figado e que tem uma
importante funcdo na imunidade inata do hospedeiro, pela sua ligacdo de alta
afinidade a residuos de manose ou a outros carboidratos componentes de virus,

bactérias e leveduras (Kuipers et al., 2003; Turner, 2003).
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2.8. Defensina - Peptideos Antimicrobianos

Peptideos antimicrobianos (AMPs) fazem parte do sistema imune inato de
organismos vertebrados, atuando contra bactérias, fungos e virus envelopados
(Kagan et al., 1990; Yang et al., 1999; Anbu et al., 2003; Pawlik et al., 2009) na
interface pele-ambiente (Leonard et al.,, 2012). A maioria dos peptideos
antimicrobianos apresentam modos de acado semelhantes, com base na interacao
com a membrana celular dos microrganismos. A interacéo torna a membrana do
microrganismo permeavel por perfuracdo e formacdo de canais, ou ruptura total
da membrana do microrganismo (Helmerhorst et al., 1999; Shai, 1999; Brogden,
2005).

AMPs raramente sdo usados em tratamentos de doencas parasitarias e
ainda hd uma escassez de informacdes sobre a sua atividade in vivo contra
parasitas (Vizioli and Salzet, 2002). Tem-se observado uma importante expressao
alterada de AMPs em estados de doencas, tais como dermatite atopica (AD) em
cdes e humanos e psoriase em seres humanos (Leonard et al., 2012). Em relagéo
a AD canina, o estudo de Santoro et al. (2013) mostrou um aumento significante
nos niveis de expressdo de mMRNA do gene cBD103 em pele de céaes
naturalmente afetados quando comparados com cdes saudaveis do grupo
controle.

Para a leishmaniose, ha uma breve mencdo do AMP dermaseptina no
tratamento da leishmaniose causada por Leishmania major em ratos (Nicolas and
Mor, 1995). Segundo Alberola et al. (2004), o uso de AMPs no tratamento da LVA
em cées tem mostrado que o resultado do tratamento da doenca esta
correlacionado com a quantidade de sintomas e a normalizacdo da proteina total

Nno soro.
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Na India, foi realizado um estudo de caso-controle que demonstrou
associacdes entre leishmaniose e SNPs de genes (DLL1 e FAM120B) localizados
no cromossomo 6g27 de seres humanos. Os resultados desse estudo sugerem
que o gene DLL1 pode influenciar a susceptibilidade dos pacientes a doenca
(Mehrotra et al., 2012). Esses dados indicam que muitos AMPs devem estar
envolvidos na imunidade inata cutanea, atuando na defesa contra microrganismos
externos (Santoro et al. 2013).

O mais importante dos peptideos antimicrobianos € uma familia de
peptideos catidnicos que incluem as defensinas, classificadas em alfa, beta e
teta-defensinas, sendo a classe das beta-defensinas a maior delas. As alfa e beta
defensinas influenciam na expressdo de moléculas de adesédo, producdo de
adrenocorticoides, secrecéo de cloreto de ions, reparacdo de feridas e sintese de
DNA (Bagnicka et al., 2008).

A atividade biolégica das defensinas depende fortemente da sua
concentracdo. Como exemplo, as concentracfes baixas (< 10 pg/ml) de alfa-
defensinas estimulam a expressdao de moléculas de adesdo em células
endoteliais humanas e producédo de citocinas em monécitos humanos. O efeito da
beta-defensina-2 (BD-2) na quimiotaxia e cicatrizacdo de feridas depende da sua
concentragdo, com um efeito maximo de 500 pg/ml (Ganz, 2004). Em
concentracbes de 1 a 10 pg/ml exibem atividade antimicrobiana em bactérias
gram-negativas, gram-positivas e fungos. Em 25 pg/ml, estimulam a sintese de
DNA. Em concentragdes muito elevadas, causam a lise de micrébios e de
algumas células tumorais (Biragyn et al., 2002; Lehrer e Ganz, 2002; Kamysz et

al., 2003; Ganz, 2004; Wiechuta et al., 2006).
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O gene de defensina tem sido usado em correlagbes com doencas.
Polimorfismos de defensina em humanos, por exemplo, estdo fortemente
associados ao risco de infeccao por HIV-1 (Braida et al. 2004; Milanese et al.,
2006).

Novos agentes leishmanicidas sdo necessarios e avancos importantes tém
sido alcancados nesse sentido, principalmente com a utilizacdo de AMPs que
aparentemente tem apresentado efeitos positivos no tratamento da LVA. Contudo,
o tratamento eficaz da LVA ndo depende apenas da acdo leishmanicida, mas
também das interacdes entre o parasita e 0 sistema imunitério (Solano-Gallego et

al., 2000; Altet et al., 2002; Sacks and Sher, 2002).

2.9. MBL (lectina ligadora de manose)

Outro componente importante do sistema de imunidade inato € a lectina
ligadora de manose (MBL), que € uma proteina sérica sintetizada no figado e que
tem como funcdo atuar na imunidade inata do hospedeiro, porgue possui alta
afinidade a residuos de manose ou a outros carboidratos componentes de virus,
bactérias e leveduras (Kuipers et al., 2003; Turner, 2003).

O gene MBL2 em humanos esta localizado no cromossomo 10, consistindo
em quatro éxons interrompidos por trés introns de 600, 1350 e 800pb (Taylor et
al., 1989). A regido promotora do gene MBL2 contém elementos que sugerem a
importante participacdo desta proteina na fase aguda de infec¢bes (Alonso,
2007). A funcéo da MBL2 esta diretamente associada a sua concentragéo serica,
que é determinada pela interacdo entre mutacdes na regido promotora e no éxon

1 (Jdliger et al., 2000).

16



MBL é uma molécula candidata na modificacdo da progresséo de doencas,
porque € possivel diminuir o efeito das infec¢cdes causadas por patdégenos
intracelulares (Garred et al., 1994; Green et al., 1994). Ela se liga a carboidratos
presentes em muitos patdgenos, incluindo Leishmania Infantum chagasi (Green et
al.,, 1994), conferindo protecdo antes do estabelecimento de adaptacdo a
respostas imunes (Ezekowitz, 1991). Recentes trabalhos tém apontado para uma
provavel funcdo da MBL na modulacdo de processos inflamatorios (Jack et al.,
2001). A deficiéncia da MBL foi inicialmente reconhecida em criancas com defeito
na funcdo de opsonizacdo, estando aparentemente associada a infeccbes
recorrentes e deficiéncia de crescimento (Super et al., 1989).

Em relacdo a LVA, estudos indicam que altos niveis de MBL2 podem estar
relacionados ao risco de desenvolvimento da LVA e complicagdes clinicas em
infeccbes com L. Infantum (Alonso et al., 2007). Isabel et al. (2001) observaram
que a MBL2 in vitro afeta a funcdo de células infectadas por este parasita e que in
vivo, os niveis de MBL2 estao diretamente correlacionados com a probabilidade
de desenvolvimento de infec¢des por L. infantum.

Sendo assim, os polimorfismos encontrados nos genes defensina e MBL2
podem fornecer subsidios para observar a possivel associacdo desses
polimorfismos com a infec¢cdo pela L. infantum em cdes. O presente estudo
utilizou métodos moleculares para determinacdo da LVA em caes no municipio de
Serra Talhada, sertdo de Pernambuco, onde séo registrados varios casos de LVA

canina a cada ano, motivando a realizagéo deste estudo naquele municipio.
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3. Objetivos

3.1 Geral

e Avaliar a possivel relacdo entre polimorfismos nos genes da beta-defensina
e MBL2 e a infeccdo pela Leishmania infantum chagasi em caes
procedentes de uma area de transmissao de leishmaniose visceral no sertdo

de Pernambuco.

3.2 Especificos

e Determinar a taxa de infeccéo por L. infantum em cées errantes de uma area
de transmissao ativa do Sertdo do Pajel de Pernambuco, através do uso da
técnica de PCR em tempo real.

e Avaliar a relacao entre polimorfismos dos genes beta-defensina e MBL2 no

DNA de cées e sua predisposicao a infec¢ao pela L. infantum.
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4. Material e Métodos

4.1. Descricéo da area de estudo

Serra Talhada, Pernambuco (07°59'31"S/ 38°17'54"W): municipio localizado
no sertdo de Pernambuco, microrregido do Pajel, distante cerca de 400 km do
Recife, capital do Estado. Tem uma area de 2.979,97 km? e a sua sede encontra-
se numa altitude de 429 metros, apresentando relevo levemente ondulado. A
vegetacdo predominante é a caatinga hiperxerofila e o clima predominante é o
semiarido com chuvas de verdo. A populacdo estimada para o ano de 2012 era
de 80.489 habitantes, sendo que cerca de 30% residem na zona rural do

municipio (IBGE, 2012).

4.2. Captura de caes

Foram capturados 86 cdes errantes que apresentavam sinais clinicos de
qualguer enfermidade foram capturados por funcionarios do Centro de Controle
de Zoonoses (CCZ). Também foram capturados cées através de denuncia dos
proprietarios ou da populacao, inclusive nos distritos situados na zona rural do
municipio. As capturas foram georreferenciadas e serviram de suporte para
identificacdo de focos da leishmaniose no municipio. Todos os caes capturados

foram encaminhados ao CCZ do municipio.
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4.3. Coleta de sangue e extracdo de DNA

A realizacdo da coleta de sangue dos caes capturados foi realizada com o
apoio da equipe do CCZ de Serra Talhada, através de puncdo venosa para a
retirada, quando possivel, de 5 ml de sangue total. O sangue total foi armazenado
em anticoagulante ACD (acido citrico 0,0038M; citrato de sodio tribasico 0,075M,;
dextrose 0,133M) e estocado a 4°C. Todo o material coletado foi encaminhado ao
Laboratério de Bioinformatica e Biologia Evolutiva (LABBE) da UFPE, onde foram
realizados os testes moleculares.

A extracdo de DNA do sangue total foi realizada utilizando a técnica de Mini
Salting Out, descrita por Miller et al. (1988), que consiste das seguintes etapas:
separacao dos leucécitos; digestdo e eliminacdo das proteinas; precipitacdo e
lavagem do DNA. O DNA obtido de cada amostra foi quantificado para

determinacao da concentracéo e do grau de pureza.

4.4. Técnica de gPCR para deteccédo da Leishmania

Para a deteccdo de Leishmania infantum chagasi foram utilizados os
iniciadores  Linf.1-23F &5-TCCCAAACTTTTCTGGTCCT-3’ e Linf.1-154R 5'-
TTACACCAACCCCCAGTTTC-3’, com produto esperado de 132pb e Tm = 81°C,
descritos por Paiva-Cavalcanti et al. (2009). Esses iniciadores tém como alvo a
regido conservada do DNA cinetoplastidial do complexo Le. donovani. Para
quantificacdo absoluta foi utilizada uma curva de controle positivo numa escala
com sete amostras variando entre 1ng a 1fg de DNA de L. Infantum (1ng, 100pg,
10pg, 1pg, 100fg, 10fg, 1fg), utilizado para avaliar o limite de detec¢éo do sistema.

Também foi utilizado um controle negativo (NTC) sem DNA e as amostras do
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DNA canino, todos em duplicata para observar a homogeneidade entre as
mesmas e garantir a confiabilidade da reacéo.

As reacOes foram realizadas no equipamento ABI PRISM 7500 systems
(Applied Biosystems), contendo um volume final de 50 pl, sendo 2uL de DNA,
21uL de agua livre de nuclease (Tipo 1), 1uL cada primer (Linf.1-23F e Linf.1-
154R) a 3pmol e 25uL de SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems). O perfil
de amplificacdo consistiu dos seguintes passos: desnaturacao inicial de 95°C por
10 minutos, seguido de 40 ciclos de (95°C / 15seg, 60°C / 50 seg e 72°C / 30
seg). Para analise dos resultados foi utilizado o ABI PRISM software (versao 1.1).
Os experimentos foram analisados de acordo com a curva de amplificacdo e
dissociacdo. Em relacdo a curva de amplificacdo, todas as amostras positivas
foram avaliadas mediante a comparacdo da amplificacdo das mesmas com o0s
ciclos em que houve a amplificacdo da curva de controle positivo; além disso, as
amostras também foram avaliadas em comparacdo com o controle negativo

(NTC).

4.5. Definicdo e PCR convencional dos primers de defensina e MBL2

Os primers para defensiva e MBL2 foram definidos utilizando o programa
Primer3Plus (Untergasser et al, 2007), a partir das sequéncias gendmicas de
Canis lupus familiaris depositadas no Genbank (NC 006598, para defensina; e
NC_006586 para MBL2). O programa OligoAnalyzer
(http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/) foi utilizado para
verificar a qualidade dos primers selecionados com base na observacdo dos
seguintes critérios: definicdo da temperatura de melting; formacdo de dimero de

primers e de hairpins. Para avaliar temperatura de melting, a diferenca entre a

21



temperatura dos dois primers (direto e reverso) ndao deve ser superior a 5°C. Para
evitar a formacéo de hairpins € recomendavel que AG seja no minimo -3 Kcal/mol;
e para evitar a formacédo de dimeros de primers o AG devera ser de no minimo -5
Kcal/mol.

Para padronizacdo dos primers, foi utilizado o kit Gotag Master Mix em um
volume final de 25 pul contendo: 1,5uL de cada primer com concentracdo de
3ng/uL; 7,5uL de agua livre de nuclease; 12,5uL de Green Master Mix (Promega);
e 2uL de DNA com concentracdo de 70ng/ uL. O perfil de amplificacao foi definido
a partir da temperatura de melting de cada primer, onde foram realizados
gradientes dos dois pares de primers para encontrar a temperatura de
anelamento perfeita e a quantidade de ciclos foi definida pelo tamanho do
fragmento especifico para cada primer.

O perfil de amplificacdo para defensina seguiu 0s seguintes passos:
desnaturacao inicial de 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de (94°C / 30seg, 55°C /
30seg e 72°C / 30seqg) e extensédo final de 72°C por 10 minutos. Os mesmos
passos adotados para MBL2, com excecao da temperatura de anelamento que foi
ajustada para 64°C. Os produtos amplificados foram analisados em gel de

agarose a 1% contendo brometo de etidio e visualizados em transiluminador UV.

4.6. Andlise dos polimorfismos

Foram geradas sequéncias consenso com base nos valores de Phred 40,
atraves do programa Staden (Staden et al., 2000) e validadas através do BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/). Foram analisadas 47 sequéncias para o gene de

defensina e 17 sequéncias para o0 gene de MBL2. As sequéncias foram alinhadas
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utilizando o programa MEGA v. 5.3 (Tamura et al., 2011), que também foi utilizado
para visualizar e quantificar os polimorfismos.

As associacoes dos SNPs com a doenca (tipo caso-controle) foram
realizadas com o] auxilio do software SNPStats
(http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats_web), admitindo-se um  nivel de

significancia de 5% (Solé et al., 2006).
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5. Resultados

5.1. Diagnéstico de LVA por gPCR em amostras de DNA canino

Dos 86 caes capturados, seis (~7%) apresentaram diagndstico positivo para
leishmaniose visceral canina (LVC). A maior parte dos cées infectados por L.
infantum foram capturados em bairros localizados em &reas periféricas do
municipio (Mutirdo, Borborema, COHAB e CAGEP). Uma das amostras positivas
(L38) foi coletada sem identificacdo, impossibilitando a definicdo do seu bairro de

origem (Tabela 01).

Tabela 01 — Localizac&o dos caes infectados por L. infantum, indicando a porcentagem de caes

infectados em cada bairro.

Localidade Cées Cées % de cdes Amostras
(Bairro) capturados infectados infectados

Mutirdo 09 01 11,0% L34
Indeterminado 20 01 5,0% L38
Borborema 08 01 12,5% L41
COHAB 10 01 10,0% L73
Centro 05 01 20,0% L75
CAGEP 06 01 16,0% L76

Todos os cdes com diagnostico positivo para LVA apresentaram cargas
parasitarias altas, com excecdo de uma das amostras (L76), que apresentou
carga parasitaria inferior a quantidade de DNA presente na regido conservada do

minicirculo do cinetoplasto da Leishmania (~200fg). Os experimentos de qPCR
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apresentaram eficiéncia acima de 90% em todas as reacdes, evidenciando a boa

qualidade das reacdes ao se utilizar sangue periférico de caes (Figuras 05, 06,

07, 08, 09 e 10).
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Figura 05 — Apesentacdo da curva de amplificagdo evidenciando em lil4s as amostras dos cées
infectados por L. infantum (L34, L38 e L41), em vermelho a curva de controle positivo (DNA de L.

infantum) e em amarelo o controle negativo (NTC).

Curva de Dissociagéo Amostras positivas

oo
0os
o4
03
o2

Derivative Reporter (-Rn)

o

00

50

Controle negativo

Figura 06 — Curva de dissociacéo apresentando as amostras dos cées positivos (L34, L38 e L41)
infectados por L. infantum através do sistema Linf1B, evidenciando a formacé&o dos picos

correspondentes a Tm de ~81°C. Legenda: Tm=temperatura de Melting.
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Figura 07 — Apresentacéo da curva de amplificagéo evidenciando em lil4s as amostras dos caes
infectados por L. infantum (L73, L75 e L76), em vermelho a curva de controle positivo (DNA de L.

infantum) e em amarelo o controle negativo (NTC).
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Figura 08 — Curva de dissociagéo apresentando as amostras dos cées positivos (L73,L75 e L76)
infectados por L. infantum através do sistema Linf1B, evidenciando a formac&ao dos picos

correspondentes a Tm de ~81°C. Legenda: Tm=temperatura de Melting.
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Figura 09 — Apresentacédo da curva de amplificagdo evidenciando em vermelho a curva de controle
positivo com 2ng, 100pg e 1pg (DNA de L. infantum) e em amarelo controle negativo (NTC). Neste

caso, ndo houve nenhum céo infectado.
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Figura 10 — Curva de dissociacdo apresentando os controles positivos e negativos (henhum amostra
de cdo positiva), através do sistema Linf1B, evidenciando a formacédo dos picos correspondentes a

Tm de 81°C. Legenda: Tm=temperatura de Melting.
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5.2. Amplificacdo dos genes de defensina e MBL2

A Tabela 02 contém as informacg@es referentes a definicdo dos primers de
defensina e MBL2, apresentando todos os parametros utilizados nas reacoes.
Todos os valores se apresentaram dentro dos padrdes previstos. Os resultados
da PCR convencional para os marcadores de MBL2 e defensina apresentaram
um padrdao de bandas de aproximadamente 600pb para os dois marcadores

(Figura 11).

Tabela 02 - Informagdes sobre a definicdo dos primers de defensina e MBL2 baseado em

sequencias de Canis familiaris, evidenciando os padrdes utilizados para definicdo e padronizagado dos

mesmos.
Primer Sequéncia (5°-3%) T™ (°C) Diferenca AG Temperatura. Tamanho do
entreas T™M (Kcal/mol) de anelamento  fragmento (pb)
(°C)
DEFEX1 ATCCCTGCCCTATAAAGGATG 53,9 0,5 -0.36 55°C 582
CCAAACACAGTCAGGAGGTC 53,4
MBL2EX4 TCTGGCTGAGGAAGAGCAG 58,5 2,4 0.18 64°C 603
GAATTCTCTTTCAGGGCTACCG 56,1

Legenda: TM = Temperatura de melting; AG = Delta G; pb = pares de bases

a)
e € Defensina - 600pb

€— MBL2 - 600ph

Figura 11- Gel de agarose exibindo os padrdes de amplificacdo dos primers definidos para defensina
(@) e MBL2 (b). Amostra 1: marcador de peso molecular de 100 pb; amostra 2: controle negativo;

amostras de 3 a 10: amostras de DNA canino.
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Os cromatogramas resultantes da reacdo de sequenciamento de cada
marcador evidenciaram a boa qualidade das sequéncias produzidas (valores de
Phred iguais ou superiores a 40), viabilizando a correta inferéncia dos genotipos
das amostras. A especificidade das reacdes de sequenciamento foi confirmada
através da andlise realizada com o BLAST, que resultou na deteccao de elevados
valores de identidade dos produtos sequenciados com as sequéncias dos genes
da defensina (AC186962.12) e MBL2 (XM536402.3) de cao utilizadas como

referéncia para a definicdo dos primers utilizados neste trabalho (Figuras 12 e 13).

DEFEX1:
fBl]EDEHtIDEF-RIBII | I IIIl II 5 <8 18
—GC—GCCGG""T—GGC:—GCCGGCGG"GGGC-‘--‘-GC"GC'G-‘-GCC"GGG-‘-CC"!
20 210 200
MBLZEX4'

p/DOS_MBL410_MBL4R_07 &

180 170 180 190 200 210

Figura 12 — Cromatogramas ilustrativos utilizados para avaliar a confian¢ga das bases em relacéo a
sequencia de referéncia. Foi utilizado a amostra de DNA do cdo n° 10 para defensinae MBL2. A

imagem mostra a qualidade da reacao.

DEFEX1:

P

| | Maxscore | Totalscore | Querycoverage |[_ Evalue Max ident

Canis famiians chromosome 16, clone XX-202C11, complete sequ¢ 1029 1169 100% 0.0 99%

Canis familians chromosome 16, clone XX-465H6, complete sequet 1029 1169 100% 0.0 9%

Canis lupus familians defensin, beta 1 (DEFB1), mRNA >gb|DQO011¢ 37 337 32% 7e-89 100%

Carus lupus familians beta-defensin 1 mRNA, partial cds 718 6% Se-09 100%

Sus scrofa mRNA, clone: LVRM10128A09, expressed in liver £6.1 66.1 18% 3e-07 78%

MBL2EX4:
Sequences producing significant alignments:

tion | Maxscore | TYotalscore | Querycoverage [ Evalue Max ident

PREDICTED: Canis lupus familiaris mannose-binding protein A-like 223 733 96% 0.0 100%

PREDICTED: Ailuropoda melanoleuca mannose-binding protein A- 437 437 94% de-119 87%

PREDICTED: Equus caballus mannose-binding protein A-like (LOC 285 385 94% 2e-103 84%

Pongo abelii BAC clone CH276-321E7 from chromosome unknown 325 626 97% 1e-100 83%

Sus scrofa mannan-binding lectin A (MBL-A) mRNA, complete cd 389 369 96% 7e-99 83%

4.2 Sus scrofa mannan-binding lectin (A) (MBL1), mRNA >gb|AY771: 369 369 96% 7e-99 83%

Figura 13 — A imagem mostra que o resultado do BLAST revelou similaridade de 99% e 100%

(defensina e MBL2, respectivamente) em relagdo as sequencias utilizadas como referéncia.
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5.3. Associacao dos polimorfismos de defensina com L. infantum

Foram sequenciadas 82 amostras, possibilitando a obtencdo de um
fragmento de 582pb. Nas analises dos polimorfismos deste marcador foram
detectados 572 sitios conservados e 10 sitios variaveis, sendo que nove destes
altimos eram informativos para parciménia. Os sitios informativos foram
encontrados na regido do promotor (sitios -7) e do intron (sitios 85, 144, 147, 164,
282, 319, 348, 360), ndo tendo sido detectados sitios polimorficos na regido do
exon.

Foram identificados individuos heterozigotos nos nove sitios informativos
de parcimdnia. A Tabela 3 mostra os nucleotideos presentes na sequéncia de
referéncia (AC186962.12) e as mudancas de nucleotideos detectadas em alguns
destes sitios, bem como os genotipos dos cées infectados. Os cromatogramas

mostrando os heterozigotos dos cédes infectados encontram-se em anexo.

Tabela 03 - Mudancga de nucleotideo nos polimorfismos dos cées infectados por L. infantum

SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6 SNP7 SNP8 SNP9

Sitios -7 85 144 147 164 282 319 348 360
S.R. A A C T A C C G T
DEF34 AIA AIA CiC G/G AIG TIT TIT AIG CiC

DEF38 AIG AIG C/C GIT A/A CIT C/IC G/G CIT
DEF41 AlA AlA C/C G/G AIG T/T T/T AIG C/C
DEF73 GIG GIG CIT GIT AIG CIT CIT AIG C/IC
DEF75 AJA AJA C/C GIT AJA CIT C/C G/G CIT

DEF76 A/A A/A C/C GIT AIG CIT CIT GIG CIT

Legenda: S.R. = Sequéncia de referéncia
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Na avaliacdo das frequéncias alélicas e genotipicas dos nove SNPs de
beta-defensina e de sua associacdo com a presenca de Leishmania, observou-se
gue nenhum desses nove SNPs obteve associacdo para suscetibilidade com L.

infantum, apresentando p-values sempre acima de 5% (Tabela 04).

Tabela 04 - Avaliagdo das proporgdes genotipicas e sua associagdo com L. infantum. Os SNPs em

destaque (4 e 9) apresentaram relacdo com a doenca.

Genotipos  Frequencia Frequencia Frequencia  p-value

total casos controle

SNP 1 A/A 0.33 0.67 0.30 0.18
G/A 0.46 0.17 0.49
G/IG 0.21 0.17 0.21

SNP 2 A/A 0.32 0.67 0.29 0.17
G/A 0.45 0.17 0.47
G/G 0.23 0.17 0.24

SNP 3 C/IC 0.54 0.83 0.51 0.26
CIT 0.43 0.17 0.45
TIT 0.04 0 0.04

SNP 4 G/IG 0.49 0.33 0.5 0.38
GIT 0.44 0.67 0.42
TIT 0.07 0 0.08

SNP 5 A/A 0.27 0.33 0.26 0.17
AIG 0.49 0.67 0.47
G/G 0.24 0 0.26

SNP 6 C/IC 0.07 0 0.08 0.52
TIC 0.51 0.67 0.5
TIT 0.41 0.33 0.42

SNP 7 C/IC 0.26 0.33 0.25 0.82
CIT 0.45 0.33 0.46
TIT 0.29 0.33 0.29

SNP 8 A/A 0.05 0 0.05 0.73
G/A 0.49 0.5 0.49
G/IG 0.46 0.5 0.46

SNP 9 C/IC 0.61 0.5 0.62 0.5
CIT 0.33 0.5 0.32
TIT 0.06 0 0.07
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Em relacdo a associacdo haplotipica, constatou-se que o haplétipo
(AACGATTAC) apresentou uma possivel associacdo com a presenca de L.

infantum nos céaes infectados (p = 0,029 e OR = 37.36 (1.55 — 903.16)).

5.4. Associacao dos polimorfismos de MBL2 com L. infantum

As analises dos polimorfismos do gene MBL2 evidenciaram a presenca de
um unico sitio polimérfico localizado na regido correspondente ao sitio 147 do
intron da sequéncia de referéncia (NC_006586). Das 17 sequencias analisadas,
nove apresentaram a citosina e oito delas apresentaram um gap no sitio
polimorfico encontrado. Dentre as sequéncias que apresentou o gap estdo 0s
cées infectados por Leishmania, assim como a sequéncia de referéncia utilizada
para definicdo dos pirmers. O teste de associacdo (caso-controle) utilizando
apenas este sitio polimérfico (indel) ndo evidenciou a associa¢do com a doenca (p

=0,21).
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6. Discussao

A determinagcdo da taxa de infeccdo em cées pela Leishmania infantum
chagasi, assim como da relacdo de polimorfismos associados a doencas, sé&o
parametros importantes e que devem ser considerados nos estudos voltados para
0 monitoramento da Leishmaniose Visceral Americana (LVA), doenca tida pela
OMS como uma das mais importantes endemias de origem parasitaria do mundo
(Brasil, 2010).

Este estudo viabilizou a detecgcdo de cées errantes infectados por L.
infantum (~7%) no municipio de Serra Talhada. O resultado observado é
nitidamente superior aos encontrados nos municipios de Campina Grande (3%) e
Jodo Pessoa (3,8%), na Paraiba (Vidal, 2008), e Recife (3%), Pernambuco
(Dantas-Torres, 2006). A prevaléncia de cées infectados encontra-se de acordo
com as observacfes de Rosario et al. (2005), ao relatarem que a prevaléncia da
LVA canina no Brasil deve variar entre 1,9 a 35%, dependendo das condi¢cGes
socioecondémicas e do perfil de transmissdo da doenca em cada uma das regides

brasileiras (Santa Rosa e Oliveira, 1997; Alves e Bevilacqua, 2004).

De acordo com Alves e Faustino (2005), as caracteristicas
epidemioldgicas da LVA canina no Brasil podem estar associadas a problemas
socioeconémicos e sanitarios. Entretanto, o perfil da doenca na regido Nordeste
estd associado a pobreza e subnutricAio da populacdo humana e,
consequentemente, da populagdo canina. Neste contexto, observamos que a
maioria dos caes infectados foi capturada em bairros situados na periferia do
municipio de Serra Talhada, a semelhancga do que foi observado por Vidal (2008)
em Campina Grande. Essa constatacdo se suporta na afirmacdo de Dantas-

Torres e Brandao-Filho (2006), ao considerarem que os casos de LVA acontecem
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principalmente nas periferias, por formarem aglomerados de pessoas e por
apresentarem precéarias condi¢cdes de infraestrutura e de saneamento basico.
Estes autores também relatam que, devido a seca que devasta o interior do
estado de Pernambuco, muitos individuos (especialmente criancas) apresentam-

se mal nutridos, favorecendo a expressao e o agravamento da LVA.

A quantificacdo dos parasitas da L. infantum por gPCR foi muito importante
e tem sido considerada uma o6tima ferramenta para monitorar a quantidade dos
parasitas circulantes durante o tratamento da leishmaniose visceral (Martinez et
al., 2011). Assim como ocorreu neste estudo, Paiva-Cavalcanti (2008) também
observou que, além das vantagens operacionais, a gPCR é altamente
reprodutivel e sensivel, podendo substituir a PCR convencional em rotinas de
diagnosticos (Bretagne et al., 2001; Nicolas et al., 2002; Roldo et al., 2004;

Solano-Gallego et al., 2007; Khosravi et al., 2012).

O numero de estudos genéticos que associam polimorfismos genéticos a
patologias ou a susceptibilidade a doencas vem crescendo gradativamente (Costa
et al., 2007), como €é o caso de polimorfismos associados a hipertensao (Kimura
Lilian, 2010), transtornos neuropsiquiatricos (Souza e Oliveira, 2012) e diabetes

em seres humanos (Grant et al., 2006).

A associacao entre polimorfismos no gene da defensina e a infeccéo por L.
infantum em cées é descrita pela primeira vez em nosso estudo. Observamos que
nao houve associagao significativa de nenhum dos noves SNPs encontrados no
conjunto de sequencias com a presenca do parasita e a susceptibilidade a LVA
em cées.

Estes resultados coincidem com estudos de outros genes que apresentam
associacdo com a leishmaniose visceral e valores igualmente significativos, como
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€ 0 caso do estudo de Sanchez-Robert et al. (2008), que identificaram hapl6tipos
localizados no gene Slicllal relacionados com a Leishmaniose visceral em cées.
Em um estudo mais recente, Quilez et al. (2012) sugeriram que varios locos
genéticos do cromossomo 4 do cdo devem estar associados a evolucgao clinica da
leishmaniose apds a infeccéo por Leishmania.

O tamanho amostral limitado pode ter gerado algumas inconsisténcias nos
resultados apresentados no presente trabalho, a semelhanca do que foi
observado por Williams et al. (1996), Correa et al. (2002), Golimbet et al. (2002) e
Cho et al. (2007). Portanto, se faz necessario novos estudos com um maior
namero amostral em regides hiperendémicas, a fim de dar mais suporte na
confirmacéo destes resultados. Entretanto, mesmo com a limitagdo na quantidade
de sequéncias avaliadas, o haplétipo encontrado no gene de defensina
demonstraram que a unido desses SNPs séo bons indicativos quando associados
com a leishmaniose visceral em cées.

Em relacdo ao gene MBL2 o teste de associacao realizado com um uUnico
indel encontrado no conjunto de sequéncias ndo evidenciou associacao
significativa com a presenca de L. infantum (p = 0,21). Contudo, ndo podemos
afirmar que a presenca desse indel possa ou ndo ser um fator de susceptibilidade
a infeccdo, fazendo-se necesséario uma analise prospectiva envolvendo um maior
namero de casos e controles. Nosso resultado para o gene MBL2 ndo apresentou
similaridade com outros trabalhos que utilizaram indels em estudos de
associacdo, o0s quais relatam que indels s&os importantes indicadores em
investigacoes de associagfes dos mesmos com doencas (e.g. Souza e Oliveira,

2012).
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Resultados interessantes obtidos de trabalhos de associacdo de MBL2 com
doencas em humanos apontam para o fato de que algumas variantes alélicas de
MBL2 resultam em baixos niveis séricos da proteina e podem ser vantajosos para
0 portador de algumas doencas (Lipscombe et al.,, 1992; Garred et al., 1994).
Estudos também mostraram uma clara associacdo entre a presenca de variantes
alélicas do gene MBL2 e a ocorréncia de imunodeficiéncia associada as infeccfes
cronicas (Garred et al., 1997; Turner, 1998; Turner and Hamvas, 2000).

Os resultados obtidos por Alonso (2007) também dao suporte a ideia de
qgue niveis baixos de MBL2 podem conferir vantagens aos seus portadores; ou
seja, individuos com alelos variantes do gene MBL2 em humanos estariam
parcialmente protegidos de uma infec¢éo pelo patégeno intracelular L. infantum.

A avaliagdo dos caes de Serra Talhada infectados por L. infantum nos
permitiu determinar de maneira rapida e eficiente a prevaléncia de céaes
infectados no municipio no periodo de 2011/2012. A identificacdo desses céaes foi
muito importante, visto que 0 municipio se encontra em uma area endémica de
leishmaniose visceral. A analise dos SNPs encontrados nos genes defensina e
MBL2 relacionados com a infec¢ao por L. infantum foram descritos pela primeira
vez em nosso estudo e nos permitiu observar possiveis associacfes desses
genes com leishmaniose visceral em cées. Diante da escassez de trabalhos sobre
polimorfismos associados a doencas (principalmente em cées), podemos

evidenciar a importancia da realizagao e dos resultados obtidos neste estudo.
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7. Conclusodes

O uso da PCR em tempo real permitiu a identificacdo de cées errantes
infectados por L. infantum em Serra Talhada — PE, no periodo de 2011-

2012.

Para os genes de defensina e MBL2, o processo de padronizagcdo dos
experimentos apresentou desempenho satisfatério e bem definido para o

desenvolvimento das andlises.

Nenhum dos nove sitios polimérficos encontrados no gene beta-defensina

apresentaram associagao com a infecgéo por L. infantum.

O haplétipo formado pela interacdo dos nove SNPs do gene de defensina

exibiu forte associacdo com a presenca de L. infantum nos caes infectados.

Nao foi possivel estabelecer correlacdo entre o Unico polimorfismo (indel)
encontrado no gene de MBL2 e a infeccéo por L. infantum, provavelmente

em decorréncia do pequeno numero de espécimes analisados.
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9. Anexo

Cromatogramas mostrando os sitios heterozigotos dos cées infectados.

Cao 34- sitio 164

Ja"DU4DEF34DefH 0g; II I = 4f 42 a2 26 48 'ii i 'II = 4z II = 4= i 42 42 4% 45 42 4= 42
y A i | )

CGGGGTGGGGACGTGGCAGGAAACCATCCC GGTTGAGCAGCCGGTTTAGGCAGCCGGCG
250 280 270 260 250 240
4

p/C04_DEF34_Deff_067 & 25 "I 2 'iiii i i I= -=i Eiii i I v i EIIii zi .III

CGG6GGEGTGEGEGE06G ACGBGTGGC AGG AAACC ATCCCCO\AJ/AGGTTG AGC AGC CGGTTTAGGC AGCCGGBCGG
250 260 270 280 280 300

Céao 34 — sitio 348

”DU‘LDEFB‘LDEIH_UEiii ' i iiiiiliill -iii iii iii iiiiii iii 'i'i'i'ii

CCTGGGCCTGEGCAGGGAGCACCTGGEGGGTTGAL A CCCAGT CCTGCAGGGAGCACT CCTGGCLCTGA
110 100 50 &0 o &0

b

£] n
pzcu4DEF34Deans ii i i i"' i iii iii I iii TR TR TR

CTGGGCCTGBCAGGEG AGCACCTGEGGGGGTTGEAQATCCC AGTCC TGBLE AGGG AGC ACTCCTGEGG C TG
430 440 450 460

Cao 38 —sitio -7

.JDDS_DEFSS_DBFH_D?ii i ii i iii iil . II 1 I i i i iIIIIII II

CCCTTCT CTGGGCAT CCCGGLCCCAGCCTGRA CCET CATGAGCCCTCTCTACTTGCT GCT G
460 450 440 430 420 410

“ 3

3/ C05_DEF38_DefF_05 ' iii Iiii ii“li‘l i““' II

TCCCTTCTCTGGGCATCCCGGCCCAGCCTGC CCGTCATGAGGCCTCTCTACTTGCTGCTG
80 90 110 120 130
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Cao 38 — sitio 85

/ DO5_DEF38_DeR_07 & 444

1] UL
mmmmnum.ung.m.

LTI
| u.m.l.muu

GCCCCCAGGTGAGCTTTGAGCTTCGCCCTG A
370 350

CGGEGGEGT CCAGGGT CTGAGTCCT CT GAT GACA
340 330

)/ C05_DEF38_Deff_05 5 I : Ti & = II 3

CCCCCAGGTGAGCTTTGAGCTTCGCCCT GOA
170 180 180

]

CGGEGGG6GTCCAGGBGGEGTLCTGAGLCTCTG ATGAC
200 210 220

Cao 38 — sitio 147
3/ D05_DEF38_DefR_07 |5

AGCCGCCTCTGCTGT CCCGBGG6G6G6TGGEG6G6A CG
310 300 280

CAGGAAACCAT CCCCAAGGTTGAGCAGTCC
280 2?[} 260

!

p/CO5_DEFI8 Deff 055 1028 & i i i i i I z III II
GCCGCCTCTGC TG TCCCGGGG TGGGG ACGT
230 240 250

TIGC AGG AAACCATCCCCAABGEG TTG AGC AGCCG

260 270 280

Cao 38 — sitio 282

1/ D05_DEF38 DefR_07

CAAGLCCTGCAGGGACGCACCCTEGETTG AT G

T

CGGGBCGT A
120

CCAGT CCTGCAGGGAGCACCTC
140 130

n / C05_DEF33_Deff_05

170 160 150

AAGLCCTGC AGEG AGCACCC TGGGTTGATCEC
370 360

o A\

CCAGTCCTGCAGGG AGCACCCCGGGCLCGTAG
400 410 420

f
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Cao 38 — sitio 360
/D05 _DEF38 DefR_07 &

| "Iii"ii"lliiiiiiii
]

! L 1 X
CGGEGAGCACCTEGEGGEGGEGTTGACGT CCCAGT CCTYG-
100 90 30

1‘ “l‘

EGG AGCACCTGGGGTTGACGTCCCAGTCCTAG
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)/ COB_DEF38_DefF_05;

Cao 41 — sitio 164

3127DJHUEDEF41DEFH15 i" i I iii i iII ===I::r:iI:::777i=iTi=

CEGGEGEGTGGG6GACETGGEGCAGGAAACCAT CCC A CGTTCAGCAGCCGGTTTAGGCAGCCGGC
290 280 270 260 250 240

I_I_|><
<3

]

#+1 77 p/ GOS_DEFH_DefF_13

Cao 41 - sitio 348

JHDE_DEF:H_DEFFUE"i a8 2

CCTGGGCCTGCAGGGAGCACCTGGGGTTGA CCCAGTCCTGCAGGGI\GCACT CCTCEGCTH
110 100 90 a0 70 60
S—
1/ GOS_DEF41 DefF13 i'i i ii i iiii "' Ii' I IIII I -
CCTCGCCCTGCAGCGAGCACCTGGGGTTGA TC CA
430 440 450
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Céo 73 - Sitios 144, 147 e 164
»/ DOE_DEF?3_DEF-R_08

T

GACAGCCGCCT CT GCTGT CCCGGEGGGETEGEGG6
310 300 280

,11’

G\TI GG

CAGGAAACCAT CCC
280 270

GGTTGAGCAG
260

4

£/ COBDEF?PA_DERF 06 & & & 4 2 i i i

GACAGCCGCCTCTGCTGBTCCCGGGG TGGGG AT
230 240 250

| mn

CAGG AAACCATCCCC

Ty AGGTTG AGC AGC

260 270 280

Céo 73 - Sitio 282

y/ DOG_DEF73_DEF-R_08

IO THLTETTL

1] iI -iilii

CCAGT CCTGCAGGGAGCACCCCGGGCGT A

140 130 120

CAAGCCTGCAGGGAGCACCCTGGGTTGATG T
Fl

170 160 150
pz’CDB_DEF?B_DEF-F_DBi ii i ii i i i

CAAGCCTGC AGGG AGCACCCTGGGTTGATGC
3o 380

CCAGTCCTGC ACGG AGC ACCCCCEGGCG T A
400 410 420

Cao 73 - Sitios 319 e 348

/ DOG_DEFF3 DEF-R_0BF &

|
Ld , . L {
:@.\

GGCCTGCAGGGAGCA CCTGGGGTTGI\C

r CCTGCAGGGAGCJ cc CCGGGCGTAGGCT c
» # COG_DEF73_DEF-F_08

TCCTGBC AGEGG AaBC ACCCCEGGCGTAGGC TCC\T
400 410 420

BGCCTGBGLC AGGG AGC ACCTGBGG GT TG AQA
440 450

5
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Céo 75 - Sitio 147

3/ HOG_DEF75_DEF-A_16

| il

CAGCCGCCTCTGCLCTGT CCCGGGGTGGECEC A CGT - C-—GG-—-—-—CC-—_CCCC-—-—GG__G-—GC-—GCC(
310 300 290 260
< [ [ 3

o oty

AGCCGCC TCTCC TETCCCGGEGGG TGG GG ;CG__ CFGGF-—-—CC-—_CCCC—-—GG__G-—GC,—GCCG(
230 240 250

p/ GOG_DEF75_DEFF_14

Céo 75 - Sitio 282

1/ HOE_DEFYS_DEF-R_16

CAAGCCTGCAGGEGGAGCACCCTGGEGGTTGATGYT CCAGT CCTGCAGGGAGCACCCCGGEGGBLGTA
170 160 150 140 130 120
Fl [ il 3

£/ GOG_DEF75_DEFF_14

CAAGC CTGCAGGG AGCACCCTGEGGEGGTTGATGC\TJCC AGTCCTGC ACGG AGC ACCC CCECECGCGTAC
370 380 390 400 410 420

Cao 75 - Sitio 360

/HOB_DEFFS_DEF-R_16

GGGAGCACCTGGGGTTGACGT CCCAGT CCT - AG6GGCACCACT CCTGBECTCGATGCT CCCGBGGEC
100 90 B0 70 60 50 40
4 [ [T +

\/ GOG_DEF75_DEF-F_14

GGG6 AGC ACCTGGGGTTGACGTCCC AGTCCTG\TRAGE G AGC ACTCC TGGC TG ATGC TCCCCEC CCC
A0 450 460 470 480 490 500




Céo 76 - Sitio 147 e 164

3/ BO7_DEF76_DEF-R_03

AGCCGCCT CT GCT GT
310

<

CCCEGGGEGT GECGAT
200

]

ol

C—GG———CC_

_._GG_TG—GC)’-GCC

p/&07_DEFYE_DEF-F_01

S8 TT 6 ABC TECCH
250

Céo 76 - Sitio 282

\/ BO7_DEF76_DEF-R_02

CAAGCCTGCAGGCACCACCCTCEGGTTGATG
170 160

150
]

CCAGT CCTGCAGGGAGLCACCCCGGGCLGT A
140 130 120

3/ AD7_DEF75_DEFF_1

[

)

l- il

mm M‘,

CC-- CTGC AGGG ACC ACCCTGCCT CLGTCCTGC,LCGGfCCrCCCCGGGCGTrGG
360 370 380 410

Cao 78 - Sitio 319

/' BO7_DEF?76_DEF-R_03

CAGT CCTGCAGGGAGCACCCCGGGCGEBTAGGCT C -GGG CCTGEGLCAGGEAGCACCTGEGGGEGGETTGAC

140 130 120 110 100 90
4
1/ AQ7_DEF7E_DEF-F_01

*

400 410 420

CCAGTCCTGC ACGG ACGC ACCCCGGGCGEGTAGCECTCC

\

GGGCCTGBGC AGGBGG AGLC ACC TGGGGBT TG AC
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Céo 78 - Sitio 360

3/ B07_DEF76_DEF-R_03

LGOGO0AGCACCTGOGGOGTTGACAT CCCAGT CCTH- A|lGGCAGCACT CCTGGCTGATGCT CCCGGGCC
100 90 80 70 60 50 40

) Alﬁ“‘ha“‘

L A, it A b AL i . L
G666 AGC ACTCCTGGCTGATGC TCCLCGG GECC
480 490 s00

4

p/&07_DEFFE_DEF-F_M

LAGG G AGLC ACC TGGGGT TG ACATCCC AGTCCTG\T
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